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ABSTRACT 

The importance of cell proliferation in plant growth and development has been well 

documented. However the majority of cell cycle studies in plants have been supported by 

gene expression and much less knowledge has accumulated in terms of protein 

interactions and activation. In this regards, the interaction of two key proteins, cyclins and 

cyclin-dependent kinases (CDKs) are fundamental for cell cycle regulation and 

advancement. Our aim has been to understand the role of D-type cyclins and type A and B 

CDKs in the cell cycle taking place during a developmental process such as maize seed 

germination. Results indicate that three maize D-type cyclins—D2;2, D4;2, and D5;3—

(G1-S cyclins by definition) bind and activate two different types of CDK—A and B1;1—in 

a differential way during germination. Whereas CDKA–D type cyclin complexes are more 

active at early germination times than at later times, it was surprising to observe that 

CDKB1;1, a supposedly G2/M kinase, bound in a differential way to all D-type cyclins 

tested during germination. Binding to cyclin D2;2 was detectable at all germination times, 

forming a complex with kinase activity, whereas binding to D4;2 and D5;3 was more 

variable; in particular, D5;3 was only detected at late germination times. Results are 

discussed in terms of cell cycle advancement and its importance for seed germination. 

 

 

 

 

 

 



RESUMEN 

Las células vegetales han demostrado ser semejantes a las de mamíferos en cuanto a los 

mecanismos básicos del ciclo celular. Sin embargo, se han descrito algunas diferencias 

en la maquinaria de control del ciclo celular en las plantas, mostrando una variabilidad en 

las vías de regulación y en la cantidad de proteínas involucradas en este proceso, que 

refleja una especificidad de la estrategia en la vida vegetal. Al igual que en mamíferos, en 

plantas la asociación  de una  ciclina con una cinasa dependiente de ciclina (CDK), 

determina la progresión del ciclo celular, ya que las ciclinas modifican la estabilidad y la 

especificidad por el sustrato, aunque las células de las plantas presentan algunas 

versiones específicas de CDKs  (CDKBs) y ciclinas sin homología con las humanas.   

El objetivo de este trabajo está centrado en el estudio de la regulación de la actividad de 

cinasa de los complejos ciclinas-CDKs que regulan el ciclo celular de plantas, mediada 

por los niveles de la proteína ciclina, sus diferentes asociaciones con las CDKs y las 

fosforilaciones-desfosforilaciones de las cinasas dependientes de ciclina, sobre el proceso 

fisiológico de germinación. En este proceso, las células embrionarias estarán en 

condiciones de reiniciar la primera ronda de división celular, enfocándonos al estudio de 

las proteínas que determinan la entrada a la fase G1, como son las ciclinas D y su 

asociación y funcionalidad con las CDKs tipos A y B.  

 Nuestros resultados demuestran que hay asociaciones entre las  ciclinas D2;2, D4;2 y 

D5;3, no solo con la prototípica CDKA, que regula la transición G1/S, sino también con la 

CDK tipo B, reportadas como reguladoras de G2/M.  Además, se observó que la  actividad 

de cinasa de estos complejos sobre la pRBR (proteína relacionada al Retinoblastoma) de 

maíz, es  diferencial, la cual  parece coincidir con el tipo y el tiempo de asociación (ciclinas 

D-CDKA y ciclinas D-CDKB1;1) y en algunos casos con el estado de fosforilación de la 

CDK; estos últimos resultados sugieren que los complejos ciclinas D-CDKs en maíz están 

siendo regulados positivamente por la fosforilación en la treonina homologa a la 160 de la 

CDK de mamíferos (T161-CDKA y T191-CDKB1;1 en plantas) durante las primeras horas 

de germinación e interesantemente, los resultados de actividad de cinasa diferencial 

sugieren que la CDKB podría ser regulada principalmente por las fosforilaciones negativas 

(T14 y Y15) y que no por el residuo activador durante la germinación.  

 



ABREVIATURAS 

 

ADN  Ácido desoxirribonucleico 

ATP  Adenosín-trifosfato 

ARNm  Ácido ribonucleico mensajero 

CAK  Cinasa activadora de CDK 

CDK  Cinasa dependiente de ciclina 

Chx  Cicloheximida 

CTD  Dominio carboxilo terminal 

Cyc  Ciclina 

DTT  Ditiotreitol 

EDTA  Ácido etildiamino tetraacético 

Fa  Fosfatasa alcalina 

FAO  Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

Fig  Figura 

G1  Interfase post-mitótica 

G2  Interfase post-sintética 

GST  Glutatión S-transferasa 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. El origen del maíz 

Cuentan los ancianos  de las montañas que en tiempos lejanos llegaron a poblar estas 

tierras los cuatro colores del maíz en forma humana: el pinto, el blanco, el amarillo y el 

negro. 

 Estos cuatro hombres y mujeres de colores estuvieron ahí cuatro temporadas de lluvias, 

en las cuales iban de un lugar a otro haciéndose más y sembrando la vida, haciendo 

nacer comunidades, sembrando maíz en empinadas laderas y cuestas, trabajando para 

arrancarle lo necesario a la Madre Tierra y preservar la vida que trajeron… 

(Martínez Ricardo 2008) 

El maíz (Zea mays) es un cultivo de gran relevancia para los pueblos latinoamericanos, 

particularmente para México, considerado como el centro de origen y diversificación de 

este cereal. Desde las culturas prehispánicas, el maíz ha sido parte del alimento básico 

de la población mexicana y de la mayoría de los países de América Latina. Innumerables 

indicios históricos, genéticos y arqueológicos indican que este cultivo fue la base de la 

alimentación de una gran parte de la población de América precolombina, que abarca 

desde la actual Canadá hasta la Patagonia en el Sur. Se sabe, además, que en algunas 

culturas precolombinas, como la Maya, la Inca y la Azteca, el maíz era utilizado en 

muchas de las celebraciones rituales religiosas (Vargas, 2007; Perales y Hernández, 

2005). 

 

Investigaciones sobre el origen del maíz han proporcionado elementos para declarar que 

el teocintle mexicano es su ancestro. Los teocintles  (granos de Dios, en Nahuatl), están 

representados  por especies anuales, perennes diploides y por una especie tetraploide. 

Estas especies son plantas rústicas y silvestres que aún se encuentran en varias 

localidades de México y que en algunas partes se les considera como malas hierbas o 

maleza y en otras tantas como una fuente alterna de alimento para el ganado cuando 

escasea el forraje. Los teocintles son gramíneas, pero debido a la poca información sobre 

su utilidad agrícola y ganadera existen algunas especies en peligro de extinción 

(Matsuoka et al., 2002; Holst et al., 2007). 

.  
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Según las últimas evidencias arqueológicas, el origen del maíz data de 8,700 años antes 

de nuestra era, originado en la región de Iguala en el estado de Guerrero, en la localidad 

de Tlaxmalac (Ranere et al., 2009; Piperno et al., 2009). La especie de teocintle más 

cercana al maíz actual es el Zea mays ssp parviglumis, que pertenece a la raza Balsas 

(es nombrado así porque crece en la cuenca del río Balsas) y dentro de esta raza las 

poblaciones que más han participado en el establecimiento del maíz fueron las ubicadas 

en los estados de Michoacán,  Guerrero y Estado de México (Matsuoka et al., 2002). 

 

Aunque algunas especies de teocintle son distintas genética y taxonómicamente a las del 

maíz, y no parecen haber desempeñado ningún papel en el origen del mismo. La 

evidencia genética disponible confirma que una especie de teocintle, Z. mays ssp. 

parviglumis, es el antepasado directo del maíz al compartir una relación genética muy 

estrecha (Doebley, 1990; Matsuoka et al. 2002),  el teocintle Z. mays ssp. mexicana es el 

contribuyente en la diversificación del maíz de la Mesa Central Mexicana (Matsuoka et al., 

2002) y Z. mays ssp. parviglumis, se establece  en los valles del suroeste de México, 

donde crece comúnmente como una planta silvestre a lo largo de arroyos y laderas. 
 

 
 
Figura 1. Secuencia morfológica de la posible evolución de la mazorca de teocintle y el maíz  (Modificado de 

Serratos et al., 1987). 

 

La domesticación del maíz es un proceso que se inició cuando los pobladores de los 

bosques tropicales mesoamericanos empezaron a sembrar esta hierba silvestre (Piperno 

y Flanner, 2001). En un inicio recolectaban el grano como fuente de carbohidrato y luego  

seleccionaron los mejores ejemplares, para guardarlos, volverlos a sembrar y comenzar 

un nuevo ciclo de selección. A través de muchas  generaciones de este trabajo se obtuvó 

el maíz. 
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El maíz es la planta cultivada con los más profundos procesos de domesticación que 

existe, pues es el resultado de un proceso que llevó entre 500 y 2 000 años, hasta que se 

obtuvó una planta con los rasgos propios de una especie cultivada [1]. Fueron las mujeres 

quienes, luego de un continuo proceso de experiencias acumuladas sobre el uso y 

transformación de las plantas útiles, de aprender dónde encontrarlas y de experimentar 

cómo guardarlas, iniciaron los procesos de domesticación del maíz (Doebley, 2004). 

 

A partir de sus primeras domesticaciones, el maíz se esparció hacia el resto del 

continente (Figura 2), donde las comunidades continuaron cultivándolo creando 

diversidad, adaptándolo a sus propias necesidades ecológicas y culturales. Por eso, 

aunque la región mesoamericana es el centro de origen de este cultivo, hay varios centros 

de diversidad en todo el continente. 
 

 

 

 

 

 

 

 Figura 2. Distribución de las diferentes 

razas de maíz en el continente americano. 

Las áreas en color verde corresponden a las 

zonas en las que se ha colectado el 

germoplasma nativo. Los puntos negros son 

las zonas de producción de maíz en 

América Latina. (Modificado de Serratos et 

al., 1987)  

 

 

 

 

 

 

 

                                  

 [1] El Maíz. Catálogo Visual. Arqueología Mexicana. Edición Especial 38 
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En la actualidad, el maíz sigue siendo el cereal que se cultiva preferentemente en el 

continente Americano, sin embargo, a pesar de ser México el país con mayor riqueza en 

diversidad de maíz, es  Estados Unidos el país que más lo produce y exporta. En otras 

partes del mundo el arroz es la especie vegetal más cultivada, destacando China como el 

productor mayoritario de este cereal (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Estadísticas de la producción, importación y exportación de cereales totales, 

maíz y arroz (Datos obtenidos de la FAO, ONU, 2014-2015) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La semilla es un organismo vivo  y como tal, está sujeto a procesos degenerativos 

graduales que pueden culminar con su muerte. Actualmente es difícil aplicar una 

clasificación de acuerdo al ciclo de vida,  ya que, este parte de la necesidad de distinguir 

entre lotes de semillas con potenciales diferentes para producir plántulas normales, 

vigorosas y sanas, capaces de establecerse en el campo bajo una amplia gama de 

condiciones ambientales.  
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A pesar de que no hay una definición de vigor universalmente aceptada, existe un 

consenso general en el sentido de considerarlo como el factor más importante de la 

calidad fisiológica de la semilla (Perry, 1999). 

A nivel bioquímico, el vigor involucra la capacidad que tiene un organismo en la biosíntes 

de energía y compuestos metabólicos tales como proteínas, ácidos nucleicos, 

carbohidratos y lípidos, todo ello asociado con la actividad celular, la integridad de las 

membranas celulares y el transporte o utilización de sustancias de reserva. A nivel de 

germinación incluye rápidez, uniformidad e intensidad, así como la tolerancia de las 

plántulas a condiciones ambientales desfavorables. 

Por ello, la clasificación del maíz puede estar representada por la diversidad fenotípica 

que incluye el color del grano (rojo, blanco, morado, azul) ó por sus diferentes usos. 

Aunque la clasificación más común es en base al tipo de semilla (Cuevas, 2014): 

 Reventador: Consiste en un núcleo de almidón suave y un endospermo duro. La 

humedad  que queda atrapada dentro se expande para calentarse reventando la 

costra dura. Cultivado usualmente en Jalisco. 

 Duro: Es muy parecido al tipo de maíz que se mencionó anteriormente, pero es de 

un grano mucho más grande, es probablemente una derivación, generación y/o 

evolución del tipo de maíz reventador. Este tipo de cereal es propicio para zonas 

frías y cuando las condiciones de almacenamiento y germinación son pobres. 

Cultivado usualmente en Zacatecas. 

 Blando: En México se encuentra en estados como Sonora, Sinaloa y Nayarit. La 

selección de éste fue derivada de la cultura culinaria de la región, ya que es un 

maíz fácil de moler.  

 Dulce: La producción comercial de este maíz es poco apreciable (menos de 1%) 

aunque las mazorcas logran excelentes precios como vegetales procesados para 

las economías industrializadas, lo que se conoce como maíz enlatado. Se cultiva 

en Jalisco y el Bajío. 
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1.2.  Anatomía del  maíz 

  

La planta de maíz, a diferencia de otros cereales (sorgo, algunos tipos de Poa, etc), tiene 

sus estructuras femeninas y masculinas separadas, esta anatomía favorece la 

polinización cruzada, pero también es capaz de auto-polinizarse. Morfológicamente el 

maíz presenta un tallo central compuesto por nudos y entrenudos. De cada nudo surge 

una hoja que envuelve parcialmente el entrenudo y que continúa después de forma libre.  

En los nudos de la parte media del tallo se encuentran las inflorescencias femeninas, y en 

la parte final o ápice, la inflorescencia masculina o espiga que sólo produce polen. La 

planta está compuesta mayoritariamente por tejido foliar; las hojas forman una vaina larga 

arrollada íntimamente al tallo, del cual nacen 2 ó 3 espigas o mazorcas envueltas en 

espatas. Cuando el polen fecunda las inflorescencias femeninas se originan las mazorcas. 

En cada mazorca existen filas de granos, cuyo número puede variar de 8 a 30 y su color 

desde amarillo claro hasta verde pardo (Vincent, 2012). 

El maíz es una planta fanerógama del subtipo de las angiospermas monocotiledóneas, 

pertenece a la familia de las poáceas (gramíneas), es un integrante de la tribu Maydae, 

específicamente del género Zea y cuya especie Zea mays, está clasificada y dividida de la 

siguiente forma: 

Tabla 2. Clasificación taxonómica del maíz  
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La clasificación del género Zea ha cambiado con el tiempo. En un inicio los primeros 

ordenamientos emplearon aspectos morfológicos resultantes de la selección humana 

durante el proceso de domesticación (Mangelsdorf et al., 1964; Wilkes, 1967).  Este 

ordenamiento permitió la diferenciación de dos secciones: la sección Euchlaena y la 

clasificación incluía todos los teocintles en este grupo; y por la otra parte la sección Zea, 

la cual sólo incluía al maíz. Posteriormente Doebley e Iltis (1980), elaboraron una 

clasificación para Zea con base en estructuras morfológicas neutrales, aunque un 

elemento clave fue la descripción de las espiguillas en las dos especies, considerada 

como una estructura en la que el humano no interviene en su modificación. El resultado 

fue una nueva división que produjo dos secciones: Luxuriantes y Zea (Doebley e Iltis, 

1980; Doebley,  2004; Tabla 3). 

El maíz y sus parientes silvestres (teocintles) se clasifican dentro del género Zea y dentro 

de la familia de las Poáceae, la cual se compone de cerca de 700 géneros y 11,000 

especies, incluyendo importantes cultivos como trigo, arroz, avena, sorgo, cebada y caña 

de azúcar. 

Tabla 3. Nomenclatura usada en la clasificación del teocintle y el maíz 
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Aunque el maíz se considera inferior a otros cereales (ejemplo: cebada, avena, mijo, etc)  

en cuanto a sus propiedades nutrimentales, su grano es una excelente fuente de 

carbohidratos, debido a su alto contenido de almidones (80%), además, el 9% lo 

constituyen proteínas y pequeñas cantidades de aceites, minerales y elementos traza. La 

semilla de maíz, como muchas otras, posee un contenido bajo de agua 

(aproximadamente el 10%), lo que implica que posee un metabolismo muy reducido o 

prácticamente nulo (Bewley, 1994).  

Una semilla de maíz está constituida por tres estructuras básicas: embrión, endospermo y 

cubierta seminal o pericarpio.  El tejido que formará la planta adulta es el eje embrionario 

que forma parte del embrión. Este se compone por: la radícula (raíz rudimentaria),  la 

caliptra (tejido que recubre el meristemo radicular),  la coleorriza (tejido que cubre la 

caliptra, raíz primaria),  la plúmula (tejido que se convertirá en el tallo y las hojas de las 

plantas) y finalmente,  el coleoptilo, que en el eje embrionario es el sitio al que se une el 

cotiledón (Figura 3; Vincent, 2012).  

El escutelo ó cotiledón es la capa que mantiene en contacto al embrión con el 

endospermo, segrega enzimas que solubilizan las sustancias de reserva, las absorbe y 

las transporta al embrión. El endospermo es la capa que rodea al embrión y funciona 

como la reserva energética de la semilla debido a su alto contenido de carbohidratos. 

Finalmente se encuentra la cubierta seminal, que se considera una de las estructuras más 

importantes de la semilla, ya que de su composición y permeabilidad depende la 

interacción de la semilla con el medio ambiente y la conclusión de la germinación con 

éxito (Bidwell, 1979). 

 Las semillas son la unidad de reproducción de algunas plantas, cuya función es 

multiplicar y perpetuar la especie a la que pertenecen. Para  que  la  semilla  cumpla  con  

su  objetivo,  es  necesario  que  el  embrión  se  transforme  en  una  plántula  autótrofa,  

mediante  mecanismos  metabólicos  y  morfogenéticos,  conocidos  como  proceso  de 

germinación. 
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Figura 3. Morfología de la semilla de maíz. Panel derecho, estructuras principales de la semilla de maíz. 

Panel derecho,  plántula de maíz joven que muestra las primeras etapas en el desarrollo. (Modificada de 

Freeling y Walbot,  1994). 

 

1.3.  El maíz y la germinación 

La germinación según los agrónomos, inicia con la absorción de agua a la semilla, 

proceso llamado imbibición, seguida de la elongación de las células de los tejidos de las 

semillas y culmina con la protrusión de la radícula, mientras que desde el punto de vista 

de la fisiología vegetal, la germinación comprende únicamente hasta la elongación del eje 

embrionario, generalmente en el extremo radicular, lo que se hace visible cuando éste 

atraviesa la cubierta de la semilla, siendo la germinación un proceso preparativo para el 

posterior desarrollo y proliferación de las células en los tejidos que más adelante formarán 

la planta (Bewley y Black 1994). 

Este proceso está  influenciado  tanto  por  factores  internos  como externos. Dentro de 

los factores internos están la viabilidad del embrión, la cantidad y calidad del tejido de 

reserva y en algunas plantas los diferentes tipos de dormancia; algunos de los factores 

externos son: el grosor de la testa, la disponibilidad de agua, la temperatura y tipos de luz.  
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La germinación presenta tres fases: la fase inicial (I) se caracteriza por la entrada rápida 

de agua de manera física, produciendo rupturas en las membranas internas por el cambio 

estructural de los lípidos en las membranas y la salida de solutos al medio; pero al mismo 

tiempo se empiezan a reestructurar y reparar tanto las membranas como otros 

componentes, ADN, mitocondrias, ribosomas y se comienzan a sintetizar proteínas, a 

partir de ARNm preexistentes. En la fase II se observa una entrada mínima de agua a la 

semilla, durante esta fase disminuyen los procesos de reorganización celular y se 

incrementa el número de mitocondrias y las nuevas proteínas sintetizadas derivan de 

nuevos ARNm. La fase III coincide con una nueva entrada de agua relacionada con el 

aumento del tamaño que sufren las células de la radícula, en esta fase comienzan a 

movilizarse las reservas de las semillas, y en el caso particular de maíz, los carbohidratos 

en forma de almidón (Black et al., 2006). El comienzo de la duplicación de ADN (fase S 

del ciclo celular) se ubica entre las fases II y III (Bewley, 1994) y finalmente se observa la 

protrusión radicular.  

El estudio de la biología y fisiología de las semillas es de vital importancia para el hombre, 

ya que la mayoría de las especies cultivadas como los cereales son propagadas a partir 

de semillas sexuales (Russo et al., 2010). Por su importancia fisiológica la germinación es 

un sistema interesante para el estudio del ciclo celular en plantas, debido a que la entrada 

de agua reactiva a las células meristemáticas del eje embrionario que se encuentran en 

su mayoría en la fase G1 respecto al contenido de ADN (Vázquez-Ramos y Sánchez, 

2003). 

 Desde la perspectiva molecular,  la germinación puede definirse  como un “proceso que 

engloba desde el comienzo de la imbibición de la semilla, hasta el término de la primera 

ronda de divisiones celulares, siendo la división celular el resultado de la ejecución de un 

proceso molecular altamente controlado llamado ciclo celular” (Cruz-García et al., 1998). 
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1.4.  El Ciclo celular 

El ciclo celular es la base de la proliferación celular. Su función no es solamente originar 

dos nuevas células mediante la división de una célula progenitora, sino asegurar que el 

proceso se realice en forma regulada para la correcta formación de sistemas celulares 

complejos. 

 

Antes de que pueda llevarse a cabo el proceso de división, para formar dos nuevas 

células, durante la mitosis, la célula debe duplicar su ADN cromosómico, incrementar la 

cantidad de histonas y otras proteínas asociadas al ADN; multiplicar el número de 

organelos a repartir entre las dos células hijas y ensamblar la maquinaria proteica 

requerida para que se puedan separar los cromosomas durante la mitosis y culminar con 

la citocinesis. Estos procesos preparatorios ocurren durante la interfase, la que se divide 

en tres diferentes etapas metabólicas, las fases G1, S y G2 (Alberts et al., 2002). 

 

La fase G1 es un período de intensa actividad bioquímica. La célula incrementa 

notablemente su actividad metabólica, sus organelos comienzan a duplicarse, así como 

otras moléculas y estructuras citoplasmáticas; en consecuencia, la célula aumenta en 

tamaño. La replicación del ADN comienza cuando la célula adquiere el tamaño, la energía 

y todas las proteínas necesarias. La duplicación del ADN ocurre durante la fase S 

(síntesis) del ciclo celular, momentos después de que las histonas y demás proteínas 

asociadas a la replicación del ADN fueron sintetizadas (ADN polimerasas, primasas, 

ligasas, topoisomerasas y muchas otras) (Alberts et al., 2002). 

 

Durante la fase G2 ocurre la preparación para la mitosis; todos los organelos y la 

maquinaria necesaria para la división de las dos células hijas idénticas se terminan de 

adquirir en esta etapa. La cromatina, recién duplicada, comienza a  condensarse; 

además, la célula realiza una revisión completa del ADN duplicado anteriormente.  

 

Durante la mitosis, la membrana nuclear se desensambla, el citoesqueleto se reorganiza y 

los cromosomas se mueven a los polos opuestos. La segregación cromosómica es 

seguida usualmente por la división celular (citocinesis). La mitosis (Fase M) está dividida 

en cuatro etapas: profase, metafase, anafase y telofase, las cuales tienen como función 

promover y regular la repartición equitativa del material genético (Alberts et al., 2002).  
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La ruptura de la envoltura nuclear marca el inicio de la profase. Cada cromosoma está 

formado por dos cromátidas conectadas por el centrómero, durante la metafase los 

cromosomas se mueven mediante el huso mitótico y finalmente se colocan en el plano 

ecuatorial de la célula. En la anafase, las cromátidas hermanas se separan y son 

conducidas a los polos opuestos en la célula, proceso mediado por el acortamiento del 

huso mitótico y la acción de múltiples proteínas. Al iniciarse la telofase, los cromosomas 

alcanzan los polos opuestos y el huso comienza a dispersarse en dímeros de tubulina; 

finalmente se re-ensambla la envoltura nuclear alrededor de los conjuntos de 

cromosomas y las células pueden volver a entrar a una fase G1 (Alberts et al., 2002). 

 

Durante la progresión del ciclo celular existen 3 puntos principales de control: 1) en la 

transición G1/S, la célula registra que su entorno sea favorable para comenzar a duplicar 

el ADN; si las condiciones no son óptimas, las células en G1 pueden detener la 

progresión del ciclo y entrar en un estado latente, llamado G0, donde pueden permanecer 

durante días, semanas o años antes de volver a proliferar o en ocasiones prosiguen un 

proceso de diferenciación; 2) en la transición G2/M la célula detecta que la síntesis de 

ADN ha concluido correctamente y que no se han acumulado daños en la molécula recién 

sintetizada, y 3) en la transición metafase-anafase, dentro de la fase M, la célula verifica 

que todos los cromosomas estén unidos correctamente a los microtúbulos del huso 

mitótico y estén alineados en el plano de metafase antes de la separación de las 

cromátidas hermanas en la anafase. Durante la mitosis la célula se divide y, 

posteriormente, cada una de las células hijas comienza un nuevo ciclo (Figura 4;  Klug y 

Cummings, 1999).  
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Figura 4. Representación gráfica del ciclo celular, indicando cada una de sus fases y puntos de control 

(Modificada de Klug y Cummings, 1999). 

 

El ciclo celular es determinante para el crecimiento y desarrollo de los organismos 

multicelulares, incluyendo las plantas (Dewitte et al., 2003). Este proceso altamente 

ordenado determina la separación entre la culminación de la germinación y el comienzo 

de la formación de una plántula y su posterior desarrollo,  dirigido a la creación de todas 

aquellas estructuras requeridas para la generación de un organismo completo, por lo que 

la proliferación debe coordinarse de manera exacta y continua con la diferenciación 

celular. 

 

 Ya que nuestro grupo de trabajo esta enfocado en estudiar el ciclo celular durante la 

germinación de maíz, hemos adoptado una definición de la germinación distinta a las 

anteriores basada en procesos bioquímicos, moleculares y celulares. Por lo tanto, el 

término de la germinación es precisamente la culminación de la primera ronda de 

divisiones celulares exitosas.  
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1.5.  Proteínas esenciales para el avance controlado del  ciclo 

celular 

 

La maquinaria básica encargada del progreso y regulación del ciclo celular está 

constituida, en todos los organismos eucariotes, por Cinasas Dependientes de Ciclina 

(CDKs, por sus siglas en inglés) que, junto con diferentes ciclinas (Cyc), forman complejos 

CDK-Cyc encargados de fosforilar una gran variedad de sustratos en los puntos de control 

G1/S, G2/M y Metafase-Anafase (Pines, 1995; Huntley, 1999). Esto resulta en la 

progresión ordenada de la  replicación del ADN y la mitosis. La subunidad catalítica CDK 

es la encargada del reconocimiento del motivo blanco de fosforilación presente en la 

proteína sustrato, mientras que la subunidad reguladora Cyc tiene, entre otras, la función 

de discriminar a distintas proteínas como sustratos (Jackman et al., 2003; Inzé et al., 

2006).  

 

A pesar de que los mecanismos básicos para la regulación del ciclo celular están 

conservados en eucariontes, las células vegetales  tienen algunas  diferencias en la 

maquinaria los mecanismos de control y en la cantidad de proteínas involucradas, que 

son relevantes de estudiar. 

 

Los estudios sobre ciclo celular en plantas se han enfocado fundamentalmente en 

especies dicotiledóneas, principalmente Arabidopsis thaliana. Se conoce muy poco sobre 

la regulación del ciclo celular en monocotiledóneas, aunque el trabajo en arroz y maíz se 

ha enriquecido desde la publicación de la secuencia de sus genomas. Lo anterior indica 

que, en comparación con algunas especies de levadura y con el humano, para las células 

vegetales parece ser muy importante mantener y acumular una gran cantidad de genes y 

proteínas que aseguren una división celular exitosa (Wang et al., 2004). La tabla 4 

muestra las diferencias cualitativas y cuantitativas entre organismos modelo (levaduras, 

humano y plantas) de los genes que controlan el ciclo celular y que sugieren 

características únicas en el ciclo celular de plantas. 

 

Por ejemplo, en el genoma de Arabidopsis se han identificado más de 90 genes que 

regulan la progresión del ciclo celular, los cuales pertenecen a siete familias génicas: 

CDK, Cyc, CKS, KRP, E2F/DP, RB, PCNA y Wee, siendo las familias de CDKs y ciclinas 
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las que contienen un mayor número de genes (Vandepoele et al., 2002; Wang et al., 

2004; Torres-Acosta et al., 2004; Menges et al., 2005). 

 

Tabla 4. Familia de genes básicos de ciclo celular en levaduras, humanos y algunas 

especies  de plantas. 

 

 
CDK: cinasas dependientes de ciclina, Cyc, ciclinas, Rb: proteína del Retinoblastoma, E2F/DP: factor 

transcripcional, ICKs/KRPs: proteínas relacionadas a las familias Kip/Cip (proteínas inhibidoras), 

PCNA: Antígeno Nuclear de Proliferación Celular. NH, no hay, * podría considerarse Sic 1. 

 

 

1.5.1. Ciclinas (Cyc) 

 

Las ciclinas, como su nombre lo indica, son proteínas que fluctúan a lo largo del ciclo 

celular y regulan la activación y direccionamiento de las CDKs hacia sus sustratos 

específicos (Jackman  et al., 2003). La actividad cinasa de las CDKs depende de la unión 

a las ciclinas y al igual que en los animales, las plantas tienen varios tipos de ciclinas, por 

lo que se forman distintos complejos involucrados en las transiciones de las diferentes 

fases del ciclo celular (Stals et al., 2001; Oakenfull et al., 2002).  
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Por su cercanía filogenética con genes ortólogos de otras especies, las ciclinas de 

Arabidopsis se han clasificado en los tipos A, B, C, D, H, L, T, P, SDS y J18  (Wang et al., 

2004; Menges et al., 2005). Así mismo, en el genoma de arroz se han identificado 90 

genes pertenecientes a dichas familias génicas, que podrían estar involucrados en el 

control de su ciclo celular (La et al., 2006; Guo et al., 2007).  

Ciclinas D  
 

Las ciclinas D de plantas están conservadas en sus secuencias proteicas (Oakenfull et al., 

2002; Anexo 1), su expresión está asociada a la proliferación celular y responden 

fuertemente a señales mitogénicas (sacarosa, hormonas, diferentes tipos de estreses, 

condiciones de luz,  etc) (Riou-Khamlichi et al., 2000; Menges et al., 2002; Oakenfull et al., 

2002; Menges et al., 2005). Al igual que otros eucariontes las ciclinas D de plantas 

muestra una misma organización estructural típica, con una región conservada llamada 

centro de ciclina, la cual consiste en dos dominios denominados amino (N) y carboxilo (C) 

termial (Wang et al., 2004). Otra característica de estas ciclinas es la presencia del motivo 

LxCxE (x es cualquier aminoácido) de unión a la proteína RB, el cual se encuentra 

cercano al extremo N terminal y está presente en casi todas las secuencias de las ciclinas 

tipo D, este motivo es determinante para la transición G1/S. 

 

 

Las ciclinas D y su función en la transición G1/S 
 

La transición G1/S es uno de los principales puntos de control en el ciclo celular. Se ha 

sugerido que si la célula supera dicho punto, podría comprometerse a iniciar la replicación 

del ADN y es probable que se supere el punto de control de entrada a la mitosis una vez 

que se ha completado correctamente la fase S.  Estos puntos de control en G1/S,  G2/M y 

de metafase-anafase dependen de la actividad de las cinasas dependientes de ciclinas y 

de su correspondiente ciclina. 

 

Las ciclinas tipo D tienen una función especial en el control de la reentrada al ciclo celular 

al responder a señales mitogénicas y de crecimiento externas y acoplarlas a las señales 

de proliferación (Inzé et al., 2006). En animales, las ciclinas tipo D forman complejos con 

actividad de cinasa con CDK4 y CDK6, los cuales fosforilan a la proteína RB e inactivan 

su función de supresor sobre el factor de transcripción E2F, cuya acción es esencial para 
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el compromiso de la progresión de G1 hacia S (Harbour et al., 2000). Las señales 

mitogénicas regulan, a nivel transcripcional y traduccional, a los complejos CDK-CycD y 

controlan la estabilidad de las proteínas y el ensamblaje e importe de los complejos hacia 

el núcleo (Sherr et al., 2004).  Subsecuentemente, los complejos activos de CDK-CycD 

promueven la progresión de la fase G1 a S para iniciar la proliferación celular. 

 

En Arabidopsis,  las ciclinas del tipo D como CycD2;1 y CyCD3;1 interactúan con una 

CDK tipo A, CDKA1,  in vivo  (Boniotti et al., 2001).  Además, el complejo CDKA/CycD3 de 

tabaco (Nicotiana tabacum), purificado a partir de células de insectos, es capaz de 

fosforilar in vitro a su proteína prototípica blanco, la proteína RBR (Relacionada a la 

proteína del Retinoblastoma en plantas) (Nakagami et al., 1999). Estos resultados 

inicialmente mostraron la conservación que existe en los mecanismos de regulación de la 

transición G1/S entre los animales y las plantas, dado que la proteína RB en animales es 

un factor de control de la progresión del ciclo celular, el cual es fosforilado e inhibido por 

complejos de ciclinas tipo D asociadas a CDKs para permitir la progresión hacia la fase S.  

 

Las ciclinas D de plantas, aunque muestran una baja similitud en su secuencia proteica 

cuando se comparan con las de animales, participan y controlan  de manera similar a la 

proteína RBR y los factores de transcripción E2F/DP (Grafi et al., 1996; Xie et al., 1996; 

Ramírez-Parra et al., 1999). 

 

 En células arrestadas en G1, el factor E2F/DP está unido a la proteína RBR, la cual 

recluta desacetilasas de histonas las que, al promover la compactación de la cromatina, 

impiden la expresión génica. Cuando RBR es fosforilada por los complejos CycD-CDK se 

libera el complejo E2F/DP, que funciona como activador transcripcional permitiendo la 

expresión de genes requeridos para la transición de la fase G1 a S, como son, PCNA, 

ciclinas tipo A y B, MCM, proteínas inhibidoras, etc (Dyson 1998; Sekine et al., 2007; 

Uemukai  et al., 2005; Figura 5). 
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Figura 5. Modelo general de la regulación en la transición G1-S de ciclo celular en eucariontes. (Modificado 

de Oakenfull et al., 2002)    

Las secuencias de aminoácidos de las ciclinas tipo D de plantas, al igual que las de otros 

eucariotes, muestran una misma organización estructural típica (Figura 6), con una región 

conservada de 250 aminoácidos (centro de ciclina), compuesta  de dos dominios amino 

(N) terminal y carboxilo (C) terminal (Nugent et al., 1991; Wang et al., 2004; Menges et al., 

2005; La et al., 2006).  El dominio N tiene una longitud aproximada de 130 aminoácidos y 

dentro de esta región se encuentra una secuencia conservada de ocho aminoácidos 

llamada caja de ciclina, que sirve como sitio de unión a CDK.  El dominio C-terminal está 

presente en la mayoría de las ciclinas, lo que sugiere que provee una función específica o 

adicional, pero quizá no crítica. Otra característica de las ciclinas tipo D es la presencia 

del motivo LxCxE, que media la unión a la proteína RBR, y que se encuentra cercano al 

extremo N, y está presente en virtualmente todas las secuencias de ciclinas tipo D. 

adicionalmenta, algunas ciclinas tipo D de plantas también poseen cajas PEST que regula 

su degradación mediante el mecanismo de ubiquitinación-proteasoma (Capron et al., 

2003). 
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Figura 6. Representación esquemática de los dominios característicos de ciclinas. Dominio ciclina-N-terminal, dominio 

ciclina-C-terminal, caja ciclina, motivo LxCxE. Escala en número de aminoácidos. (Modificado de Bravo-Alberto y 

Buendía-Monreal, 2008). 

 

Mientras que en el genoma humano sólo existen 3 genes que codifican ciclinas tipo D, 

esta familia génica se ha diversificado en plantas. Las ciclinas tipo D de plantas se han 

clasificado en 7 grupos (D1-D7) de acuerdo a análisis filogenéticos realizados con 

miembros de esta familia génica presentes en varias especies de plantas. El genoma de 

Arabidopsis contiene 10 genes y el de arroz contiene 14 genes que codifican ciclinas tipo 

D, teniendo al menos un gen dentro de cada uno de los 7 grupos (Wang et al., 2004; La et 

al., 2006). 

 

Ciclinas A y B 

 

Los genes de las ciclinas A y B han sido aisladas de algunas especies vegetales usando 

estrategias como la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) y se ha encontrado que 

estas dos clases de ciclinas tienen su caja de ciclina conservada y los niveles de las 

ciclinas de tipo A, como las ciclinas de tipo B, están estrechamente controlada por 

proteolisis dependiente del ciclo celular (Vodermaier, 2004). 

 

 Las ciclinas A se dividen en tres subclases diferentes: CycA1, CycA2,y CycA3 (Imai et al., 

2006).  Arabidopsis codifica para  10 genes  de ciclinas de tipo A  y arroz codifica 7 genes. 

El análisis de expresión en varios modelos indicó que las ciclinas de tipo A se expresan 

antes de ciclinas de tipo B en el ciclo celular en  las plantas, comenzando su  aparición en 

fase S (Vandepoele et al., 2002; Magnard et al., 2001).  
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En las células BY2 de tabaco, la expresión de dos Ciclinas  tipo A3 son reguladas en la 

transición G1 / S, mientras que un gen que pertenece a las tipo A1 aparecen durante  la 

fase S. Estos datos sugirieron que los miembros de las diferentes subclases tener 

diferentes funciones biológicas (Yoshizumi et al., 2006).  

 

La inducción localizada de la CycA3; 2 estimula la división celular en los primordios y 

órganos jóvenes en tabaco, lo que sugiere que en ciertas circunstancias la actividad de 

las CycAs puede ser limitante de la velocidad para la división celular. 

 

Un estudio detallado de la cinética de expresión de las ciclinas de tipo A2 en  cultivos de 

células en suspensión  parcialmente sincronizados revelaron que los transcritos de esta 

ciclina se aumentan durante G2 y disminuyen en mitosis, sin embargo la actividad de 

cinasa asociada a esta ciclina tuvo dos fases, una aumento a la mitad de la fase S y otro 

en G2/M. Aunque, curiosamente, CycA2 es  capaz de interactuar con la proteína del  

retinoblastoma de maíz en experimentos  de dos híbridos actualmente el papel del 

complejo CycA-CDK en la transición G1 / S no se puede excluir, pero no se sabe con 

ciencia cierta la función biológica de esta actividad (Wang et al., 2004). 

 

La localización subcelular de CycAS durante el ciclo celular está empezando a elucidarse, 

durante la fase S la GFP-CycA3;1  de Arabidopsis se localizó en el núcleo y nucléolo, 

mientras que la de maíz se localiza en el nucleo hasta la profase y se une a el huso 

mitótica (Yu et al., 2003)   

 

Además de sus diferencias en secuencia, las ciclinas de tipo B se distinguen de 

ciclinas de tipo A por su patrón de expresión, estas se expresan más tarde en el ciclo 

celular. 

 

Las ciclinas de tipo B identificadas se dividen en  dos subclases, CycB1 y 

CycB2 (105), pero recientemente la presencia de un gen de ciclina de tipo B en el 

Arabidopsis podría pertenecer a una tercera subclase la CycB3 (Doerner et al., 1996). 

 

En cultivos celulares sincronizados de plantas, los transcritos de las ciclinas B están 

ausentes en G1 del ciclo celular, es hasta la fase S donde se comienzan a acumular y se 

alcanza un máximo de expresión en G2/M y declina  de manera progresiva durante la 
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mitosis.  Mutaciones de las CycB de tabaco provoca la detención del ciclo celular en G2, 

por lo que se le ha vinculado una importante participación en las últimas fases del ciclo 

celular, considerándolas como ciclinas de G2 y son las que participan directamente en la 

regulación del proceso mitótico (Hemerly et al., 1992).  

 

Como se mencionó anteriormente, los niveles de las ciclinas de tipo B se regulan no sólo 

por control transcripcional, sino también por proteólisis; la destrucción CycB por el 

Complejo Promotor de la Anafase (APC), marca la transición de la metafase a la anafase 

en mamíferos, y posiblemente este mecanismo este consevado en plantas (Vodermaier et 

al., 2004). 

 

La función conjunta de estos dos tipos de ciclinas, determinan la progresión del ciclo 

celular en la fase G2, la transición G2/M y en mitosis,  permitiéndole a la célula la salida 

exitosa del ciclo celular y a su vez la entrada correcta a la fase G1, esta regulación esta 

determinada por la asociación con CDKs que participan en estas fases mediante la 

fosforilación de sustratos blanco que pueden incluir proteínas de huso mitótico, proteínas 

de unión a cromosomas, otros complejos de ciclinas-cinasas, etc (Weingartner et al., 

2004). 

 

Aunque aún no se ha determinado la función de todas las ciclinas presentes en plantas, 

algunas de ellas tienen funciones independientes del ciclo celular, la Tabla 5 muestra 

algunas de las características y funciones de las ciclinas presentes en plantas. 
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Tabla 5. Características y funciones de las ciclinas de plantas 

 

 
 

 

 1.5.2. Cinasas dependientes de ciclinas (CDKs)  

Las cinasas dependientes de ciclinas de plantas estan clasificadas en siete grandes 

grupos (CDKA-F) de acuerdo a la conservación del motivo de unión a ciclinas 

(Vandepoele et al., 2002).  La CDK tipo A de plantas es homóloga a cdc2 de mamíferos, 

ya que conserva la secuencia aminoacídica PSTAIRE (Prolina, Serina, Treonina, Alanina, 

Isoleucina, Arginina y Ácido glutámico) en el motivo de unión a ciclina. En este grupo de 

CDKs, el transcrito y los niveles de proteína no muestran una expresión preferencial en 

alguna fase del ciclo celular y además son detectadas, aunque en bajos niveles, en tejidos 

diferenciados.  Estos resultados sugieren una función dual de las CDKs tipo A en plantas, 

actuando tanto en la progresión a S como en el paso a M (Ferreira et al., 1991),  por lo 

que estarían involucradas en la proliferación celular y en el mantenimiento de una 

adecuada división celular en tejidos diferenciados durante el desarrollo de la planta. 
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La CDKA puede unirse a las ciclinas tipo D y fosforilar a la proteína RBR para permitir la 

transición de G1 a S y regular el ciclo celular, sin embargo, sus funciones podrían no ser 

exclusivas en el ciclo celular ya que CDKA puede regular el crecimiento del tomate, 

modificando la placenta y el tamaño celular del fruto (Czerednik  et al.,2015), además de 

que en Physcomitrella apoya la reprogramación de la diferenciación celular (Ishikawa et 

al., 2011).    

Las CDKs tipo B poseen un motivo de unión a ciclina diferente, PPTALRE o PPTTLRE, 

por lo que se han dividido en dos subgrupos, CDKB1 y CDKB2; su actividad es 

dependiente del ciclo celular y actúan en la transición G2/M (Mironov et al., 1999).  Este 

tipo de CDKs es único de plantas, lo que sugiere que podrían estar realizando una función 

regulatoria particular dentro del ciclo celular vegetal. 

 Estudios anteriores han mostrado que las CDKs tipo B son capaces de unirse a las 

ciclinas tipo A ó B.  No obstante, se ha encontrado interacción de ciclinas tipo D con 

CDKB en Arabidopsis thaliana (Kono et al., 2003); particularmente se ha demostrado 

interacción activa entre la ciclina D4;1 y CDKB2;1 in vitro,  lo que parece ocurrir de 

manera tejido-específica o localización sub-celular específica. Otros estudios han 

mostrado asociación de ciclina D3;1 y CDKB1;1 de Nicotiana tabacum, con actividad de 

cinasa, en purificados de células de insectos (Kawamura et al., 2006). 

Las otras CDKs (C, D, E y F) han sido poco caracterizadas y su función en el ciclo celular 

aún no es muy clara. La CDKC co-localiza con los factores encargados del splicing 

alternativo y la co-localización depende del estado transcripcional y la actividad de esta 

cinasa. En las plantas el complejo ciclina T-CDKC sugiere una función parecida a la del 

complejo ciclina T-CDK9 en animales, siendo este complejo un regulador positivo de la 

transcripción del factor de elongación b (Kobor et al., 2002; Barroco et al., 2003).  

Las CDKs tipos D y F de plantas son homólogas a las cinasas que tienen como función 

activar a otras CDKs (CAKs); tienen una secuencia NFTALRE en su dominio de unión a 

ciclinas y presentan similitud con CDK7 de humanos.  Las proteínas ortólogas en arroz 

son capaces de fosforilar a la CDKA de arroz, a CDK2 de humanos y al dominio C-

terminal de la subunidad grande de la RNA polimerasa II de A. thaliana (Shimotohno et 

al., 2006; Sekine et al., 2007).  Finalmente, las cinasas tipo E, que poseen la secuencia 

SPTAIRE, presentan una señal débil constitutiva durante la sincronización del ciclo 

celular. 
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Tabla 6. Características  y funciones de las Cinasas Dependientes de Ciclinas en plantas 

 

 

Así, la gran cantidad de proteínas CDKs y ciclinas se asocian para formar diferentes 

complejos a lo largo del ciclo celular, esta unión  permite la activación de la subunidad 

catalítica y la fosforilación de los blancos específicos en cada uno de los puntos de 

control,  para asegurar la continuidad, progresión e irreversibilidad de cada fase y 

asegurar la proliferación celular y el establecimiento de sistemas celulares completos 

(Figura 7).  
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Figura 7. Formación de complejos ciclinas-CDKs durante el ciclo celular de plantas (Modificado de De Veylder 

et al., 2007). 

 

1.6. Mecanismos generales del control del ciclo celular 

 

El ciclo celular eucariótico está regulada en múltiples puntos, pero la totalidad o la 

mayoría de estos implican la activación de las CDKs, esto implica no solo la formación de 

diferentes complejos ciclinas-CDKs, sino también intervienen  mecanismos de regulación 

de la actividad de cinasa del complejo. 

 

En mamíferos, la CDK en forma monomérica carece de actividad, es hasta que se forma 

un complejo con la subunidad regulatoria ciclina (Cyc) y la activación del complejo por 

fosforilaciones que la CDK ejerce función sobre un sustrato y controla la transición entre 

una fase y otra dentro del ciclo celular.  

 

Por tanto, su actividad puede ser regulada por la abundancia de los componentes de CDK 

o ciclina a través de su controlada transcripción, traducción, localización intracelular, la 

destrucción regulada de la ciclina, o por la regulación positiva por fosforilación de la CDK  

mediada por otra cinasa denominada CAK (por sus siglas en inglés: Cinasa activadora de 

otras Cinasa). Además, la actividad puede ser inhibida por fosforilación 
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por la cinasa Wee1 o la unión de inhibidor de proteínas y en algunos casos la unión a 

otras proteínas como la subunidad de la CDK (CKS: proteínas de andamiaje) que permite 

la interacción con sus sustratos o la presentación del complejo a las ubiquitina ligasas 

para su degradación (Sorrell et al., 2002) 

 

 

Figura 8. Mecanismos de regulación de la actividad de CDK en mamíferos. ⊥ representa eventos inhibitorios, 

→ representa eventos activadores (Modificado de Xiong et al., 1992; Bates et al., 1994). 

 

1.6.1.  Regulación por síntesis y degradación de ciclinas. 

 

Las ciclinas no solamente activan a las CDKs al cambiar la conformación de sus sitios 

catalíticos, también contribuyen a la selección de sustratos específicos  y  regulación de la 

estabilidad del complejo (Wang et al., 2004).  La actividad de cinasa en el complejo 

ciclina-CDK es regulada  por la degradación controlada de su respectiva subunidad de 

ciclina en determinados tiempos del ciclo celular (Murray, 2004). De esta manera, el 

avance del ciclo celular está regido por la síntesis y destrucción regulada de las ciclinas 

(Inze et al., 2007). 
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En la célula eucariota existen dos vías importantes de degradación de proteínas: la ruta 

vacuolar y la ruta citoplásmica. La ruta vacuolar es usada para la mayoría de las proteínas 

de larga vida media (24-72 horas, promedio) donde éstas son probablemente reconocidas 

y degradadas por el  lisosoma. 

 La ruta citoplásmica es fundamental para aquellas proteínas citosólicas con un recambio 

elevado (esto es, con una vida media corta: entre 10 y 720 minutos), que suelen ser 

degradadas en el citosol por alguno de los sistemas proteolíticos existentes, como es el 

sistema ubiquitina-proteasoma (Planchis et al., 2004).  

En cuanto a la proteólisis, las ciclinas se pueden dividir en dos clases; aquellas que son 

inestables pero su recambio síntesis-degradación mantiene los niveles constitutivos de 

dichas proteínas a través del ciclo celular y cuyo nivel es determinado por la velocidad de 

su transcripción; y las que son inestables y se degradan en fases específicas del ciclo 

celular y que vuelven a acumularse en otro ciclo celular  (Pines, 1995), en general, estas 

proteínas tienen un alto número de recambio y vida media corta, ya que algunas poseen 

una caja de destrucción y/o un motivo denominado PEST (Prolina, Ácido Glutámico, 

Serina y Treonina) que las marca para ser degradadas por el proteasoma 26S (complejo 

multiproteico nuclear y citoplásmico cuya función es la degradación específica de 

proteínas marcadas; Peters et al., 1994) y por lo tanto les confiere inestabilidad 

(Weingartner et al., 2003). 

La degradación de ciclinas de G1 en algunos organismos es determinante para la 

regulación del ciclo celular, por ejemplo, las ciclinas de levadura (llamadas Cln) y las 

ciclinas D y E de mamíferos son proteínas inestables.  La vida media de estas proteínas 

es corta  y  se explica por la existencia de secuencias PEST, su marcado con poli-

ubiquitina-ligasas y su final destrucción vía proteasoma (Marrocco et al., 2009). 

Ensayos usando Cln2 y Cln3 a las que se les ha eliminado la secuencia PEST, han 

demostrado que el paso por el punto de control antes de S  en la levadura se acelera 

(Cross 1988). Del mismo modo, la sobreexpresión de cualquiera de las ciclinas tipo D o E 

acorta moderadamente la fase G1 en células de mamíferos.  

Sin embargo, las ciclinas de la fase G2 (Clbs en la levadura  y las ciclinas A y B en 

eucariotes superiores) son destruidas específicamente en la mitosis. En levaduras esta 

propiedad es conferida por una caja conservada denominada “caja de destrucción” en el 



P á g i n a  | 28 

 

 

amino-terminal de las proteínas (Glotzer et al., 1991). Sin embargo, en mamíferos la caja 

de destrucción no es suficiente para  llevarla a degradación,  para ello,  tanto la ciclina A, 

a la B2 y en algunas circunstancias la ciclina B1, tienen que unirse a su CDK para poder 

degradarse por otras proteínas en unión con la cinasa (Pérez-Pérez et al., 2008; 

Weingartner et al., 2003). 

La degradación específica de algunas ciclinas está relacionada con la presencia del 

complejo del proteasoma y de la unión a las proteinas-ligasas específicas que aparecen o 

se activan en  determinados tiempos del ciclo celular, sugiriendo una función tiempo-

específica (Amon et al., 1996). 

La vía ubiquitin-proteasoma ha sido descrita como un importante factor en el proceso de 

desarrollo de plantas (Capron et al., 2003) y para la estabilidad de los reguladores del 

ciclo celular, tal como las ciclinas B, las cuales se degradan por este proceso (Genschick 

et al., 1998, Weingartner et al., 2003). Además, se sabe que las ciclinas D3; 1 y D2; 1 en 

Arabidopsis tienen en su secuencia el motivo PEST, lo que sugiere una degradación por 

proteosoma.  En maíz, el uso de inhibidores de proteasoma como el MG-132, demostró 

que las ciclinas B y D2; 2, tienen vida media corta en ensayos in vitro con extractos de 

endospermo y también se degradan por esta vía (Dante et al., 2013). 

 

1.6.2.  Regulación por fosforilación y desfosforilación de sitios específicos 

 

Estudios en otros organismos han demostrado que las vías de señalización que regulan la 

progresión del ciclo celular convergen en el control de la actividad de las CDKs. La 

actividad de cinasa no solo es controlada por la asociación con la ciclina, existen 

proteínas que se  asocian a la CDK o al complejo ciclina-CDK que pueden modificar su 

actividad,  pero no es suficiente con inhibir a las proteínas que modifican dicha actividad 

para que el complejo ciclina-CDK se encuentre completamente activo. 

La actividad de las CDKs de mamíferos es regulada de manera compleja, las 

modificaciones post-traduccionales basadas en fosforilaciones y desfosforilaciones por 

cinasas/fosfatasas específicas culminan en la  correcta activación del complejo. La 

fosforilación de los residuos treonina 14 (T14) y tirosina (T15) por la cinasa Wee1 
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interfiere con la correcta unión de ATP al sitio catalítico de la cinasa (denominado lazo T o 

loop T) y, por lo tanto, inhibe la actividad de las CDKs sobre el sustrato (Nigg, 1996). 

Estas fosforilaciones inhibitorias son eliminadas por la acción de la fosfatasa Cdc25 (Woo 

et al., 2001). En mamíferos existen tres fosfatasas Cdc25, codificadas por tres genes 

relacionados, Cdc25A, Cdc25B y Cdc25C. Cdc25A regula las transiciones G1/S y G2/M, 

activando al complejo ciclina E-CDK2, mientras que Cdc25B y Cdc25C controlan la 

transición G2/M, activando el complejo ciclina B-CDK1 (Ciemerych y Sicinski, 2005). 

La activación de las CDKs no solo requiere la desfosforilación de los residuos T14 y Y15,  

sino también la fosforilación de la CDK en una treonina (T160/T161) cercana a la región 

del lazo T, por parte de una cinasa activadora de CDKs o CAK (Huntley y Murray, 1999). 

Se ha determinado recientemente que la CAK, para al menos, CDK1, CDK2 y CDK4, es 

en sí misma un complejo ciclina-CDK.  Esta enzima, compuesta por la ciclina H, la cinasa 

CDK7 y una proteína de ensamblaje llamada Mat1, activan al complejo ciclina/CDK por 

fosforilación en el residuo T161 en la CDK1 de mamíferos (Ciemerych y Sicinski, 2005). 

La fosforilación de la treonina en esta posición aumenta la actividad de la CDK muchas 

veces más que cuando este residuo permanece sin fosforilar. 

Los mecanismos moleculares que regulan el ciclo celular en especies vegetales no se han 

caracterizado completamente y cada especie presenta características específicas. Sin 

embargo, el análisis de alineamientos en las secuencias aminoacídicas de las cinasas 

involucradas en la progresión del ciclo celular en plantas (cinasas tipo A y B), indica que 

estas  proteínas tienen conservados los residuos de fosforilación regulatorios descritos en 

animales.  

El ciclo celular comienza cuando las señales extracelulares (azúcares, hormonas, factores 

de crecimiento, etc.) activan la transcripción de genes de ciclinas D durante la fase G1 

temprana y al acumularse la proteína se forman complejos CycD/CDK. Estos complejos 

proteicos son regulados negativamente por las proteínas inhibidoras y una vez que son 

liberados de esta represión (Wang et al., 2004), se activan por fosforilación en la treonina 

160 de la CDK.  En plantas, hay  dos clases de CAK (Cinasa activadora de otras 

Cinasas): CDKD y CDKF (Umeda et al., 2005). La clase CDKD está  estructuralmente 

relacionada con la CAK de mamíferos (CDK7) y en complejo con la ciclina H, esta cinasa 

fosforila la CTD de la subunidad mayor de la RNA polimerasa II (Serizawa et al., 1995; 

Shiekhattar et al., 1995).  
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En Arabidopsis thaliana, hay tres genes de CDKD: CDKD; 1, CDKD; 2, y CDKD; 3 que 

originalmente fueron llamados CAK3At, CAK4At  y CAK2At  respectivamente.  CDKD; 2 y 

CDKD; 3 fosforilan a la CDK2 de humano y al CTD de la RNA polimerasa de Arabidopsis  

in vitro (Shimotohno et al., 2003). Sin embargo, la actividad de cinasa de la CDKD;3 sobre 

CDK2 es mayor que la actividad de la CDKD;2, y al contrario,  la actividad de la CDKD;2 

es mayor que la de la CDKD;3 sobre el CTD de Arabidopsis.  Este resultado sugiere que 

múltiples CAK regulan diferencialmente  el ciclo celular y la transcripción (Shimotohno et 

al., 2003). La actividad de cinasa de CDKD; 1 no se pudo detectar  usando como sustrato 

tanto a la CDK2 como al CTD in vitro (Shimotohno et al., 2004, Sekine et al., 2007).      

La CDKF (originalmente llamada AtCAK1) es específica de las plantas,  funciona como 

otra CAK, y es codificada por un único gen en Arabidopsis (Shimotohno et al., 2004,; 

Umeda et al., 1998). La CDKF;1 puede fosforilar a la CDK2 de humano in vitro y a la 

CDKA en protoplastos de raíz de Arabidopsis (Shimotohno et al., 2006; Sekine et al., 

2007).  Además, CDKF;1 también fosforila a  CDKD;2 y CDKD;3, activando los complejos 

y  de este modo la actividad de cinasa de la CDKD;2 sobre el CTD (Shimotohno et al., 

2004). Estos resultados sugieren que hay una cascada de actividad cinasa que  es 

mediada por múltiples CAK que coordinadamente regulan la transcripción basal y la 

progresión del ciclo celular durante el desarrollo de la planta (Umeda et al., 2005).  

Similar a lo que ya se describió anteriormente, los complejos Cyc/CDK deben ser 

activados por la fosforilación en T160 o la treonina equivalente en la CDK  (catalizada por 

las CAK, CDKD/CDKF) permitiéndole así la fosforilación de sus proteínas blanco para 

entrar a la fase M. 

En plantas,  los complejos CycA/B con CDKA/B son regulados negativamente por 

proteínas inhibidoras de la CDK (catalizadas por la cinasa WEE). Una vez reparados los 

posibles errores ocurridos durante la replicación, los fosfatos inhibitorios en T14/Y15 son 

removidos por una fosfatasa aún desconocida (Dissmeyer et al., 2009).  
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1.6.3.  Regulación por unión a inhibidores  

 

Adicional a los mecanismos ya señalados, tanto en mamíferos como en plantas, se han 

encontrado proteínas de bajo peso molecular  (15-27 kDa) que al unirse al complejo 

ciclina-CDK inhiben su actividad.  Estas proteínas son  conocidas como CKIs,  las cuales 

inducen el arresto del ciclo celular o retrasan su progresión en respuesta a señales 

intracelulares o extracelulares (Verkest et al., 2005). En mamíferos, las CKIs están bien 

caracterizadas y detienen el ciclo celular en respuesta a señales antiproliferativas 

(Leibovith et al., 2003).  

De acuerdo con su estructura y especificidad de acción, las CKIs se dividen en dos 

familias: INK4 (proteínas inhibitorias de CDK4) y Cip/kip.  La primera clase incluye a las 

proteínas p15, p16, p18 y p19, que son exclusivas de la fase G1 y pueden  formar, e 

inhibir a, complejos con CDK4 y CDK6 (Pavletich, 1999). Los miembros de la familia 

Cip/Kip son p21, p27 y p57 e inhiben un amplio espectro de complejos ciclina-CDK en la 

transición G1/S (Stals e Inzé, 2003; Leibovitch et al., 2003).  

Los inhibidores CIP/KIP también ensamblan y estabilizan a los complejos ciclina D-

CDK4/6 en el citoplasma y los tres miembros de la familia dirigen a los complejos 

ciclina/CDK al núcleo de la célula, debido a que tanto las ciclinas D como la CDK4 

carecen de señales de localización nuclear (NLS) (Mangeng, 1999).  

 

En plantas, dos familias de inhibidores de CDKs se conocen hasta ahora. La primer 

familia posee un dominio en la región carboxilo terminal que muestra una limitada similitud 

con un miembro de la familia CIP/Kip de mamíferos, específicamente el inhibidor p27Kip1 

(Wang et al., 1997). Esta familia de proteínas, inicialmente identificadas en Arabidopsis,  

es referida como CKIs (interactores/inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas; 

Wang et al., 1997; Lui et al., 2000), o también referidas como KRPs (Kip- related proteins; 

De Veylder et al., 2001). Con excepción del dominio conservado en la región carboxilo 

terminal, las proteínas ICK/KRP son muy diferentes con respecto a las CKIs de mamíferos 

y levaduras (Wang et al., 2006). 

 

Miembros de la familia ICK/KRP han sido aislados mediante la técnica de doble híbrido en 

Arabidopsis (Lui et al., 2000; Zhou et al., 2002), tabaco (Jasinski et al., 2002, 2003) y 
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alfalfa (Pettko-Szandtner et al., 2006), o bien mediante estudios in silico de Arabidopsis  

(De Veylder et al., 2001),  maíz (Coelho et al., 2005),  arroz (Barroco et al., 2006) y tomate 

(Bisbis et al., 2006).  Sin embargo, recientemente en un análisis filogenético se reportó la 

presencia de secuencias relacionadas a la familia ICK/KRP en más de 60 especies de 

plantas. 

 

In vitro se ha demostrado la inhibición de la actividad de cinasa de CDKs empleando 

proteínas ICK/KRP recombinantes para inhibir los complejos obtenidos por “pull down” 

con p13Suc1 en Arabidopsis (Verkest et al., 2005), tabaco (Jasinski et al., 2002), maíz 

(Coelho et al., 2005), alfalfa (Pettko-Szandtner et al., 2006) y tomate (Bisbis et al., 2006).  

 

Estudios de mapeo de dominios mostraron que la interacción de ICK/KRPs con CDKs tipo 

A y ciclinas tipo D es a través del dominio de interacción/inhibición de CDK/ciclina 

(referido como CID) localizado en la región carboxilo terminal (Lui et al., 2000; Jasinski et 

al., 2002). Los siete inhibidores de CDK de Arabidopsis y uno de tabaco interactúan con 

ciclinas tipo D (De Veylder et al., 2001; Jasinki et al., 2002). No obstante algunos reportes 

desmostraron que las ICK/KRPs también pueden interactuar con otros complejos 

CDK/ciclina diferentes a los complejos CDKA/CycD, i.e., en alfalfa complejos con 

CDKB2;1 (Pettko-Szandtner et al., 2006) y  en maíz complejos con CYCA (Coelho et al., 

2005). Sin embargo, ninguna de las ICKs/KRPs de Arabidopsis parece interactuar con 

CDKB1;1 al realizar  ensayos de doble híbrido (De Veylder et al., 2001; Zhou et al., 2002). 

 

Hay varias posibles razones por las que las plantas podrían tener múltiples inhibidores de 

CDK, por ejemplo, podrían unirse  diferencialmente a diferentes complejos ciclina/CDK, o 

bien podrían participar en regular negativamente y diferente manera la actividad de las 

CDKs en respuesta a diferentes señales ambientales y de desarrollo (ejemplo: estrés por 

frío o niveles altos de ácido abscísico) o podrían tener una acción tejido-específica (Lui et 

al., 2000). 
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2. ANTECEDENTES INMEDIATOS 

 

Durante varios años nuestro grupo de investigación ha estado enfocado en estudios del  

control del ciclo celular en maíz (Zea mays), particularmente durante el proceso de 

germinación de la semilla.  Los esfuerzos se han dirigido a caracterizar a las ciclinas D ya 

que por su papel como reguladoras fundamentales de la fase G1 del ciclo celular, estas 

proteínas podrían tener una función esencial en el establecimiento y avance de la 

germinación de semillas. 

 

 En Arabidopsis, la transcripción de las ciclinas tipo D se dispara en diferentes momentos 

de la germinación, siendo las ciclinas CycD3;2, CycD3;3 y CycD4;1 las que son activadas 

más tempranamente; la protrusión de la radícula se promueve en plantas que 

sobreexpresan estas ciclinas y se retrasa en aquellas plantas que las tienen mutadas, lo 

cual no ocurre con ciclinas activadas tardíamente como CycD3;1 (Masubelele et al., 

2005). 

 

El genoma de maíz tiene al menos 17 genes diferentes de ciclinas D, contenidos dentro 

de los subgrupos D1 a D7 previamente descritos para otras plantas (Buendía et al., 2011). 

Además, nuestro grupo ha propuesto una nomenclatura basada en los porcentajes de 

identidad de las ciclinas D de maíz con respecto a sus ortólogos presentes en arroz y 

Arabidopsis.  

 

Se ha observado la expresión de al menos 15 de los 17 genes de ciclinas D durante la 

germinación de maíz, la mayoría de forma tal que el transcrito se acumula 

progresivamente según avanza la germinación. Adicionalmente, estos 15 genes se 

expresan también en diferentes tejidos de plántulas (mesocotilo, puntas de raíz y primera 

hoja), aunque dicha expresión ocurre de manera diferencial, esto es, las 15 ciclinas se 

expresan en por lo menos uno de los tejidos de la plántula; los mayores niveles se han 

encontrado en tejido de raíz (Buendía et al., 2011). 

 

El papel de cada una de las ciclinas D durante la germinación y el crecimiento de las 

plantas, así como su interacción con otras proteínas del ciclo celular es un tema muy 

relevante, ya que, es importante conocer su funcionalidad, actividad y regulación para 

poder entender el mecanismo de control del ciclo celular en el proceso fisiológico de 
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germinación y en un posible futuro aplicar estos conocimientos para lograr el 

mejoramiento en los cultivos de maíz.  

 

Aunque las ciclinas tipo D se encuentran clasificadas dentro del grupo de ciclinas 

llamadas originalmente como proteínas de G1, se ha demostrado que algunas de las 

ciclinas D de plantas se expresan constitutivamente en todo el ciclo celular (Kono et al., 

2003).  Asimismo, la asociación con CDKA es la más frecuentemente reportada, son cada 

vez más los reportes de asociación con CDKB, lo que sugiere un posible papel de las 

ciclinas D en la transición G2/M (Menges et al., 2005). 

 

Por otra parte, nuestro grupo ha reportado que durante la germinación en ejes 

embrionarios de maíz, complejos formados por la proteína PCNA (Antígeno Nuclear de 

Proliferación Celular), una CDK tipo A y una ciclina D putativa,  fosforilan a  la Histona H1 

y al  homólogo de la proteína RBR de maíz; esta actividad incrementa cuando dichos 

complejos son sometidos a tratamientos con fitohormonas (Sánchez-Jimenéz  et al., 

2005).  Adicionalmente, Lara-Nuñez et al. (2008), reportaron que dos ciclinas D (D4;1 y 

D5) de maíz, podían fosforilar a RBR de maíz de manera diferencial durante las primeras 

24 horas de germinación en ejes embrionarios, indicando que dichas proteínas regulaban 

el ciclo celular. 

 

Se ha demostrado la presencia de diferentes ciclinas D durante la germinación de maíz y 

su asociación tanto con CDKs como con otras proteínas del ciclo celular. La clonación de 

las ciclinas D2;2, 4;2 y 5;3 permitió la obtención de péptidos que fueron utilizados para la 

inducción de anticuerpos específicos. Así, se pudo conocer que estas ciclinas se unen 

diferencialmente a dos tipos de cinasas, con las que forman complejos que se acumulan 

de manera diferencial durante la germinación (Godínez,  2010). 

 

La regulación de los complejos de ciclinas con cinasas se establece a diferentes niveles: 

1) La asociación de una ciclina con una CDK determina la estabilidad, localización y 

especificidad por un sustrato; la actividad de los complejos ciclina-CDK también puede 

variar. 2) El estado de fosforilación tanto de la CDK como de las ciclinas es fundamental 

tanto para la actividad del complejo (Riou-Khamlichi et al., 1999), como para la 

estabilidad, particularmente de las ciclinas (Fyvie et al., 2002).  3) Otro nivel de regulación 

está dado por su asociación con proteínas que tienen función dual, sea de estabilizadores 
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de complejos o bien de inhibidores de la actividad de cinasas, o de la asociación de CDKs 

y ciclinas (Verkest et al., 2005). Con base a los antecedentes nosotros nos hemos 

planteado la siguiente hipótesis. 

 

 

 

 

 

 

3. HIPÓTESIS  

 

La actividad de cinasa de los complejos ciclinas D-CDKs sobre Zm-GST-RBR durante la 

germinación del maíz,  estará regulada a diferentes niveles: a) por los niveles de proteína 

de la ciclina D; b) por la asociación y acumulación de los complejos ciclinas D-CDKA y 

ciclinas D-CDKB1;1; c)  y por los estados de fosforilación de las CDKs, con una mayor 

actividad al estar fosforilada en T160 y una disminución cuando la CDK se encuentre 

fosforilada en la T14 y Y15. 
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4. OBJETIVOS  

 

4.1. OBJETIVO GENERAL: Estudiar la actividad, composición y regulación de los 

complejos de las ciclinas D2;2, D4;2 y D5;3 con CDKA y CDKB;1 durante la 

germinación en el maíz. 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar la acumulación de las ciclinas D (D2;2, D4;2 y D5;3) y CDKs (CDKA y 

CDKB1;1) durante la germinación en ejes embrionarios de maíz. 

2. Determinar la vida media de las ciclinas D (D2;2, D4;2 y D5;3). 

3. Determinar las diferentes asociaciones entre las ciclinas D/CDKA y de las ciclinas 

D/CDKB1;1. 

4. Determinar la actividad de cinasa de los complejos ciclinas D-CDKs sobre el 

sustrato GST-RBR de maíz. 

5. Determinar si las CDKs unidas a las ciclinas D están fosforiladas en los sitios de 

regulación (T14, Y15 y T160) durante la germinación del maíz. 
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5. METODOLOGIA 

5.1. Producción y validación de anticuerpos policlonales. 

 

La generación de los anticuerpos se realizó en conejos raza Nueva Zelanda, los cuales 

fueron inyectados por vía intraperitoneal con las proteínas recombinantes purificadas 

GST-CycD4;2 (250 µg) o GST-CycD5;3 (250 µg), que contienen los extremos carboxilo de 

CycD4;2 (aminoácidos 313 a 388) y CycD5;3a (aminoácidos 249 a 354, 75.2% idéntica a 

CycD5; 3b en esta región polipeptídica); para CDKB1;1, un péptido que contiene los 

primeros 28 aminoácidos se fusionó a GST (250 µg). La CDKA (250 μg) completa, 

fusionada a una cola de Histidina, se usó para generar anticuerpos. Para la primera 

inyección de proteínas recombinantes, se mezcló con adyuvante completo de Freund 

(Sigma-Aldrich); una segunda inyección contenía sólo adyuvante incompleto. Las 

siguientes ocho administraciones se realizaron a través del ganglio poplíteo solo con los 

péptidos de las ciclinas (200 μg) que se purificaron por tratamiento con la proteasa 

trombina y después se pasaron a través de la resina de glutatión-Sefarosa 4B. Al final de 

este período, se obtuvo el antisuero y se evaluó su capacidad para detectar las proteínas 

correspondientes. Los anticuerpos contra la ciclina D2;2 se obtuvieron como se informó 

anteriormente (Gutiérrez et al., 2005). 

La validación de los anticuerpos se realizó haciendo Western Blot con las proteínas 

recombinantes purificadas y con inmunoprecipitaciones de todas las proteínas e 

identificando por Western Blot la presencia de las proteínas en las masas moleculares 

respectivas. 

 

5.2. Imbibición de ejes de embrión de maíz. 

 

Para seguir la germinación en el maíz (tiempo desde el inicio de la imbibición), se 

extrajeron 0.5 g de ejes embrionarios a partir de semillas maduras de maíz Chalqueño, 

cosechas 2008, 2010 y 2012, se desinfectaron con una solución de hipoclorito de sodio al 

0.1% y posteriormente se lavaron tres veces con agua desionizada estéril y se dejaron 

secar por 10 min.  
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Los ejes embrionarios ya desinfectados se colocaron en cajas petri de vidrio, previamente 

esterilizadas y se agregó 1 ml de solución amortiguadora de imbibición (Tris HCl 50mM 

pH 7.4, KCl 50 mM, MgCl2 10 mM, sacarosa 2%), las cajas se colocaron en una estufa (en 

oscuridad)  a 25°C durante 6, 12, 18 y 24 h para obtener los tiempos de germinación. 

 

5.3. Extracción de proteínas de ejes embrionarios de maíz. 

 

Al término de cada tiempo de imbibición los ejes se homogenizaron con nitrógeno líquido 

en un mortero con solución amortiguadora de extracción de proteínas (Tris- HCl 70 mM 

pH 7.5, MgCl2 1 mM, KCl 25 mM, Na2EDTA 5 mM, sacarosa 0.25 mM, DTT 7.5 mM, Tritón 

X-100 al 0.1%, una tableta de inhibidor de proteasas, ROCHE, Indianapolis, IN, USA), la 

muestra se centrifugó a 5000 g por 30 minutos. Las proteínas del sobrenadante se 

cuantificaron en placa por el método de Bradford (1976). 

 

5.4. Extracción de proteínas de tejidos. 

 

Para realizar las extracciones de proteína se eligieron distintos tejidos de plántula (base 

de hoja, raíz y coleoptilo), el material empleado para la obtención de tejidos se mantuvo 

durante 3 días en obscuridad a 25°C y después se cambiaron a fotoperiodo (16 h luz/ 8 h 

oscuridad), 25° C durante 9 días adicionales. El tejido de plántula fue obtenido a los 14 

días de imbibición. Se seleccionó la base de hoja empleando como base el diseño 

experimental de Li y col. (2010). Adicionalmente a  la sección de hoja, se tomaron los 

primero 2mm del ápice de la raíz primaria. Por último, el tejido del coleoptilo que envuelve 

al tallo también se recuperó para las extracciones pertinentes. Se escogieron dichas 

secciones ya que representan un tejido en proliferación. 
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5.5. Western Blot 

 

Las muestras de proteína (50 µg) se fraccionaron por SDS / PAGE (12 %) y los geles se 

transfirieron a membranas de Immobilon-PVDF.  Se bloquearon las membranas con una 

dilución 3:10 de suero bovino fetal / PBS 1 × (SO1520 - biowest) y se  incubaron con los 

anticuerpos policlonales desarrollados en nuestro laboratorio: anti-CycD2;2, anti-CycD4;2, 

anti-CycD5;3, anti–CDKA  o anti-CDKB1;1, en las diluciones descritas en la Tabla 7. 

Las membranas se incubaron durante  toda la noche a 4 ° C y posteriormente, se lavaron 

tres veces con PBS, NaCl 0,5 M, y 1 % de Tween 1x,  durante 15 min. Las membranas se 

incubaron durante 1 h con anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa  anti-conejo (las 

diluciones fueron determinadas según la dilución del primario, Tabla 7). Las  membranas 

se lavaron de nuevo tres veces con PBS, NaCl 0,5 M y 1% Tritón X - 100 durante 15 min 

cada uno.  Se detectó con la reacción de la peroxidasa por el método de ECL. Se realizó 

un análisis densitométrico utilizando Fluor-S MultiImager (Bio -Rad, Hercules, CA, 

EE.UU.). 

Tabla 7. Diluciones  de los anticuerpos anti ciclinas, anti-CDKs y anti p-T160/T14Y15 
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5.6. Ensayos de estabilidad 

 

Para el ensayo de estabilidad se emplearon tres grupos con diferentes tratamientos: 

grupo control, ejes embrionarios de maíz con solución amortiguadora de imbibición; un 

segundo grupo al que solo se le expuso 5 min., al vacio y se incubó con solución 

amortiguadora de imbibición y un último grupo al que se le agregó 10 µg/mL de la solución 

de imbibición con  cicloheximida (antibiótico empleado para la inhibición de proteínas) que 

se introdujo a los ejes embrionarios mediante vacio. 

Los ejes controles y tratados fueron incubados en cajas Petri  con solución amortiguadora 

de imbibición a 3, 6 y 9 horas a 25 °C. Posteriormente se llevó a cabo la extracción de 

proteínas. 

5.7. Inmunoprecipitación de proteínas. 

 

Los ensayos de inmunoprecipitación se realizaron inmovilizando el anticuerpo para cada 

proteína con resina que contiene proteína A agarosa (ROCHE, Lot: 70425320), después 

de incubar el anticuerpo con la resina por dos horas se añadieron 150 µg de extracto 

proteico de diferentes horas de imbibición y se incubó toda la noche a 4°C.  

Posteriormente se realizaron cuatro lavados con solución amortiguadora A (25 mM Tris-

HCl pH=7.5, 125 mM de NaCl, 2.5 mM EGTA, 2.5 mM EDTA pH= 8.0, 2,5 mM NaF y 0.1 

% de Tritón X-100), al término de los lavados, la resina se incubó con la solución 

amortiguadora de desnaturalización (Tris-HCl 200mM, DTT ó β-mecaptoetanol 400 mM, 

SDS 8%, glicerol 40% y azul de bromofenol)  a 85°C por 5 min y las proteínas unidas se 

fraccionaron en geles de SDS-PAGE al 12%. 

5.8. Ensayos de actividad de cinasa. 

 

Para medir la actividad de cinasa de los complejos de ciclinas D2;2, D4;2 y D5;3 con 

CDKs, se usó el mismo método de inmunoprecipitación descrito anteriormente, sin 

embargo, después de lavar tres veces con el buffer de lavado, los IP fueron incubados 

con una solución amortiguadora de cinasa (70 mMTris–HCl pH 7.5, 10 Mm MgCl2, 150 

mM, NaCl, 1 mM DTT, 5 mM EGTA, 20 mM ATP, 5 mCi  de [Ɣ-32P] ATP)  y 5 µg de GST-
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Rb de maíz, durante 1h a 30°C; la reacción se detuvo agregando 7,5 µL del amortiguador 

de carga 4x y se desnaturalizó a 85°C por 5 min.  

Posteriormente, se separaron las proteínas mediante una electroforesis en geles SDS-

PAGE. Al término de la electroforesis, los geles se secaron  con vacío a 80 °C durante 2 h 

y se expusieron durante 12 h usando placas  de autoradiografía Hiperfilm ECL (Kodak), 

de 18 x 24 cm. Para revelar las placas se usó el  revelador GBX  (Kodak) y fijador GBX  

(Kodak). 

 

5.9. Inmunoprecipitaciones secuenciales. 

 

A) Se realizaron las inmunoprecipitaciones de las ciclinas usando los anticuerpos 

específicos anti-Ciclinas D2;2, D4;2 y D5;3, proteína A-agarosa y 300 µg de proteína por 

tiempo de germinación, después del tiempo de incubación (24 h), los inmunoprecipitados 

fueron lavados tres veces con solución amortiguadora A. Posteriormente A´) estos 

inmunoprecipitados fueron incubados a 65 °C durante 3 horas y se centrifugaron durante 

10 min. A continuación se separó el sobrenadante de la agarosa A, asegurando la 

separación de los complejos ciclinas- D-CDKs de la agarosa (B) y la fracción pesada de 

las IgGs.  El sobrenadante se incubó (D) con anticuerpo anti-CDKB1; 1 y Agarosa A y se 

dejó a 4°C durante 24 h. Finalmente, el sobrenadante resultado de la inmunoprecipitación 

con el anti-CDKB1;1 se incubó con el  anticuerpo anti-CDKA y Agarosa A durante 24 h a 

4°C. El resultado de los diferentes inmunoprecipitados se lavaron y se les realizó la 

actividad de cinasa y los Western blots correspondientes. 
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Modelo de  inmunoprecipitación secuencial. A) inmunoprecipitación de los complejos ciclinas D-CDKs usando 

los anticuerpos anti-CycD. A´) calentamiento a 65°C y centrifugación para la separación de los complejos 

ciclinas D-CDKs de la agarosa A. B) Remoción del sobrenadante que contiene los complejos ciclinas D-CDKs 

después del tratamiento con calor. D) incubación del sobrenadante con agarosa a y anticuerpo anti-CDKB1;1, 

para la separación de los complejos ciclinas D-CDKB1;1. E) incubación del sobrenadante resultado del 

inmunoprecipitado con el anti CDKB1;1 con agarosa A y el anticuerpo anti-CDKA. C) Agarosa A e IgGs 

resultado del tratamiento con calor. 

 

6.0. Identificación de la fosforilación de las CDKs. 

 

Se realizaron inmunoprecipitaciones (IP) tomando 20 µL de proteína A agarosa (ROCHE) 

y se colocaron en tubos Eppendorf de 0.5 ml, a esta resina se le adicionó 10 µL del 

anticuerpo a utilizar y se dejó incubar durante 2 h a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se agregó 200 µg de extracto proteico de maíz, obtenido de los extractos 

crudos, la mezcla se dejó incubar durante toda la noche a 4°C. 

A la mezcla incubada se le realizaron tres lavados con 200 µL del amortiguador  de lavado 

(25 mM Tris-HCL, pH 7.5, 125  mM de NaCl, 2.5  mM de EDTA, pH 8.0, 2.5  mM de NaF y 

0.1% de Tritón X-100) y se centrifugó entre cada lavado en microcentrifuga durante 5 min, 

descartando el sobrenadante. Ya lavados, a los IP se les agregó solución amortiguadora 

de carga para desnaturalización y se cargó en un gel de acrilamida al 12 %; 
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posteriormente se usó un anticuerpo contra la CDK (pThr160-

AFGVPVRTYTHEVVTLWYRA) y CDK (p-T14Y15- LEKIGEGTYGKVKALDKA) (Santa 

Cruz, dilución 1:1000, anti-conejo), para identificar a las fosforilaciones, activante o 

inhibitoria, de la cinasa mediante la técnica de Western Blot. 

 

6.1.  Análisis estadístico. 

 

Se realizó un análisis densitométrico utilizando el programa ImageJ 

1,49 g, programa del National Institutes of Health, USA. 

  

Las unidades de densitometría relativos (RDU) se calcularon dividiendo el valor de la 

banda densitométrico de la proteína de interés por la banda de control de carga (banda 

detectada por el anticuerpo anti-CycB1 de humano ó RBR recombinante) obtenido para la 

misma muestra en la misma membrana, y este resultado, a su vez, se dividió 

por  el obtenido para el grupo de control (ejes embrionarios sin estar embebidos). Los 

resultados fueron analizados por ANOVA de un factor con post Newman Keuls 

Prueba. Para determinar las diferencias entre los resultados obtenidos, se usó la ANOVA 

de 2 vías con la prueba de Bonferron. Se realizó un análisis utilizando GraphPad Prism 

versión 5.0b, GraphPad Software, San Diego California, USA ,www.graphpad.com.  Para 

las determinaciones estadísticas se realizaron al menos tres experimentos independientes 

y representativos biológicamente y se usó una p≤ 0.001 como deferencia significativa. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Validación de los anticuerpos contra ciclinas D y CDKs. 

 

Recientemente, mediante estudios in silico y ensayos de RT-PCR, nuestro grupo de 

trabajo demostró que existen al menos 17 genes de ciclinas tipo D en maíz, 15 de estos 

genes se expresan en germinación y tejidos (hoja, raíz y mesocotilo) de manera 

diferencial (Buendía-Monreal et al., 2011); estos resultados nos permitieron extender el 

estudio sobre la funcionalidad de tres ciclinas D, la ciclina D2;2, previamente 

caracterizada en nuestro laboratorio (Gutiérrez et al., 2005) y las ciclinas D4;2 y D5;3 

durante la germinación del maíz. Para ello fue necesario producir anticuerpos específicos 

contra las ciclinas D4;2 y D5;3. Se eligió como inmunógeno la secuencia del carboxilo 

terminal de las proteínas, dado que esta región es la menos conservada entre las 17 

ciclinas D de maíz (alineamiento múltiple ClustalW y usando el programa BioEdit 

Sequence Alignment Editor). Este alineamiento  nos permitió distinguir regiones 

antigénicas únicas para la producción de péptidos recombinantes y anticuerpos (Figura 9). 

 

Figura 9. Alineamiento y porcentaje de identidad de los extremos carboxilos entre las 17 ciclinas D (CycD) de 

maíz, usados para la construcción de las proteínas recombinantes GST-ciclina. Los aminoácidos más 

conservados se denotan en una escala de grises, donde los aminoácidos sombreados con negro 

corresponden a los que se encuentran totalmente conservados y el gris más claro a los menos conservados. 
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La ciclina D4;2, tiene un porcentaje de identidad con las ciclinas D2;2 a y b de 30% en 

promedio; mientras que la ciclina D5;3a tiene un porcentaje de identidad del 65 % con la 

ciclina D5;3b, por lo que fue difícil distinguir entre estas dos proteínas con el anticuerpo 

producido.  

Por otro lado, el anticuerpo anti-CDKA se produjo usando la proteína completa, por lo que 

es capaz de identificar a las CDKs tipo A y B. Mientras que para la producción del 

anticuerpo anti-CDKB1;1 solo se usaron los primeros 30 aminoácidos del extremo amino-

terminal. Esta región es única en esta cinasa y está ausente en las CDKs tipo A (Figura 

10, motivo 1), lo que asegura que el anticuerpo es específico para esta cinasa.  

 

Figura 10. Comparación de las secuencias de CDKs de maíz.  Motivo 1. Secuencia usada para producción 

del anticuerpo anti-CDKB1;1; Motivo 2. Secuencia canónica de unión a ciclina, PSTAIRE  en CDKA, 

PPTAL(M)RE en  CDKB. (*) Representación de los residuos susceptibles de fosforilación,  T14, Y15 y  T160 

conservados en todas las CDKs. El porcentaje de identidad entre CDKA y CDKB1;1 es del 57 % 

 

Obtenidos los anticuerpos se inició la validación de los mismos, para ello fue necesario  

realizar el inmuno-reconocimiento de las ciclinas D y CDKs, usando las proteínas 

recombinantes purificadas incubadas con el suero pre-inmune y con los anticuerpos para 

cada  proteína (Figuras 11A y B). 
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Los resultados muestran que los anticuerpos producidos contra las CDKs y las ciclinas 

reconocieron proteínas con las masas esperadas. La proteína de fusión GST-CycD4;2, 

tiene una masa molecular de 33 kDa (GST: 25 kDa + ciclina D4;2: 11 kDa), que es 

reconocido por su anticuerpo y no así cuando se incuba con el suero pre-inmune (Figura 

11A, panel izquierdo). Para la ciclina D5;3, el anticuerpo reconoce a su proteína 

recombinante en  la masa de 33 kDa (GST: 25 kDa + ciclina D5;3: 8 kDa) (Figura 11A, 

panel derecho). Ambos anticuerpos reconocen a las proteínas ciclinas en extracto 

proteico de ejes embrionarios secos, detectando bandas únicas en 41 y 37 kDa 

respectivamente y que corresponden a las masas moleculares predichos por su 

secuencia. 

Así mismo, se validaron los anticuerpos anti-CDKA y anti–CDKB1;1, usando como control 

positivo a su proteína recombinante, dichas construcciones tienen masas moleculares de 

37 kDa para His-CDKA (His: 3 kDa + CDKA: 34 kDa) y de 28 kDa para la GST-CDKB1;1 

(GST: 25 kDa + N-CDKB1;1: 3 kDa),  que son identificadas únicamente cuando son 

incubados con su anticuerpo y no cuando están en contacto con el suero pre-inmune 

(Figura 11B, paneles derecho e izquierdo respectivamente). 

También se realizaron ensayos de Western blot para determinar la especificidad de los 

anticuerpos al solo reconocer a su proteína blanco, para ello, se cargaron en un mismo 

gel las proteínas recombinantes de ambas ciclinas y en otro a las CDKs. Las Figuras 11C 

y D, muestran que los anticuerpos solo detectaron una banda correspondiente a sus 

proteínas recombinantes en las masas moleculares correspondientes, indicando que los 

anticuerpos producidos para las proteínas CycD4;2, CycD5;3, CDKA y CDKB1;1, son 

específicos para cada proteína. 

En todos los casos se muestra como control positivo la identificación de las 

correspondientes proteínas en extractos proteicos de semilla seca y  la tinción con rojo de 

Ponceau de los diferentes geles, como control de carga. 
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Figura 11.  Validación de los anticuerpos producidos contra las ciclinas D y las CDKs. Panel A. Validación de 

los anticuerpos anti-Ciclinas. Panel izquierdo. Validación de el anticuerpo anti-CycD4;2 en extracto proteico 

de semilla seca y  GST-CycD4;2 usando el suero pre-inmune y el anti-CycD4;2. Panel derecho. Validación de 

el anticuerpo anti-CycD5;3 en extracto proteico de semilla seca y  GST-CycD5;3 usando el suero pre-inmune y 

el anti CycD5;3. Panel B. Validación de los anticuerpos anti-CDKs. Panel izquierdo. Validación de el 

anticuerpo anti-CDKA en extracto proteico de semilla seca  e His-CDKA usando el suero pre-inmune y el anti 

CDKA. Panel derecho. Validación de el anticuerpo anti-CDKB1;1 en extracto proteico de semilla seca y GST-

CDKB1;1 usando el suero pre-inmune y el anti-CDKB1;1. Panel C. Especificidad de los anticuerpos anti-

Ciclinas. Panel izquierdo. Especificidad del anticuerpo anti-Cyc D4;2 en extracto proteico de semilla seca, 

GST-CycD4;2 y GST-CycD5;3. Panel derecho. Especificidad del anticuerpo anti-Cyc D5;3 en extracto 

proteico de semilla seca, GST-CycD4;2 y GST-CycD5;3. Panel D. Especificidad de los anticuerpos anti-CDKs. 

Panel izquierdo. Especificidad del anticuerpo anti-CDKA en extracto proteico de semilla seca, His-CDKA y 

GST-CDKB1;1. Panel derecho. Especificidad del anticuerpo anti-CDKB1;1 en extracto proteico de semilla 

seca, His-CDKA y GST-CDKB1;1. 
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Debido a que las CDKs de maíz tienen un alto porcentaje de identidad y que  el 

anticuerpo anti-CDKA podría reconocer a la CDKB1;1, fue necesario validar estos 

anticuerpos en extractos proteicos de maíz, para ello se realizó un Western blot usando 

ambos anticuerpos en concentraciones crecientes de proteína  (50-300 µg).   

Al realizar el Western blot usando el anticuerpo anti-CDKA, se observó una sola banda en 

34 kDa en concentraciones menores a los 250 µg de extracto (Figura 12-A1), a más altas 

concentraciones el anticuerpo reconoce otra banda en 37 kDa; mediante ensayos de 

inmunocompetencia se determinó que esa banda corresponde a la cinasa CDKB. 

Mientras que, a esa misma concentración, el anticuerpo anti-CDKB1;1 solo detectó una 

proteína a 37 kDa (Figura 12-A2). Este resultado se corroboró al realizar los 

inmunoprecipitados usando el anticuerpo anti-CDKA a diferentes concentraciones de 

proteína (100-300 µg), donde se observan ambas bandas (34 y 37 kDa) con anti-CDKA 

solo a altas concentraciones proteicas, y una sola banda en el blot con anti-CDKB1;1 en 

37 kDa, cuando el inmunoprecipitado es incubado con 300 µg de proteína (Figuras 12-B1 

y 2).  

 

Figura 12. Validación de los anticuerpos anti-CDKs en extracto proteico de maíz. A) Gradiente de 

concentración de extractos proteicos (50-300 µg) de ejes embrionarios de maíz no embebidos y 

reconocimiento de las CDKs usando los anticuerpos anti-CDKA.  A1) y anti-CDKB1;1.  A2) Se reconoce una 

banda de 37 kDa (CDKB1;1) a partir de 250 µg de proteína A1. Las membranas se tiñeron con rojo de 

Ponceau, como el control de carga. B) Inmunoprecipitación usando el anticuerpo anti-CDKA en 

concentraciones crecientes de extracto proteico de 0h (100-300 µg).  B1) Blot con anti-CDKA  y  B2) Blot con 

anti-CDKB1;1.  C (-)  Inmunoprecipitación con anticuerpo anti-CDKA  sin extracto proteico. Muestras 

biológicas representativas n= 3. 
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El ensayo anterior también se realizó para los anticuerpos anti-Ciclinas, demostrando que 

los anticuerpos anti-ciclinas solo detectan una sola banda en las masas moleculares 

correspondientes aunque se aumente la concentración de extracto proteico (datos no 

mostrados).  

Finalmente, para concluir con la corroboración de la especificidad de cada anticuerpo, se 

realizaron inmunoprecipitados cruzados usando los anticuerpos contra las tres ciclinas D y 

las dos CDKs e incubados con extracto proteico de ejes embrionarios de maíz. En la 

Figura 13 se observan los Western blots usando el anticuerpo anti-CycD2;2 (Figura 13-

A1), el anticuerpo reconoce una  banda en 38 kDa únicamente en donde se ha 

inmunoprecipitado con el anti-CycD2;2. Usando el anticuerpo anti-CycD4;2, la banda que 

se reconoce tiene una masa molecular de 41 kDa y se observa solo en el carril 3, donde 

se inmunoprecipito con anti-D4;2 (Figura 13-A2); finalmente, se observa una proteína de 

38 kDa en el inmunoprecipitado anti-CycD5;3, cuando se realiza el blot con anti-CycD5;3 

(Figura 13-A3); en los tres casos se usó como control positivo extracto proteico de semilla 

seca de maíz. 

El anticuerpo anti-CDKA, detectó dos bandas en 34 y 37 KDa en el inmunoprecipitado con 

este mismo anticuerpo (Figura 13-B1), mientras que una sola banda se observó en 37 

kDa en el inmunoprecipitado usando anti-CDKB1;1 (Figura 13-B2); cuando se realizó el 

blot usando el anti-CDKB1;1, se observó solo una banda en 37 kDa en los 

inmunoprecipitados usando tanto el anticuerpo anti-CDKA, como el anti-CDKB1;1 (Figura 

13-B2), lo que indica que el anticuerpo contra la cinasa tipo B1;1 es específico y no así el 

anticuerpo anti-CDKA. 
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Figura 13. Especificidad de anticuerpos policlonales por la técnica de inmunoprecipitación. A)  Western blots 

utilizando anticuerpos contra las ciclinas D correspondientes: Carril 1. Extracto de proteínas de ejes de maíz 

no embebido; Carriles 2-4. Inmunoprecipitación con los anticuerpos  anti-CycD2; 2, anti-CycD4; 2, y anti-

CycD5; 3, respectivamente. Paneles 1-3, Western Blot con los  anticuerpos anti-CycD2; 2, anti-CycD4; 2, y 

anti-CycD5; 3, respectivamente. B) Especificidad de los anticuerpos anti-CDK; Carril 1.  Inmunoprecipitación 

con anticuerpo anti-CDKA; Carril 2. Inmunoprecipitación con anticuerpo anti-CDKB1;1; Carril  3. 

Inmunoprecipitación con el anticuerpo anti-CDKB1;1, sin extracto de proteína. Paneles B1 y 2,  Western blot 

con los anticuerpos anti-CDKA y anti-CDKB1; 1, respectivamente.  Muestras biológicas representativas 

independientes n= 5. 
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6.2. Presencia y estabilidad de las ciclinas D. 

 

6.2.1 Acumulación de ciclinas D y CDKs durante la germinación en ejes 

embrionarios de maíz 

 

La regulación fase-específica de las ciclinas mediada por la síntesis y degradación en 

momentos definidos del ciclo celular determinan el nivel de regulación en la actividad de la 

cinasa asociada. La asociación de las diferentes ciclinas a las CDKs en el ciclo celular 

contribuye a la selección de sustratos específicos  y a la estabilidad del complejo; así, la 

acumulación de las proteínas ciclinas y su proteólisis asegura la progresión e 

irreversibilidad del ciclo celular y una división celular exitosa 

La estabilidad de las ciclinas D durante la germinación podría ser un primer punto de 

regulación en la actividad de cinasa de las CDKs de maíz, por ello, se estudió la 

acumulación de las ciclinas D y las CDKs durante las primeras 24 h del proceso 

germinativo en ejes embrionarios. El anticuerpo contra la ciclina D4;2  reconoce a la 

proteína de 41 kDa, mientras que el anticuerpo que detecta a la ciclina D5;3 reconoce una 

banda de 38 kDa. La cantidad de proteína del extracto de maíz añadida por carril fue 

similar en todos los casos, esto se demuestra cuando se usa un anticuerpo contra la 

ciclina B1 de humano, que reconoce una banda en 41 kDa en extractos proteicos de 

maíz; aunque no se ha definido la identidad de dicha banda, se ha demostrado que 

mantiene niveles constantes a lo largo del proceso germinativo, permitiéndonos usarla 

como patrón de carga para la realización de los estudios densitométricos (Lara-Núñez et 

al., 2008). 

Los anticuerpos anti-ciclina D2;2, detectan una banda en 38 kDa, la cantidad de dicha 

proteína decrece conforme se avanza en el proceso germinativo corroborando los datos 

previos (Figura 14A) (Gutiérrez et al., 2005). La ciclina D4;2 está presente en extractos de 

semilla seca y sus niveles se  incrementaron hasta las 18 h, decreciendo hacia las 24 h 

(Figura 14B). La ciclina  D5;3 muestran niveles fluctuantes durante el periodo medido, 

teniendo un pico máximo a las 18 h  (Figura 14C).  
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Así mismo, se evaluó la presencia de CDKA y CDKB1;1; el anticuerpo anti-CDKA detecta 

una banda en 34 kDa y el anti-CDKB1;1, una banda en 37 kDa. Ambas cinasas están 

presentes desde semilla seca y sus niveles son similares durante la germinación, con 

excepción de un pico de acumulación que estadísticamente es significativo a las 18 h 

cuando se detecta a la CDKB1;1 (Figuras  14D y E ).  

La cantidad de proteína utilizada para el Western blot (50 µg) permite que el anticuerpo 

anti-CDKA detecte una sola banda en la masa molecular correspondiente a la CDKA y no 

se observa a la proteína CDKB1;1.  

 

Figura  14.  Acumulación de las ciclinas D y CDKs  durante la germinación. Las ciclinas D y CDKs de maíz 

fueron identificadas por Western Blot, usando anticuerpos específicos A) ciclina D2;2, B) ciclina D4;2 , C) 

ciclina D5;3,  D) CDKA y E) CDKB1;1,  a 0, 6, 12, 18 y 24 horas de germinación. Representación gráfica de 

los datos densitométricos para cada muestra. (*) Representa una diferencia estadísticamente significativa 

(p<0.001) con respecto al control, mediante prueba estadística Anova de una y dos vías (GraphPad Prism 

versión 5.0b-2007). Muestras biológicas representativas independientes n= 5. 
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6.2.2 Estabilidad  de las ciclinas D durante la germinación en ejes 

embrionarios de maíz 

 

Los niveles de muchos reguladores del ciclo celular, ya sean positivos o negativos en la 

progresión del ciclo celular en las células eucariotas están regulados por  degradación. 

Este evento  puede depender de la fase del ciclo celular o en respuesta a estímulos 

internos o externos (Marrocco et al., 2010). De este modo, son los niveles de la proteína 

ciclina un importante determinante de la actividad de la CDK, y por lo tanto la degradación 

de la ciclina es un mecanismo fundamental en el control del ciclo celular. Por ello, 

mediante ensayos de estabilidad, usando cicloheximida (antibiótico que actúa interfiriendo 

la actividad peptidil  tranferasa del ribosoma 60S, bloqueando la elongación traduccional; 

Peters et al., 1994l), se pudo determinar la estabilidad de las ciclinas D estudiadas.  

 

Los resultados mostraron que la ciclina D5;3 es más inestable que las ciclinas D2;2 y 

D4;2, ya que después de 6 horas del tratamiento con cicloheximida la ciclina D5;3 

desaparece por completo. Mientras que, a ese mismo tiempo todavía puede observarse 

aunque en menor cantidad la presencia de las ciclinas D2;2 y D4;2 (carril 9, Figura 15).  

 

 
 

 

Figura 15. Estabilidad de las ciclinas D. A) ciclina D2;2, B) Ciclina D4;2 y C) Ciclina D5;3. Carriles 1,4 y 7. 

Extractos proteicos a 0, 3 y 6 horas sin tratamiento. Carriles 2, 5 y 8. Extractos proteicos tratados con vacio. 

Carriles 3, 6 y 9. Extractos proteicos tratados con vacío y  cicloheximida. La proteína utilizada en cada carril 

es de 50 µg de proteína.  Muestras biológicas representativas independientes n= 5. 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Traducci%C3%B3n_(gen%C3%A9tica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Traducci%C3%B3n_(gen%C3%A9tica)


P á g i n a  | 54 

 

 

 

Dado este resultado, se decidió incrementar el tiempo de ensayo de estabilidad hasta las 

9 horas de germinación y verificar los niveles de las tres ciclinas. La Figura 16 (carriles 3, 

6 y 9) indica que al agregar cicloheximida por 9 horas de germinación, las tres ciclinas 

desaparecen, corroborando que sus niveles durante la germinación dependen de un 

equilibrado proceso de síntesis-degradación. 

 

 

 

Figura 16. Estabilidad de las ciclinas D durante la germinación.  Extractos de ejes embrionarios de maíz 

embebidos a las 9 horas de germinación. Carriles 1, 4 y 7. Extractos proteicos sin tratamiento. Carriles  2, 5 

y 8.  Extractos proteicos tratados con vacio y sin cicloheximida. Carriles  3, 6 y 9. Extractos proteicos tratados 

con vacío y cicloheximida.  La proteína utilizada en cada carril es de 50 µg de proteína.  Muestras biológicas 

representativas independientes n= 5. 
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6.3 Asociación entre las ciclinas D y CDKs 

 

6.3.1 Asociación de las ciclinas D2;2, D4;2 y D5;3 con CDKA y CDKB1;1. 

 

La presencia de ciclinas D y CDKs durante las horas de imbibición estudiadas y el 

controlado recambio de ciclinas nos llevaron a estudiar las posibles interacciones entre las 

ciclinas D-CDKs como otro nivel de regulación, ya que las diferentes asociaciones pueden 

contribuir en la estabilidad del complejo y esto se refleja en la actividad de cinasa sobre 

un blanco específico. 

Mediante ensayos de co-inmunoprecipitación se logró determinar que las ciclinas D (D2;2, 

D4;2 y D5;3) mantienen una interacción con la CDKA (34 kDa)  y con la CDKB1;1 (37 

kDa) usando los anticuerpos  correspondientes desarrollados y validados en nuestro 

laboratorio. Dicha  interacción se da desde la semilla seca; como se muestra en la Figura 

17 panel A), los niveles de interacción ciclina D2;2-CDKA van aumentando hasta las 12 h 

y posteriormente caen, mientras que los datos densitométricos indican que la interacción 

de la ciclina D2;2 con CDKB1;1  disminuye únicamente a las 12 h,  comparando con el 

tiempo de 0 h (Figura 17B). 

Las Figuras 17D y E muestran que la interacción de la ciclina D4;2 con la CDKA y la 

CDKB1;1 es muy similar. Estas interacciones se mantienen fuertemente desde las 0 a las 

12 h en los mismos niveles y posteriormente disminuyen casi un 75 % comparado con lo 

observado en ejes embrionarios sin imbibición. 

En lo que respecta a lo observado con la ciclina D5;3, la interacción con la CDKA no varía 

durante las primeras 18 h de germinación y solo se observa una disminución acentuada a 

las 24 h (Figura 17G). En la Figura 17H se observa la interacción entre la ciclina D5;3 y la 

CDKB1;1 de maíz, e interesantemente, solo hay presencia de estos complejos a las 18 y 

24 h de la germinación. 
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Figura 17. Interacción de las ciclinas D con CDKs durante las 0, 6, 12, 18 y 24 h de imbibición de ejes 

embrionarios de maíz. Acumulación de los complejos Ciclina D2;2-CDKs a lo largo de la germinación.  Panel 

A, D y G. Co-inmunoprecipitación de las  ciclinas D2;2, D4;2 y D5;3 con CDKA; Panel B, E y H.  Co- 

inmunoprecipitación de las ciclinas D2;2, D4;2 y D5;3 con CDKB1;1. Paneles C, F e I. identificación de las 

ciclinas D en sus respectivos inmunoprecipitados. Identificación de las fracciones pesadas de las IgGs como 

control de carga. Gráficas de los valores densitométricos en relación con el control de carga y comparados 

con lo acumulado en la semilla seca.. (*) Representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0.001) 

con respecto al control mediante prueba estadística Anova de una y dos vías (GraphPad Prism versión 5.0b-

2007). Cada barra representa la media ± ES de experimentos de muestras biológicas representativas 

independientes n=4. 
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6.4  Actividad diferencial de cinasa de los complejos ciclinas D- 

CDKA y ciclinas D-CDKB1;1  durante la germinación de maíz. 

 

Los complejos ciclina D-CDK controlan la transición de la fase G1 a la S, mediante la 

fosforilación de la proteína Rb y la disociación de esta proteína del  factor transcripcional  

E2F/DP, de modo que la progresión sucesiva del ciclo celular depende de la correcta 

activación de este complejo. La estabilidad de los complejos depende de las diferentes 

asociaciones entre las diferentes ciclinas y CDKs, esta característica aumenta la afinidad 

por el sustrato y por lo consiguiente la eficiencia de fosforilación por la cinasa. 

 

Dado que la función de las ciclinas D es regular al ciclo entre las fases G1 y S, mediante 

su interacción con las cinasas en estas fases, la evidencia previamente descrita de su 

asociación con una cinasa de las fases G2 y M  (CDKB1;1) durante la germinación de 

maíz indicaría una función adicional, no conocida para este tipo de complejos (cycD-

CDKB). Para determinar si estos complejos podrían ser funcionales realizamos ensayos 

de actividad de cinasa. 

 

Usamos como blanco de cinasas a la proteína GST-ZmRBR, y encontramos que en los 

inmunoprecipitados con los anticuerpos contra cualquiera de las ciclinas D, la fosforilación 

de RBR no variaba con el tiempo. En estos inmunoprecipitados puede encontrarse 

cualquier CDK y esto podría ser la causa de tal indefinición. Por lo tanto, fue determinante 

implementar una técnica que nos permitiera separar los diferentes complejos y ver si en 

asociaciones ciclina-CDK específicas se pudiera mostrar actividad diferencial de cada 

complejo durante la germinación del maíz. Esto resolvería que no son solo formas 

redundantes de regulación. 

 

Para ello realizamos una serie de inmunoprecipitaciones secuenciales, usando primero 

los anticuerpos anti-ciclinas D (Figura 18A), posteriormente los inmunoprecipitados fueron 

sometidos a un tratamiento con calor (65°C durante 3 horas) para disociar a los complejos 

ciclinas D-CDKs de la proteína A agarosa (el aumento de temperatura durante este 

periodo de tiempo permite separar a la fracción ligera de la fracción pesada de las IgGs, 

Figura 18B). El eluato resultante de la centrifugación contiene a los complejos ciclinas D-
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CDKs, este sobrenadante se incubó durante toda la noche con anti-CDKB1;1 y agarosa A. 

La especificidad de este anticuerpo nos permitió separar a los complejos ciclinas D-

CDKB1;1  (Figura 18A, B y Anexo 2), el sobrenadante de este último inmunoprecipitado 

se puso en contacto con la resina A pre- incubada con el anticuerpo anti-CDKA (Figura 

18E), para obtener de manera indirecta los complejos ciclinas D-CDKA.  El orden de estos 

IP se determinó de acuerdo con la especificidad de los anticuerpos, además, se realizaron 

los Western blots correspondientes a cada paso de la metodología para verificar que la 

separación de los complejos fuera la correcta (Figuras 18 C, D y E, panel derecho y 

Anexo 2). Al realizar la separación de las poblaciones de ciclinas D-CDKs, encontramos 

una diferencia significativa en la actividad de cinasa que coincide con la acumulación de 

los diferentes complejos formados durante los tiempos analizados de la germinación. 

 

 
 

Figura 18. Método de inmunoprecipitación secuencial. Panel de la izquierda: A) inmunoprecipitación de las 

ciclinas usando los anticuerpos específicos anti-CycD.  A´) Incubación de los inmunoprecipitados a 65 °C 

durante 3 horas y centrifugación. B) Separación de los complejos ciclinas- D-CDKs de la agarosa A. C) 

Agarosa A e IgGs, resultado de la separación de los complejos ciclinas D-CDKs (D) Incubación con anticuerpo 

anti-CDKB1; 1 y Agarosa A. E) Incubación de sobrenadante resultante después del paso C) con anticuerpo 

anti-CDKA y Agarosa A.  F) Actividad de cinasa de los inmunoprecipitados E y D. Panel derecho: la detección 

de proteínas blanco después de cada inmunoprecipitación. C) El reconocimiento de CycD2;2, en 

immunoprecipitados con anti-CycD2;2.  D) Reconocimiento de CycD2;2  y CDKB1; 1 E) Reconocimiento de 

CycD2;2  y CDKA. C (+) Extracto proteico  de 12h de ejes embrionarios de maíz.  C (-) Proteína A-agarosa  

incubada con  anticuerpo  y sin extracto proteico. Muestras biológicas representativas independientes n= 3. 
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La Figura 19 panel A, muestra la actividad de cinasa resultado de la interacción de la 

ciclina D2;2 con CDKA, la fosforilación de GST-RBR de maíz es similar durante las 

primeras 12 h, después de este tiempo de germinación la fosforilación de esta proteína se 

reduce en comparación con los ejes embrionarios no embebidos (0h). En el panel B, se 

observa la actividad de cinasa correspondiente a los complejos ciclina D2;2-CDKB1;1; los 

datos densitométricos y el Western blot, muestran que no hay cambios significativos en la 

fosforilación de la RBR durante los diferentes tiempos de imbibición.  

 

Los complejos ciclina D4;2-CDKA mantienen una actividad de cinasa constante hasta las 

12 horas de germinación, posterior a este tiempo la fosforilación de pRBR ya no se 

observa (Figura 19C); en los complejos formados con CDKB1;1, la actividad de cinasa  

cae a partir de las 12 h, pero interesantemente se vuelve a observar fosforilación de RBR 

de maíz a las 24 h de imbibición (Figura 19D).  

 
Los resultados obtenidos para la actividad de cinasa en los complejos ciclina D5;3-CDKs, 

muestran que hay actividad de los complejos con la CDKA en todos los tiempos de 

germinación con una disminución significativa en la actividad a las 24 h. Sin embargo, los 

complejos formados con CDKB1;1 muestran que solo están activos a las 24 horas 

(Figuras 19 E y F); este resultado parece ser independiente de la cantidad de complejos 

que se forman, ya que existe una cantidad mayor de interacciones a las 18 h, según se 

observa en la Figura 17H. 
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 Figura 19. Actividad de cinasa de los complejos ciclinas D-CDKA o ciclina D-CDKB1;1 durante la 

germinación en maíz. Paneles A, C y E. Actividad de cinasa correspondiente a los complejos ciclinas D2;2, 

D4;2 o D5;3 con CDKA. Paneles B, D y F. Actividad de cinasa correspondiente a los complejos ciclinas D2;2, 

D4;2 o D5;3 con CDKB1;1. C (+) Actividad de cinasa de complejos ciclinas-CDKs unidos a la proteína CKS de 

maíz. C (-) Actividad de cinasa de inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CycD sin pRBR. Gráficas de los 

valores densitométricos en relación con el control de carga y comparados con lo acumulado en la semilla 

seca. (*) Representa una diferencia estadísticamente significativa (p<0.001) con respecto al control mediante 

prueba estadística Anova de una y dos vías (GraphPad Prism versión 5.0b-2007). Cada barra representa la 

media ± ES de experimentos de muestras biológicas representativas independientes n=4. 
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6.5. Estados de fosforilación de las CDKs unidas a las ciclinas D.  

 

6.5.1.  Regulación de los complejos ciclinas D-CDKs por fosforilación de  

T160, T14 y Y15 

 

La actividad de la CDK resulta en la adición covalente de un grupo fosfato a la proteína 

blanco y la asociación de un tipo de ciclina específica con una CDK  determina la 

actividad de los complejos ciclina-CDK sobre su sustrato. En mamíferos, esta actividad a 

su vez también es regulada por el estado de fosforilación de la CDK. La fosforilación de la 

treonina en la posición 161 activa la CDK aumentando la actividad de cinasa basal. 

Además, la fosforilación de la treonina 14 (T14) y de la tirosina 15 (Y15) por la cinasa 

Wee1 mantiene a la CDK inactiva, dicha fosforilación impide la entrada del ATP al sitio 

activo de la cinasa, situado al fondo de la hendidura catalítica de la CDK (Tsakraklides et 

al., 2002).  

Los resultados anteriores sugirieron que la actividad de cinasa diferencial  de los 

complejos ciclinas D-CDKs sobre  GST-ZmRBR en la germinación del maíz podría estar 

asociada al  estado de fosforilación de las CDKs. Para demostrar tal mecanismo, se hizo 

una búsqueda in silico para determinar si las CDKs de maíz tenían conservados los 

residuos de treonina en las posiciones 14 y 160 y la tirosina en la posición 15 y si estos 

residuos estaban posicionados correctamente, tomando como plantilla la estructura 

cristalográfica de la Cdk2 de humano  (Anexo 3).  

 

 Los datos muestran que para las CDKs tipo A estos residuos se encuentran conservados, 

pero la treonina activadora  está en la posición 161, un residuo más que en la Cdk2 de 

mamíferos (posición T160). Por otro lado,  en las CDKBs estos residuos se encuentran en 

las posiciones 44-45 y 190, debido a que este tipo de CDKs contienen 30 aminoácidos 

más en el extremo amino terminal,  secuencia  única para este tipo de cinasas. No 

obstante, al analizar las estructuras tridimensionales de ambas ciclinas se puede observar 

que los sitios de fosforilación T14, Y15 y T161, están posicionados de la misma forma en 

ambas CDKs, sugiriendo que el extendido extremo amino en CDKB1;1 no afecta la 

estructura tridimensional de esta cinasa  (Anexo 3). 
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Para poder determinar si la fosforilación en T14, Y15 y T161 es importante en la 

activación de los complejos ciclinas D-CDKs durante la germinación, se realizaron 

ensayos de desfosforilación mediante inmunoprecipitaciones usando los anticuerpos anti-

ciclina D. Estos complejos fueron tratados con una fosfatasa alcalina bajo diferentes 

condiciones y se observó el estado de fosforilación de las CDKs usando los anticuerpos 

anti-p-T160-CDK2 y anti p-T14-pY15-CDK.   

En la Figura 20 se puede observar que incubando al complejo ciclina D5;3-CDK con 

fosfatasa alcalina durante 40 min, la banda correspondiente a la fosforilación en T14/Y15 

y T161 desaparecen (Carril 3), sin embargo, se puede aún con el tratamiento la proteína 

CDKA está presente, lo que indica que solo una porción de la población de CDKA esta 

fosforilada y esta población si se desfosforila con estas condiciones. 

Esto último se corroboró al incubar a la Fa con un inhibidor de fosfatasas previo a ser 

expuesto al IP con el anticuerpo anti- ciclina D5;3, el resultado muestra la fosforilación en 

los residuos regulatorios, demostrando que al inhibir a la fosfatasa alcalina está ya no 

ejerce función sobre las CDKs unidas a la ciclina D y se logra observar la fosforilación 

(Figura 20-A, carril 5 y 6).  

El control positivo muestra ambas fosforilaciones porque no se expuso el IP al 

tratamiento, mientras que, cuando se incuba la Agarosa A, con anticuerpo  y Fa ó 

anticuerpo con inhibidor la banda correspondiente a las fosforilaciones no se logró 

obsevar (Figura 20-A, carriles 1, 7,8 y 9). 

Bajo estas condiciones se realizó el experimento de desfosforilación de los complejos 

ciclinas D-CDKs y se realizó la actividad de cinasa sobre GST-ZmRBR. Como se observa 

en la figura 20-B, al desfosforilar el complejo ciclina D2;2-CDKs por la acción de la 

fosfatasa, la actividad de cinasa se abate, mientras que, al incubar previamente la Fa con 

el inhibidor y/o el fosforo radiactivo, la fosforilación de la RBR se logra observar, así como 

se observa en los controles positivos (Figura 20-B, carriles 1,2,4, 6 y 7).  Por último se 

realizó un control donde se incubó previamente a la Fa con el fósforo radiactivo y se 

observa como la fosfatasa alcalina hidroliza al fósforo (Figura 20-B carril 8). 
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Figura 20. Desfosforilación de  T14, Y15 y  T160 de las CDKs unidas a ciclina D5;3. Panel A) Carril 1. 

Inmunoprecipitado usando el anticuerpo anti-CycD5;3 y extracto proteico de semilla seca. Carril 2. 

Inmunoprecipitado usando el anticuerpo anticuerpo anti-CycD5;3, tratado con 5 U de Fosfatasa alcalina (Fa) durante 

20 min. Carril 3. Inmunoprecipitado usando el anticuerpo anti-CycD5;3,  tratado  con 5 U de Fosfatasa alcalina  

durante 40 min. Carril 4. Inmunoprecipitado usando el anticuerpo anti-CycD5;3,  tratado con 5 U de Fosfatasa 

alcalina  + inhibidor de  fosfatasas  (I) durante 20 min. Carril 5. Inmunoprecipitado usando el anticuerpo anti-

CycD5;3,  tratado con 5 U de Fosfatasa alcalina + inhibidor  de fosfatasas  durante 40 min. Carril 6. 

Inmunoprecipitado usando el anticuerpo anti-CycD5;3, tratado con inhibidor  de fosfatasas. Carril 7. Proteína 

Agarosa A +  inhibidor de fosfatasas. Carril 8. Proteína Agarosa A +  inhibidor de fosfatasas + anticuerpo anti-

CycD5;3. Carril 9. Proteína Agarosa A +  fosfatasa alcalina + anticuerpo anti-CycD5;3. Panel B) Fosfatasa alcalina y 

actividad de  CDK. Carril 1. C (+) Actividad de cinasa de los complejos ciclina-CDK unidos a la proteína CKS de 

maíz; Carril 2, Actividad de cinasa de inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-CycD2; 2; Carril 3, Desfosforilación 

del sustrato utilizado en el carril 2 (proteína RBR) por la fosfatasa alcalina; Carril 4, Inhibición de la actividad de la 

fosfatasa alcalina por 40 min pre-incubación con inhibidor y  actividad de cinasa del inmunoprecipitado usando el 

anticuerpo anti-CycD2;2; Carril 5. C (-)  Inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-CycD2; 2 sin extracto de proteína 

añadida; Carril 6. Preincubación de la fosfatasa alcalina con inhibidor (40min). A continuación se añadieron sustrato 

y 32P, después de la incubación con el inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-CycD2; 2; Carril 7, Pre-incubación 

de fosfatasa alcalina con 32P y el inhibidor y  finalmente con el inmunoprecipitado con el  anticuerpo anti-CycD2; 2; 

Carril 8, Preincubación de la fosfatasa alcalina y 32P (40 min). 

A) 
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Para determinar si la fosforilación de las proteínas en los complejos ciclina-CDK era 

importante para la actividad de cinasa, estos fueron tratados con Fa y se determinó la 

fosforilación sobre el sustrato GST-ZmRBR. La Figura 21 muestra el efecto a nivel de 

actividad de cinasa, del tratamiento de los complejos con Fa; en los paneles A, B y C  se 

observa que la  fosforilación de la proteína pRBR de maíz desaparece cuando se han 

tratado los complejos ciclina D2;2, D4;2 y D5;3-CDKs con Fa, comparado con los que no 

han tenido tratamiento alguno. Estos resultados apoyan la hipótesis de que las cinasas 

asociadas a las tres ciclinas D estudiadas, podrían estar  reguladas por fosforilación en 

los residuos T161, T14 y Y15.  

 

 

Figura 21. Efecto de la desfosforilación de las CDKs unidas a las ciclinas D. Paneles A, B y C. 

Inmunoprecipitados con los anticuerpos  anti-ciclina D2;2, anti-ciclina D4;4 o anti-ciclina D5;3 con CDKs a 0, 

12 y 24 h de germinación,  sin y con tratamiento con fosfatasa alcalina. C (+) Actividad de cinasa asociada a la 

proteína CKS de maíz. El control de carga es la GST-ZmRBR purificada. C (-) Inmunoprecipitado usando el 

correspondiente anticuerpo anti- cycD sin sustrato (GST-RBR) 

 

Posteriormente se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitación usando  los anticuerpos 

anti-ciclina D y los anticuerpos que reconocen a las treoninas 14 y 161 y a la tirosina 15  

fosforiladas. Se observó que las CDKs unidas a las ciclinas D están fosforiladas en las 

tres posiciones de manera diferencial durante la germinación en el maíz. 
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Las CDKs unidas a la CycD2;2 se encuentran fosforiladas en la Treonina activadora 

(CDKA, T161 ó CDKB, T190) en todos los tiempos de germinación evaluados con un 

aumento a las 6 h. Posteriormente, el estado de fosforilación de las CDKs en este residuo 

va disminuyendo paulatinamente; además, las CDKs unidas a la ciclina D2;2  se 

encuentran fosforiladas en T14 y Y15 (fosforilación inactivante) varias veces más a las 18 

h de germinación comparado con lo encontrado en semilla seca (Figuras 22A y B).  

Los resultados para la ciclina D4;2 muestran que la fosforilación en la Treonina  

activadora de las CDKs unidas a esta ciclina va disminuyendo hacia las 12 h y 

posteriormente desaparece, mientras que la fosforilación en T14 y Y15 de las CDKs que 

se unen a esta ciclina es mayor a las 12 y 18 h de germinación, con respecto a lo 

visualizado en semilla seca (Figuras 22 C y D). Estos resultados parecen coincidir con la 

actividad de cinasa del complejo ciclina D4;2-CDKA, mientras que los resultados de las 

fosforilaciones de regulación inhibitoria parecen coincidir con los resultados de actividad 

de cinasa de los complejos ciclina D4;2-CDKB1;1 (Figura 22D). 

Las CDKs unidas a la ciclina D5;3 se encuentran fosforiladas en la treonina activante sin 

ningún cambio durante  las primeras horas de germinación estudiadas, después de las 12 

h de imbibición la fosforilación de esta treonina disminuye ligeramente (Figura 22E). La  

fosforilación en T14 y Y15 de las CDKs unidas a la ciclina D5;3 tiene un  incremento 

significativo entre las 12 y 18 h de germinación, implicando una mayor inactivación de la 

cinasa a estas horas de imbibición (Figura 22F).  

Al comparar los resultados y haciendo un análisis más detallado con las actividades de 

cinasa al separar los complejos,  pareciera que las fosforilaciones negativas podrían estar 

afectando mayoritariamente a los complejos ciclinas D-CDKB1;1 (ver resultados de ciclina 

D4;2-CDKB1;1 y ciclina D5;3-CDKB1;1).  
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Figura 22. Estados de fosforilación de las CDKs unidas a las ciclinas D durante la germinación en el maíz. 
Paneles A y B.  Fosforilaciones activadoras e inhibidoras de las CDKs unidas a la Ciclina D2;2. Paneles C y 

D. Fosforilaciones activadoras e inhibidoras de las CDKs unidas a la Ciclina D4;2. Paneles E y F. 
Fosforilaciones activadoras e inhibidoras de las CDKs unidas a la Ciclina D5;3.  Identificación de las 
fracciones pesadas de las IgGs como control de carga. Gráficas de los valores densitométricos en relación 
con el control de carga y comparados con lo acumulado en la semilla seca.  (*) Representa una diferencia 
estadísticamente significativa (p<0.001) con respecto al control mediante prueba estadística Anova de una y 
dos vías (GraphPad Prism versión 5.0b-2007). Cada barra representa la media ± ES de experimentos de 
muestras biológicas representativas independientes (n=3). 
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6.5.2. Estados de fosforilación de las CDKs de maíz durante la 

germinación. 

 

Después de determinar los estados de fosforilación de las CDKs unidas a las ciclinas D, 

se realizaron inmunoprecipitaciones usando  los  anticuerpos anti-CDKA y anti-CDKB1;1, 

con la finalidad de conocer los estados de fosforilación de estas cinasas durante el 

proceso germinativo. Usando los anticuerpos anti- p-T160-CDK2 y anti- p-T14-Y15-CDK, 

se observó que la fosforilación de la CDKA en la treonina 161 disminuye conforme avanza 

el tiempo de imbibición, sin embargo, al detectar la fosforilación en T14 y Y15, solo se 

observó fosforilación a las 0, 18 y 24 horas de germinación (Figura 15A). 

Al analizar los estados de fosforilación de la CDKB1;1, no se observó fosforilación en la 

T190 (T161) durante el proceso germinativo, contrariamente, se encontró que esta cinasa 

se encuentra fosforilada en T14 y Y15 durante todas las horas de imbibición, con un pico 

entre las 12-18 h (Figura 23D). 

 

Figura 23. Estados de fosforilación de las CDKs durante la germinación del maíz. Paneles A y B. Estado de 

fosforilación de las CDKAs en extractos proteicos de maíz. Paneles C y D. Estado de fosforilación de la 

CDKB1;1 en extractos proteicos de maíz. Paneles C y F. identificación de las CDKs en sus respectivos 

inmunoprecipitados. En todos los paneles se observa como control de carga la fracción pesada de las IgGs. 

Muestras biológicas representativas independientes (n=3). 
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Para poder descartar que no se trataba de un artificio metodológico el que la CDKB1;1 no 

se fosforila en la treonina activadora, se realizaron inmunoprecipitaciones usando los 

anticuerpos anti-CDKs con extractos proteicos de tres diferentes tejidos: punta de hoja, 

raíz y mesocotilo. La elección de dichas secciones de los tejidos  representan las zonas 

potencialmente en  proliferación. 

La Figura 24 muestra que en los inmunoprecipitados con anti-CDKB1;1, usando extractos 

de punta de hoja, raíz y mesocotilo, se observa una banda en 37 kDa que reconoce el 

anticuerpo anti-p-T160-CDK  y que no se observa en extracto proteico de semilla seca; 

comparativamente en los inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-CDKA, el anticuerpo 

anti-T-160 reconoce un doblete en extracto proteico a 0h (34 kDa) y una sola banda en la 

misma masa molecular en punta de hoja. 

 

Figura 24. Fosforilación de la treonina 160 de las CDKs en tejidos. Western Blot con el anticuerpo anti-T160-

CDK2 en  Inmunoprecipitados con anti-CDKB1;1 en extractos de 0h de germinación, Punta de hoja (H), Raíz 

(R),  Mesocotilo (M) y en inmunoprecipitados con anti-CDKA en extractos de 0 h de germinación y punta de 

hoja (H) 

 

Estos resultados indican que la CDKA unida a las ciclinas D sí está fosforilada en la T161 

en todos los tiempos de germinación estudiados, mientras que la CDKB1;1 no está 

fosforilada en esta treonina durante la germinación, pero sí en otros tejidos. A la fecha, en 

plantas no ha podido definirse con exactitud cómo se controlan la transición  G2/M y la 

fase M, pero nuestros estudios sugieren que la regulación de las cinasas tipo B es 

diferente en germinación y en posteriores etapas de desarrollo. 
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7. DISCUSION DE RESULTADOS  

7.1. Ciclinas  D2;2, D4;2 y  D5;3 durante la germinación: 

presencia y estabilidad. 

 

Las ciclinas tipo D son las proteínas mediadoras entre el ambiente extracelular y el 

desarrollo de señales internas para la división celular; a diferencia de los mamíferos, las 

plantas tienen una mayor cantidad de ciclinas D, por lo que se ha sugerido que podrían 

tener una función redundante en la fase G1  y en la transición G1/S en complejos con 

CDKA. Se ha propuesto un modelo haciendo un número de predicciones con relación  a la 

función  de la ciclinas D regulando la transición G1/S que incluye que: 1) los genes y su 

función deben ser los responsables de modular las señales externas, 2) la actividad como 

proteína debe estar presente en esta transición y 3) los niveles en su actividad como 

subunidad regulatoria deben estar limitados a G1/S (Masubelele et al., 2005). Sin 

embargo, algunos ensayos han demostrado que las ciclinas D podrían tener funciones 

específicas, por ejemplo, la sobreexpresión de la ciclina D3;1 en Arabidopsis prolonga la 

proliferación celular en hojas e inhibe la diferenciación (Planchais et al., 2004), así mismo, 

la sobreexpresión de la ciclina D1;1 de Antirrhinum en células BY-2 de tabaco promueve 

las transiciones G1/S y G2/M (Schnittger et al., 2002). Adicionalmente, los transcritos de 

las ciclinas D2;1 y D3;1 en tabaco, se acumulan predominantemente en células en 

mitosis, un patrón que no había sido reportado previamente en animales (Sorrell et al., 

2002). 

El desarrollo programado en las plantas está frecuentemente relacionado a las respuestas 

medioambientales, señales intrínsecas y externas, que son necesarias para el control del 

ciclo celular a través de cambios en los niveles o actividad de las ciclinas  D como 

subunidades regulatorias. La variación oscilante de los niveles de las ciclinas determina la 

formación de los distintos complejos y la especificidad por el sustrato, regulando así la 

actividad de cinasa de la CDK. Previamente a estos resultados, por ensayos de  RT-PCR 

en maíz se demostró un patrón diferencial en la expresión de los mensajeros de las 

ciclinas D2;2, D4;2 y D5;3 durante las primeras 24h de germinación (Quiroz et al., 2006, 

Buendía et al., 2011). Sin embargo, nuestros resultados demuestran que los niveles de 

proteína de estas ciclinas D son muy similares a lo largo de la germinación, disminuyendo 

solo a las 24 horas, lo cual no corresponde con lo observado a nivel de ARN mensajeros, 
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sugiriendo que estas ciclinas son reguladas transcripcional y traduccionalmente de 

manera distinta.  

Por otro lado, los ensayos de estabilidad demostraron que estas ciclinas están presentes 

desde la semilla seca, pero a las pocas horas de imbibición (3-9 h), sus niveles 

disminuyen a niveles indetectables, sugiriendo que la proteína almacenada no 

necesariamente participa en la germinación, por lo que parte de la proteína observada en 

las horas iniciales, y que sería probablemente la de mayor relevancia fisiológica, debe ser 

producto de síntesis de novo. El hecho de que no se vean cambios importantes en los 

niveles de los ciclinas a lo largo de la germinación se explicaría por el eficiente equilibrio 

de síntesis-degradación que las regula durante las primeras 24 horas de imbibición.  

Muchas proteínas inestables contienen un motivo PEST dentro de su secuencia, una 

marca de degradación vía ubiquitina-proteasoma; en las plantas las bases moleculares de 

la inestabilidad de proteínas con este motivo aún no son completamente claras, ya que 

algunas proteínas que contienen este motivo dentro de su secuencia pueden mantenerse 

estables por largos periodos de tiempo; un ejemplo es la ciclina D2;1 de Arabidopsis, que 

bajo tratamiento con cicloheximida o con un inhibidor del proteasoma, mantiene los 

mismos niveles de proteína durante periodos de tiempo largos, a pesar de tener el motivo 

PEST (Weingartner et al., 2003) .  

Ensayos in silico han determinado que la ciclina D2;2 de maíz estudiada en este trabajo, 

presenta una potencial caja PEST, mientras que las ciclinas D4;2 y D5;3 carecen de esta 

característica (Quiroz et al., 2006, Buendía et al., 2011), sin embargo, nuestros resultados 

demuestran que tanto la ciclina D2;2 como la D4;2, parecen mantenerse más estables 

que la ciclina D5;3; esto nos sugiere que las plantas podrían tener otras vías de 

degradación específicas o diferentes a la vía clásica por proteosoma que degrada a 

algunas ciclinas D, como por ejemplo la aparición de otras proteasas independientes del 

proteasoma, o la aparición de versiones variantes del proteasoma, que contuvieran E3 

ligasas que solo participan en determinados estados de desarrollo, como se ha 

demostrado en la vía de degradación de  las KRPs (Ren et al., 2008).  

Mucha de la información acumulada se refiere a la expresión de estas ciclinas a nivel 

transcripcional y muy poca se encuentra disponible en cuanto a su función como unidades 

proteicas. Nuestros resultados nos permiten sugerir que estas ciclinas podrían ser 

fundamentales para la integración de señales externas como un primer punto de control 
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del ciclo celular y el desarrollo de la plántula durante la germinación, pero a diferencia de 

otros sistemas donde uno de los principales mecanismos de control es la destrucción 

específica de las ciclinas como método eficaz para regular la actividad de cinasa y, por  lo 

consiguiente, las diferentes transiciones del ciclo celular, los niveles similares de proteína 

dado el eficiente recambio durante la germinación nos permite sugerir que en el maíz, las 

interacciones con las CDKs o con otras proteínas, podrían estar siendo el mecanismo 

principal regulatorio de la progresión del ciclo celular.  

7.2.  Las ciclinas D se unen a CDKA y CDKB1;1 

 

En las plantas se ha determinado que dos cinasas están relacionadas directamente en la 

regulación y progresión del ciclo celular, la CDKA y la CDKB. La expresión y los niveles 

de proteína de la CDKA son constantes durante el ciclo celular, pero su actividad está 

regulada durante el ciclo, particularmente en las transiciones G1/S y G2/M. Por otro lado, 

las cinasas tipo B son incapaces de complementar en levadura  la perdida de  

cdc2/CDC28, lo que sugiere una funcionalidad planta-específica. Además, la 

sobreexpresión de esta cinasa en Arabidopsis detiene el ciclo celular en G2 y las células 

no entran a mitosis (Marrocco et al., 2009), caracterizándola como una cinasa importante 

para la regulación en la transición G2/M y de la fase M. 

La función predominantemente de las ciclinas tipo D en asociación con la CDKA es la 

regulación de la progresión del ciclo celular mediante la fosforilación de la proteína del 

retinoblastoma RBR. Mientras que en animales CDKs específicas regulan cada una de las 

fases y por lo tanto la progresión del ciclo celular, en las plantas, además de la CDKA,  se 

ha sugerido que las CDKBs participan en la regulación de la transición G2/M en complejo 

con ciclinas tipo A y B. Sin embargo, una excepción a la regla es la interacción de 

CDKB2;1 con la ciclina D4;1 de Arabidopsis, que pueden formar un complejo activo 

cuando son expresadas en células de insecto, además, ambos transcritos se expresan en 

la misma fase del ciclo celular y en algunos tejidos (Kono et al., 2003). Adicionalmente, se 

ha demostrado que algunas ciclinas D3 de tabaco interaccionan con cinasas tipo A y B y 

estas asociaciones tienen actividad de cinasa sobre histona H1 y RBR in vitro (Kawamura 

et al., 2006). 

Nuestros resultados nos indican que hay interacción entre las ciclinas D y-CDKA ó 

CDKB1;1 durante la germinación de ejes embrionarios de maíz. Las variaciones 
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observadas en la acumulación de estos complejos sugieren una posible actividad 

diferencial a lo largo de la germinación; posiblemente la formación de los complejos de 

ciclinas D2;2, o D4;2 con CDKA podría estar estableciendo una función principal durante 

las primeras 12h de imbibición, mientras que para el complejo ciclina D5;3-CDKA esta 

función  podría ser importante  a tiempos más tardíos.  

Mediante ensayos de doble híbrido se ha determinado que no todas la ciclinas tipo D de 

plantas interaccionan con CDKBs (Swaminathan et al., 2000). Sin embargo, nuestros 

resultados indican que las tres ciclinas tipo D estudiadas mantienen una interacción 

diferencial con la CDKB1;1 in vivo,  mostrando las variaciones más significativas a  las 18 

y 24 h de germinación. Estos resultados sugieren que las ciclinas D2;2, D4;2 y D5;3 

podrían no solo estar participando en el control de la transición G1/S  cuando se 

encuentran asociadas a CDKA, sino también podrían contribuir al control de la transición 

G2/M durante el proceso germinativo. Esto último a través de la asociación con CDKB1;1 

para la fosforilar proteínas blanco específicas de G2/M y M, quizás conformando una 

regulación del ciclo celular  específica de maíz. 

La aparición de complejos activos ciclina D5;3-CDKB1;1 únicamente a las 18 y 24 h de 

germinación podría indicar una función fase-específica de este complejo, contribuyendo  

al  arranque de la mitosis. Esto se ha sugerido para los complejos formados por ciclinas 

D5:1-CDKB de Arabidopsis en hojas de tabaco, ya que mediante ensayos de 

complementación bimolecular por fluorescencia (BiFC) se logró observar una unión 

transitoria en zonas donde se ubica el huso mitótico durante la división celular (Buroc et 

al., 2010). 

Sin embargo, no podemos descartar que las cinasas tipo B también pudieran estar 

adquiriendo un papel importante en la regulación de la fase G1, o en G1/S en complejo 

con las ciclinas D, ya que se ha descrito que en Arabidopsis los complejos ciclinas- CDKB 

in vitro pueden fosforilar a proteínas KRPs (Nakai et al., 2005). La aparición de complejos 

ciclinas D-CDKA/B en los primeros tiempos de germinación podría sugerir una función 

dual entre las diferentes poblaciones de complejos para la regulación positiva en la 

progresión del ciclo celular.  

Por una parte, los complejos ciclina D-CDKB1;1 podrían estar fosforilando a proteínas 

KRP para que los complejos ciclinas D-CDKA no sean inhibidos y pRBR pueda ser 

fosforilada, regulando G1/S; o bien, los complejos ciclinas D-CDKB1;1 podrían ayudar en 
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la hiperfosforilación de pRBR para la continuidad y regulación del ciclo celular, como se 

ha sugerido en mamíferos. No obstante, es de notar que varios reportes indican que estas 

proteínas inhibidoras no se unen a CDKB (Lui et al., 2000), por lo que se vuelve 

fundamental resolver esta paradoja.  Además, es importante analizar la localización sub-

celular de dichas proteínas para determinar si estos complejos se encuentran en el núcleo 

y sí podrían ser determinantes en la regulación de blancos esenciales para el ciclo celular.  

 

 7.3.  Actividad de cinasa es diferencial entre los complejos ciclinas 

D-CDKs durante la germinación en maíz. 

 

La unidireccionalidad del ciclo celular está determinada por las fluctuaciones en la 

actividad de cinasa de los complejos ciclinas–CDKs que es necesaria para la fosforilación 

de proteínas blanco en cada una de las transiciones. Los sustratos de los complejos 

ciclina-CDK  incluyen reguladores de citoesqueleto, proteínas de matriz y membrana 

nuclear, proteínas asociadas a cromatina, reguladores transcripcionales, así como otras 

proteínas del ciclo celular (Joubes et al., 2000). 

Los resultados observados  de la actividad de cinasa de los complejos ciclinas D-CDKs 

determinada por la fosforilación de GST-RBR de maíz, nos indicó que los complejos 

formados por las ciclinas D2;2, D4;2 y D5;3 con CDKs  estarían participando de manera 

activa a lo largo del proceso germinativo, probablemente permitiendo, entre otras cosas, 

la transcripción de genes importantes para la progresión del ciclo celular.  

Nuestros primeros resultados de actividad de cinasa resultaron ser difíciles de interpretar, 

ya que, al inmunoprecipitar con los anticuerpos anti-ciclina D, la actividad de cinasa sobre 

la proteína RBR era el resultado de la actividad de toda la población de complejos ciclinas 

D-CDKs, por lo que no podíamos distinguir la actividad de cinasa de las diferentes 

asociaciones. Para ello, fue necesario implementar una técnica que nos permitiera 

separar los complejos ciclina D-CDKA y ciclina D-CDKB1;1.  

El uso de  inmunoprecipitaciones  secuenciales nos permitió determinar diferencias entre 

las actividades de cinasa de las tres ciclinas tipo D  con las CDKs. La actividad de cinasa 

asociada a los complejos ciclinas D-CDKA nos indica que las tres ciclinas D estudiadas 

funcionan como subunidad catalítica activando a esta cinasa, siendo para las ciclinas 
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D2;2 y D4;2 las primeras horas de germinación las de mayor actividad. Esto sugiere que 

estos complejos podrían participar en G1 y la transición hacia S, mientras que para los 

complejos con la ciclina  D5;3 existe actividad constante, que solo disminuye hacia  las 24 

h, indicando que la función de este complejo podría ser  importante en casi todo el 

proceso germinativo; estos resultados coinciden con lo observado al estudiar las 

asociaciones entre estas proteínas.  

Se ha propuesto que la mayor parte de las células de ejes embrionarios de maíz se 

encuentra en la fase G1 hasta  las 12 horas de imbibición, posteriormente existe un 

incremento en la incorporación de timidina tritiada al ADN (Baiza et al., 1986) y  

acumulación de   PCNA (Antígeno Nuclear de Proliferación Celular), una proteína que se 

acumula durante la replicación del ADN (Herrera et al., 1999) que indicarían entrada a la 

fase S; horas más tarde la aparición de figuras mitóticas  hacia las  24 h sugiere que las 

células podrían estar entrando a M (Baiza et al., 1986).  

Las CDKs han sido implicadas en la regulación de la transcripción directamente, por  la 

asociación y fosforilación de factores de transcripción o indirectamente, por la interacción 

con supresores y activadores de la transcripción que resulta en la inhibición o activación 

de genes (Dynlancht et al., 1997). Los resultados obtenidos nos indican que los complejos 

ciclinas D (D2;2, D4;2 y D5;3)-CDKA  podrían estar  participando importantemente en el 

control de  la transición G1/S  a través de la vía clásica de fosforilación, e inactivación, de 

la proteína RBR y como resultado, la activación de E2F-DP para la transcripción de genes 

importantes para la fase S. Por otro lado, la actividad de cinasa observada con los 

complejos ciclina D5;3-CDKA podría sugerir una participación más específica e importante 

durante la germinación, como la de mantener hiperfosforilado a la RBR de maíz no solo 

en la transición  G1/S, sino en  S y hasta la transición G2/M o incluso hasta las primeras 

fases de la mitosis, una forma de regulación a la re-entrada de un nuevo ciclo celular, 

similar a lo que se ha  propuesto para  la regulación del ciclo celular de tabaco, donde los 

transcritos de dos ciclinas tipo D (D2;1 y D3;1), coinciden con proteínas de G2/M (Sorrell 

et al., 1999). 

Pocos trabajos han descrito la posible funcionalidad de los complejos ciclinas D-CDKBs; 

en tabaco se ha reportado que los complejos formados por una CDKB y algunas ciclinas 

tipo D3 pueden tener actividad de cinasa sobre RBR e Histona H3.  A pesar de no 

entenderse aún la función de los complejos ciclinas D-CDKBs en plantas, en este trabajo 

se encontró que las asociaciones de las ciclinas D2;2, D4;2 y D5;3 con CDKB1;1 
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presentan actividad de cinasa.  La fosforilación de  GST-RBR de maíz mediada por ciclina 

D2;2-CDKB1;1 se mantiene constante durante la germinación, mientras que  se 

encontraron diferencias  significativas en la actividad de los complejos ciclina D4;2/D5;3-

CDKB1;1, particularmente hacia las 18 y 24 horas de imbibición. Estos resultados 

sugieren que los complejos ciclinas D-CDKBs, podrían participar en promover la 

proliferación celular controlando la transición G2-M o bien impulsando la entrada a las 

primeras etapas de la mitosis permitiendo así el avance germinativo, además de también 

participar en los tiempos iniciales de la germinación y, por lo tanto, en las etapas iniciales 

del ciclo celular. 

 

7.4.  Las cinasas unidas a las ciclinas están fosforiladas en los 

residuos de regulación T14/Y15 y T160. 

 

En  eucariotes, la actividad de las CDKs se maximiza cuando el residuo de treonina (T-

160) dentro del loop-T es fosforilado por acción de la cinasa activadora de CDKs (CAK). 

Además, como ha sido bien documentado en animales, las CDKs de G2/M son reguladas 

negativamente por la cinasa WEE y activadas por la fosfatasa CDC25 (Featherstone y 

Russell, 1991; Nurse, 1990). Por lo tanto, este mecanismo se ha descrito como un modelo 

universal de control del ciclo celular (Nurse, 1990) ya que se cumple para virtualmente 

todos los eucariotes, aunque su mecanistica es poco conocida en plantas. 

 

En  Arabidopsis thaliana  y Nicotiana tabacum (Umeda et al., 1998, Shimotohno et al., 

2003, Umeda et al., 2005) se ha descrito que algunas ciclinas tipo H junto con CDKs tipo 

D, o bien la CDKF en forma monomérica, desempeñan un papel regulador del ciclo celular 

funcionando como CAK, enzima que cataliza la fosforilación del residuo de T (160/167), 

sobre los complejos ciclinas D-CDKA durante  las fases G0/G1 y S, debido a que se ha 

observado un pico en la expresión de la ciclina H durante estas fases  (Yamaguchi et al., 

2000;. Shimotohno et al., 2004).  

 

Mutaciones puntuales en esta treonina  abaten la actividad de cinasa de la CDKA en 

Arabidopsis (Dissmeyer et al., 2007). Estos resultados indican que la adecuada regulación 

de la fosforilación de la T161 es un requisito previo para la plena actividad de CDKA y el 

desarrollo normal de la planta. Por otro lado, aaunque se han  hecho múltiples esfuerzos 
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en  la búsqueda de la fosfatasa que en plantas sea la responsable de desfosforilar los 

residuos de inhibición de CDKs (T14 y Y15),  no se ha podido obtener un  homólogo de 

Cdc25 (Doonan y Kitsios, 2009; Boruc et al., 2010). 

 

La conservación de estos residuos de fosforilación en las CDKs de maíz, el conocimiento 

de cinasas homólogas a Wee, CAK y la inactivación de la actividad de cinasa cuando los 

complejos ciclina-CDK son desfosforilados por  el tratamiento con fosfatasa alcalina, 

sugieren fuertemente que al igual que en mamíferos, las cinasas (CDKA y CDKB1;1) que 

forman complejos con las ciclinas D2;2, D4;2 y D5;3-CDKs podrían están siendo 

regulados por  un mecanismo semejante. 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo nos indican que las CDKs unidas a las ciclinas D 

están siendo fosforiladas en ambos residuos regulatorios, siendo la fosforilación 

activadora más importante  durante los primeros tiempos de germinación y las 

fosforilaciones inhibitorias más relevantes en los últimos tiempos de germinación; no 

obstante, al analizar los estados de fosforilación de las CDKs a lo largo de la germinación, 

interesantemente se observa que solo la CDK tipo A se fosforila en la treonina 161, 

aunque ambos tipos de cinasas pueden estar  fosforiladas en  T14 y Y15. 

 

Mediante modelados computacionales hemos podido determinar que la estructura de 

ambas CDKs es muy similar (Anexo 3), además de existir una gran identidad en la 

secuencia de aminoácidos en la zona cercana al loop-T,  lo que sugiere que los residuos 

a fosforilarse podrían quedar expuestos de la misma forma y ser identificados por el 

mismo anticuerpo. Sin embargo, no fue posible encontrar la fosforilación en la treonina 

161 de CDKB1;1, sugiriendo que la actividad de cinasa de los complejos de las ciclinas D-

CDKB1;1 podría ser resultado de la propia la interacción ciclina-CDK (una actividad de 

cinasa basal) y posiblemente la fosforilación en este residuo no es tan  importante en la 

activación de estos complejos durante la germinación, aunque para corroborar esto último 

será necesario evaluar la actividad de cinasa en extractos de tejidos para saber si la 

fosforilación en la T160 cambia la actividad de la cinasa y existe alguna diferencia al 

fosforilar a la proteína RBR de maíz.  

 

La inquietud por definir si las fosforilaciones en las CDKs de plantas son determinantes 

para la regulación del ciclo celular, ha permitido el desarrollo de  técnicas usando otros 
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sistemas para poder dilucidar esta interrogante. En el 2012, Hirofumi et al. desarrollaron 

un sistema sencillo para purificar complejos in vitro de ciclinas-CDKs-CAK activos de 

Arabidopsis a partir de cultivos de E. coli; los resultados indicaron que los complejos 

CycD3;1-CDKA;1-CAK1 y CycB1;2-CDKB2;1-CAK1 podían fosforilar a la Histona H1, sin 

embargo no mostraron la existencia de complejos activos entre cycD-CDKBs. 

 

Los resultados aquí mostrados nos indican que los complejos ciclinas D-CDKA parecen 

ser regulados por fosforilación en la T161 in vivo. Sin embargo, la regulación de la 

CDKB1;1 podría ser más compleja, ya que al no ser activada, en apariencia, por 

fosforilación en T161 (T190) durante la germinación, su activación podría estar mediada 

por otro tipo de estímulos derivados de fitohormonas (ejemplo: brasinoesteroides, 

auxinas, entre otras; Yoshizumi  et al., 1999),  fuente de carbono, formación de complejos 

con otras ciclinas que se encuentran en abundancia después de las primeras 24 h de 

germinación (ejemplo: ciclinas A y B; Mészáros et al., 2000), localización subcelular o bien 

podría estar siendo fosforilada por otro tipo de cinasa que solo se encontrara  en  otros 

tejidos y que está ausente durante la germinación.  

 

Ha sido bien establecido que en mamíferos las CDKs  de G2/M y M son reguladas por 

fosforilaciones inhibitorias a cargo de Wee; en plantas, Sun et al. (1999), describieron que 

al incubar a la proteína p13suc1 (que une fuertemente a CDKs) con extractos proteicos de 

semillas de maíz inmaduras y con la proteína recombinante Wee1 de maíz, se inhibió la 

fosforilación de la histona H1, proponiendo que la fosforilación de T14 y Y15 provocaba la 

inactivación de las CDKs de G2/M. Nuestros resultados nos indican que las fosforilaciones 

en los residuos T14-Y15, podrían estar regulando principalmente la actividad de CDKA en 

G2, ya que esta cinasa sí se fosforila en estos residuos durante la fase tardía de la 

germinación y la disminución o desaparición de su actividad se correlaciona con los 

tiempos donde hay un aumento de la fosforilación inhibitoria en la CDK. En Arabidopsis 

esta inhibición se ha logrado determinar por ensayos in vitro,  donde al incubar a CDKA;1 

con la cinasa Wee1, ya no se es posible observar la fosforilación en la Histona H1 

(Hirofumi et al., 2012). Por otro lado, la CDKB1;1 está fosforilada en estos residuos 

inhibitorios, particularmente entre las 12 y 18 horas de germinación, donde se han 

observado las variaciones más significativas en la actividad de cinasa, resultado de la 

separación de los complejos con las ciclinas D. Sin embargo, será interesante poder 

definir estrategias más específicas para poder dilucidar la mecanistica de activación ya 
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que los resultados mostrados son aún difíciles de explicar. Sin embargo, lo anterior nos 

permite sugerir que un posible mecanismo de regulación de la progresión  del ciclo celular 

en maíz, sería inhibir a la CDKA hacia G2/M a través de estas fosforilaciones, dejando a 

CDKB como la principal cinasa en esta interfase, según lo observado en los ensayos de 

interacción y actividad diferencial con las ciclinas D4;2 y D5;3. 

 

Estos resultados abundan positivamente en la comprensión de la funcionalidad de 

proteínas claves del ciclo celular sobre el proceso de germinación en el maíz. El grado de 

conservación de los reguladores de G1/S entre mamíferos y plantas implica que la ruta 

RB-E2F-DP se ha podido conservar evolutivamente y serían las ciclinas D en maíz las 

proteínas que perciben las condiciones medioambientales y responden para reactivar  el 

ciclo celular en las células embrionarias a través de esta vía. Sin embargo, este trabajo 

describe algunos aspectos particulares en el maíz, dado que el gran número de ciclinas 

presentes en esta especie sugiere fuertemente que su función regulatoria está mediada 

por  la formación de múltiples complejos y por la capacidad de activar a la CDK asociada 

y no tanto por la acumulación de dichas ciclinas en tiempos específicos; esto podría 

repercutir en una  posible conjunción de las actividades individuales de las ciclinas D a 

través de sus asociaciones para permitir el establecimiento y  la progresión del ciclo 

celular y de esta forma, de la germinación.  

Este trabajo describe que a diferencia de los animales, donde se ha descrito que la 

regulación de la cinasa de G1/S está mediada por inhibidores específicos y es en G2/M 

donde las fosforilaciones son el principal mecanismo de regulación, en el maíz la 

activación de la CDKA (que actuaría en G1/S y G2) estaría mediada por fosforilaciones, 

particularmente la fosforilación activadora. Por otra parte, la actividad de cinasa de 

CDKB1;1 (cinasa de G2/M y M), única en plantas, se regularía por mecanismos aún 

desconocidos. 

Finalmente, el avance de la germinación depende de una proliferación exitosa de las 

células del eje embrionario para culminar en el establecimiento de una plántula, evento 

que es moderado por el avance en el ciclo celular dependiente de la función de los 

complejos ciclinas D-CDKs. La formación y la activación de estos complejos, integrados 

por diferentes ciclinas D y CDKs, no parecieran constituir una función redundante, sino 

más bien responder a una conducta individual, lo que sugiere que cada complejo tiene un 

papel diferente durante el proceso germinativo. 
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8.  CONCLUSIONES 

 

 Las ciclinas D se acumulan desde semilla seca y durante todo el proceso 

germinativo, sugiriendo un equilibrio entre la síntesis y degradación de estas 

proteínas. 

 Los niveles de CDKA no muestra diferencias durante la germinación, mientras que 

los niveles de acumulación de CDKB1;1, solo se observan aumentados a 18 h 

 Hay asociación de las tres ciclinas D, con CDKA y CDKB1;1 de manera diferencial, 

con el tipo de cinasa y durante los tiempos de germinación. 

 Se logró implementar una técnica para la separación de los complejos ciclina D-

CDKA y ciclina D-CDKB1;1, usando la especificidad de los anticuerpos. 

 La actividad de cinasa de los complejos ciclinas D-CDKA, están siendo funcionales 

sobre Zm-RBR durante las primeras horas de germinación, mientras que la 

actividad asociada a los complejos ciclinas D-CDKB1;1, podrían sugerir una 

regulación diferente en G2/M 

 El tratamiento con fosfatasa alcalina y la desaparición de la fosforilación en RBR, 

permite sugerir que dichos complejos podrían estar regulados por los estados de 

fosforilación de las CDKs. 

 Las CDKs unidas a las ciclinas D están fosforiladas en los residuos de regulación, 

siendo la fosforilación en la T160 la más abundante durante las primeras horas de 

germinación y la fosforilación en T15/Y15 en los últimos tiempos de germinación 

 La CDKB1;1 no está fosforilada en la treonina activadora (T160) durante la 

germinación pero sí en tejidos en proliferación (base de hoja, punta de raíz y 

coleoptilo)  
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Con la información adquirida con este trabajo, nosotros hemos planteado dos posibles 

mecanismos de regulación de los complejos ciclinas D-CDKs durante el ciclo celular en la 

germinación del maíz. 

En el primero, nosotros sugerimos que los complejos ciclinas D-CDKA y ciclinas D-

CDKB1;1, están fosforilando a la proteína RBR durante todo el  ciclo celular, como se ha 

demostrado para mamíferos (un mecanismo de regulación para la entrada a un nuevo 

ciclo),  marcando una función específica de la CDKB1;1 en las primeras etapas del ciclo 

celular durante la germinación en el maíz. 

 Esto implica la formación de diferentes complejos entre esta cinasa y las tres ciclinas D 

que se estudiaron, ya que tanto la asociación como la actividad de cinasa es diferencial 

durante las horas de imbibición. 

Un segundo mecanismo, sería,  por un lado además de que los complejos ciclinas D-

CDKs están fosforilando a la RBR, la CDKB1;1 podría estar participando en la regulación 

positiva del ciclo celular en G1/S, mediante la fosforilación de los inhibidores de ciclina D-

CDKA (proteínas KRP), para que dicho inhibidor no deshabilite la función de la cinasa A y 

está fosforile eficientemente a la proteína RBR, sin descartar que las dos poblaciones de 

ciclinas D-CDKs podrían estar fosforilando otros sustratos durante las fases más tardías 

del ciclo celular.  

Sin embargo, en ambos mecanismos nosotros proponemos una forma de regulación 

donde la cinasa típica de G2/M (CDKB), esta participando activamente en fases 

tempranas del ciclo celular, aparentemente regulando la transición G1/S de manera 

conjunta y positiva como lo hace la cinasa tipo A. 
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Figura 25. Modelos propuestos de regulación de la actividad de cinasa de los complejos ciclinas D-CDKs 
durante la germinación en el maíz. A) regulación del complejo ciclinas D-CDKA/CDKB1;1 vía Zm-RBR-E2F-
DP. B) regulación vía RBR-E2F-DP y  participación de CDKB1;1 en G1/S, participación de complejos activos 
ciclinas D-CDKA/CDKB1;1 sobre RBR y otros posibles sustratos implicados en la regulación G2/M y M.  
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9.  PERSPECTIVAS 

 

Durante este trabajo se lograron esclarecer algunas de las formas de regulación de la 

actividad de cinasa de complejos de ciclinas D-CDKs, sin embargo aún hay algunas 

preguntas pendientes, que son importantes e interesantes de concretar y estudiar. 

 

El estudio de la activación de la CDKB es fundamental para entender los mecanismos de 

regulación del ciclo celular en plantas, para deducir si en verdad esta cinasa es activada 

por otra no presente en extractos de germinación, será necesario realizar ensayos in vitro 

con proteínas recombinantes que podrían ayudarnos a saber concretamente si es una 

CAK la proteína que pudiera estarla activando, o bien,  nosotros podríamos usar estos 

complejos como proteínas de anclaje para unir a la cinasa activadora desde extractos 

proteicos de maíz y conocer a la proteína por análisis de proteómica. Adicionalmente, 

nosotros podríamos realizar ensayos de mutagénesis para comprobar dicha activación. 

 

Por otro lado, el estudio de proteínas inhibidoras como KRP será otro punto fundamental, 

la desaparición de la fosforilación de la GST-RBR de maíz en determinados tiempo y por 

diferentes complejos podría ser consecuencia de la acción de estas proteínas, para 

determinar esto, nosotros necesitaríamos caracterizar a las KRPs de maíz y demostrar su 

capacidad inhibitoria sobre estos complejos. 

 

Finalmente, será determinante evaluar la localización sub-celular de dichas proteínas, 

para ello necesitaremos realizar ensayos de fraccionamiento que separar a la fracción 

citoplasmática de la nuclear en un extracto celular e identificar a las proteínas, complejos 

y actividad en cada fracción. Estos ensayos podrían ser complementados con ensayos de 

inmunofluorescencia. 
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11. ANEXOS 

 

Anexo 1. Matriz de identidad entre las secuencias proteicas de las CycDs de maíz de 

Arabidopsis, arroz y P. patens. 

 En rojo se resalta la identidad de cada Cyc D de maíz con su ortólogo respectivo en 

arroz. 

Los núneros en egro representan la identidad entre cada CycD de maíz con sus 

respectivos parálogos. 
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Anexo 2. Western Blots de las ciclinas D4;2 y D5;3, para cada paso de las 
inmunoprecipitaciones secuenciales. 
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Anexo 3. Alineación de las estructuras tridimensionales de las CDKA y CDKB1;1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

A) Treonina activadora. CDKA T-161 en color azul y 
CDKB1;1 T-190 en color rojo 

B) Zoom de la localización de la treonina activadora de 
las CDKs de maíz  

A) 
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Los modelos de ambas CDKs se generaron con ayuda de la herramienta GENO3D 
(Combet et al., 2002); como templado se utilizó el cristal de CDK2 de humano (Schulze-
Gahmen et al., 1996) (PDB: 1HCL). Una vez generados los modelos estos se alinearon 
con en el algoritmo MUSTANG (Konagurthu et al., 2006) en el programa YASARA 
(Krieger et al., 2002). En color cian la estructura de CDKA, en amarillo la estructura de 
CDKB. 

 

 

C) 

C) Treonina y Tirosina  inhibitorias. 
CDKA T14/Y15 en color azul y 

CDKB1;1 T44/Y45  en color 
rojo. Figura rotada 180° 

D) Zoom de la localización de los 
residuos inhibitorios de las 

CDKs de maíz  

D) 
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