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Resumen

El control y avance del ciclo celular en eucariontes es regulado por heterodimeros proteicos
formados por ciclinas (Cyc) (subunidad reguladora) y cinasas dependientes de ciclina (CDK)
(subunidad catalitica). En estudios previos se caracterizaron los patrones de expresion de al
menos 15 genes de ciclinas tipo D (CycD) de maiz durante la germinacion, encontrando
fluctuaciones a lo largo del ciclo celular y se demostré que responden a sefiales externas como
sacarosa y algunas hormonas vegetales, por lo que se hipotetiza que existen elementos de
respuesta a estos y a otros factores en sus regiones promotoras. Por lo tanto, en el presente
trabajo se estudid la region promotora de un gen de ciclo celular, el de CycD2;2 de maiz y el
promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor, para identificar y comparar,
mediante andlisis bioinformdticos (in silico), elementos de respuesta presentes en sus
secuencias, encontrando elementos involucrados en la respuesta a auxinas, citocininas, dcido
abscisico, azucares y a diversos factores transcripcionales. Para corroborar si algunos de estos
elementos son funcionales, se clonaron ambos promotores fusionados al gen reportero de la
proteina verde fluorescente (GFP), y con éstas construcciones se transformé callo
embriogénico de maiz mediante biobalistica y se realizaron ensayos de expresion transitoria en
epidermis de cebolla. Con el promotor 35S se observaron niveles de expresion de GFP
constantes, mientras que el promotor de ciclina mostré6 un aumento en tratamientos con
auxinas y una disminucién notable en presencia de 4cido abscisico, indicando que es un
promotor inducible positiva o negativamente por hormonas que pueden promover o reprimir la

proliferacion celular en las plantas.



1 Introduccion

El ciclo celular comprende una serie de eventos moleculares ordenados que resultan en la
divisién de una célula en dos células hijas con la misma informacién genética, dichos eventos
y su orden se encuentran altamente conservados entre los eucariontes. El ciclo se divide en
cuatro fases (G1, S, G2 y M). El control del ciclo celular se da por una cascada de
fosforilacion de proteinas regulada por complejos formados por ciclina (Cyc)/cinasa
dependiente de ciclina (CDK, por sus siglas en inglés), permitiendo superar los puntos de
restricciéon durante las transiciones G1-S, G2-M y durante la metafase. Estos complejos
comprenden heterodimeros en los cuales las CDKs son subunidades cataliticas y las Cycs son
subunidades reguladoras. Las CDKSs presentan niveles de expresion constantes a lo largo del
ciclo celular, mientras que los niveles de las Cycs fluctdan periédicamente, hecho por el cual
son denominadas ciclinas. Dentro de la familia de las ciclinas, se sabe que algunas ciclinas
tipo D (CycD) participan en la regulacion de la transicion G1 a S del ciclo. En el grupo de
trabajo del Dr. Jorge Vazquez Ramos de la Facultad de Quimica, en la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM), se han estudiado los patrones de expresion de al menos 15
genes de CycD de maiz durante la germinacion, los cuales muestran fluctuaciones a lo largo
del ciclo celular y se demostré que responden a sefiales externas como sacarosa y algunas
hormonas vegetales. En tratamientos con auxinas (AUX), citocininas (CK) o 4cido abscisico
(ABA) se observaron modificaciones de los patrones de expresion de todos estos genes, por lo

que se hipotetiza que existen elementos de respuesta a estos y otros factores en sus regiones



promotoras, relacionados con las modificaciones en los patrones de expresion. Por lo tanto, en
el presente trabajo se estudi6 la regién promotora de un gen de ciclo celular, el de CycD2;2 de
maiz y un promotor constitutivo, el 35S del virus del mosaico de la coliflor. Mediante andlisis
bioinforméticos de la secuencia de DNA del promotor de ciclina, se identificaron elementos
previamente descritos como necesarios para considerar dicha regién como un promotor de
plantas. También se analizaron ambos promotores para detectar elementos de respuesta en sus
secuencias y se pudieron identificar elementos involucrados en la respuesta a AUX, CK, ABA,
azucares, factores transcripcionales (FTs) de las familias MYC y MYB, relacionados con la
respuesta temprana a estrés hidrico, principalmente sequia; también se encontraron FTs del
tipo DOF, proteinas de un solo dedo de zinc, relacionadas con la expresion de diversas
familias de genes en plantas. S6lo el promotor de ciclina D2;2 presenté elementos de respuesta
a E2F, factor transcripcional involucrado en la regulacién de genes del ciclo celular.

Para corroborar si algunos de estos elementos son funcionales, se clonaron la regién no
traducible 57, asi como 2022 pares de bases del promotor de ciclina y el promotor 35S,
respectivamente, en un vector de expresion fusionados al gen reportero de la proteina verde
fluorescente (GFP). Con estas construcciones se transformé callo embriogénico de maiz
mediante biobalistica y se realizaron ensayos de expresion transitoria en epidermis de cebolla
en presencia de AUX o ABA.

El promotor 35S present6 niveles constantes de GFP a lo largo de los tratamientos debido a
que es un promotor constitutivo y se utiliz6 como control positivo en el experimento. El
promotor de ciclina mostré niveles mds altos de GFP que 35S durante los tratamientos con
AUX, mientras que en presencia de ABA, los niveles del reportero disminuyeron

notablemente, lo cual indica que es un promotor inducible positivamente por AUX vy



negativamente por ABA, hormonas que pueden promover o reprimir la proliferacién celular

en las plantas.



2  Marco teorico

2.1 El maiz

“El maiz es el cereal de los pueblos y culturas del continente americano. Las mds
antiguas civilizaciones de América —desde los olmecas y teotihuacanos en Mesoamérica,
hasta los incas y quechuas en la region andina de Sudamérica— estuvieron acompariiadas en su
desarrollo por esta planta. Esta asociacion entre cultura y agricultura del maiz ha motivado a
cientificos y humanistas a preguntarse: ;jcudl es el origen de este cereal? ;jcomo fue su
evolucion una vez que los diferentes grupos humanos lo adoptaron y cultivaron para su
provecho? Estas preguntas nos han llevado a explorar el pasado, y en la actualidad, junto al
desarrollo cientifico y tecnologico, se han podido descifrar varios de los enigmas que rodean

la domesticacion de este cultivo” (Hernandez-Serratos, 2009).

El maiz es una planta de origen mesoamericano y fue un elemento de gran importancia
para el desarrollo de las culturas antiguas de América. En la tabla 1 se muestra su clasificacion
taxonomica.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del maiz
(CONABIOQO, 2008).

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Cyperales
Familia Poaceae
Género Zea L.

Especie Z. mays L.




El maiz y sus parientes silvestres, los teocintles, se clasifican dentro del género Zea
(Tabla 2), perteneciente a la familia Poaceae, la cual se compone de cerca de 700 géneros y
11,000 especies, incluyendo importantes cultivos agricolas como trigo, arroz, avena, sorgo,

cebada y cafia de azucar.

Tabla 2. Divisiones taxondmicas del género Zea (Buckler y Stevens, 2005).

Género Especie Subespecie

Z. mays L. ssp. huehuetenanguensis
Z. mays L. ssp. mexicana

Z.mays L. . .
Z. mays L. ssp. parviglumis

Z. mays L. ssp. mays

Zea - -
Z. nicaraguensis

Z. luxurians

Z. perennis

Z. diploperennis

A excepcion de Z. mays ssp. nicaraguensis y Z. mays sSp. huehuetenanguensis, los
teocintles son endémicos de México, aunque algunos tienen una distribucién muy restringida,
como los teocintles perennes, que sélo estin presentes en algunos sitios de la Sierra de
Manantlan, en Jalisco (Sanchez-Gonzélez et al., 1998) (Figura 1), mientras que Zea mays L.
ssp. mays es el maiz cultivado propiamente, distribuido en casi todo el territorio nacional
(Doebley e Iltis, 1980) (Figura 2).

El maiz tiene su origen a partir de la domesticacion del teocintle (Z. mays ssp.
parviglumis) y se ha venido cultivando desde hace unos 7,000 afios en nuestro pais. La
divergencia entre ambas subespecies ha sido establecida en un horizonte de 9000 afos, en la
region del rio Balsas al suroeste de México, y su seleccion y diversificacion ha sido ligada a la

historia cultural de Mesoamérica (Benz, 2001; Doebley, 2004; Buckler y Stevens, 2005).
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Figura 2. Distribucién y riqueza de razas de Z. mays ssp. mays en territorio mexicano (Herndndez-
Serratos, 2009).




Los estudios arqueoldgicos e histéricos demuestran que el maiz ha sido parte
fundamental en la historia de Mesoamérica (Kato-Yamakake et al., 2009). La presencia del
maiz en México estd plasmada en una gran cantidad de esculturas, pinturas, mitos, festividades
y ceremonias. Su importancia también ha sido demostrada en los registros botanicos
encontrados en excavaciones arqueoldgicas de los primeros asentamientos agricolas, restos
arqueobotédnicos de maiz descubiertos en cuevas del Valle de Tehuacan, Puebla, México, con
antigiiedad de entre 4,500 a 7,000 afios y asi mismo, en la cueva de Guild Naquitz en los valles
centrales de Oaxaca, México, con una antigiiedad de 6,200 afios aproximadamente (Tabla 3)

(Winter, 1973; Benz, 1997; Benz, 2001).

Tabla 3. Edad estimada de algunos restos macrobotédnicos de maiz (CONABIO, 2008).

Pais Localidad o region Antigiiedad (A. C.)
Tehuacan (Puebla) 4,500-7,000
Guild Naquitz (Oaxaca) 6,200
Zohapilco (Tlapacoya, México) 5,000
San Andrés (Tabasco) 4,562
Norte de Sinaloa 4,500
Cueva de la Perra (Tamaulipas) 4,500
Cueva de Ocampo (Tamaulipas) 4,400
México Laguna Pompal (Veracruz) 4,250
La Venta (Tabasco) 3,750-4,250
Cueva de Valenzuela (Tamaulipas) 3,890
Costa del Pacifico 3,400-3,550
La Playa (Sonora) 3,000
Cerro Juanaquefia (Chihuahua) 2,980
Cueva del Valle (Chihuahua) 2,400-2,700
San Blas (Nayarit) 2,400-2,700
o Tl Valle del Rio Gila, Arizona 4,000
Cueva del Murciélago, Nuevo México 4,000



Tabla 3 (continuacién). Edad estimada de algunos restos macrobotinicos de maiz (CONABIO, 2008).

Guatemala Laguna de Petenxil 4,000
Belice Del Cuello 2,770-2,920
Yojoa 2,280
Honduras
Gigante Rock Shelter 2,280
Panama Cueva de los ladrones 2,015

El uso més importante del grano de maiz hasta hoy, es el alimentario. Cabe mencionar
que en México, la conservacion de las razas nativas del maiz al interior de las parcelas de
cultivo de los propios agricultores tradicionales, tiene un valor econdmico especial pues es el
cultivo bésico de la dieta mexicana (Boege-Schmidt, 2006). También se hace un uso intensivo
de la planta completa ya que se emplean las hojas, los tallos, la espiga del maiz y hasta el
hongo que en €l crece, el huitlacoche (Ustilago maydis). Asi mismo, se usan las raices como
abono o combustible. El tallo se emplea en la construccion y también en el tallado de figuras,
se usa como medicina, abono, combustible y en la elaboracién de bebidas refrescantes o
embriagantes. La hoja sirve como envoltura de tamales, para fabricar objetos rituales o
artesanales, como recipientes o para amarrar manojos de hierbas y especias (Kato-Yamakake
et al., 2009). El olote, se emplea como combustible y alimento para animales, como
herramienta para desgranar mazorcas, para pulir madera e impurezas de alfareria, o como
tapon de recipientes. En la actualidad se usa en la industria como forraje de grandes ganados, y
en la obtencién de compuestos quimicos que son comercializados en alimentos, medicinas y
cosméticos: miel de maiz, azicar de maiz, dextrosa, almidon o fécula, aceite, color caramelo,
dextrina, maltodextrina, acido lactico y sorbitol. Por otro lado, se le considera un recurso
energético renovable, ya que de €l se obtiene el bioetanol, utilizado principalmente como

combustible de automdviles y camiones (Kato-Yamakake et al., 2009).



Los avances y resultados de los estudios acerca del origen y evolucién de maiz, asi como
del registro documentado de sus multiples usos, son sin duda, manifiesto del valor cultural,
histérico, social y de su gran importancia econdémica sobre la agricultura y otras ramas

productivas.

2.1.1 Descripcion botédnica (Segin Mera-Ovando, 2009)

El maiz es una planta de porte robusto y de hébito anual; el tallo es simple, erecto, de
elevada longitud alcanzando alturas desde uno hasta cinco metros, con pocos macollos o
ramificaciones, su aspecto recuerda al de una cafia de azdcar por la presencia de nudos y
entrenudos y su médula esponjosa. Las hojas nacen en los nudos de manera alterna a lo largo
del tallo; se encuentran abrazadas al tallo mediante la vaina que envuelve el entrenudo y cubre
la yema floral, de tamafio y ancho variable. Las raices primarias son fibrosas presentando
ademas raices adventicias, que nacen en los primeros nudos por encima de la superficie del
suelo, ambas tienen la mision de mantener a la planta erecta (Jugenheimer, 1988).

Es una planta monoica de flores unisexuales, que presenta flores masculinas y femeninas
bien diferenciadas en la misma planta: la inflorescencia masculina es terminal, se conoce
como panicula (o espiga), consta de un eje central o raquis y ramas laterales; a lo largo del eje
central se distribuyen los pares de espiguillas de forma polistica y en las ramas con arreglo
distico y cada espiguilla esta protegida por dos bricteas o glumas, que a su vez contienen en
forma apareada las flores estaminadas; en cada florecilla componente de la panicula hay tres
estambres donde se desarrollan los granos de polen. Las inflorescencias femeninas (mazorcas)

se localizan en las yemas axilares de las hojas, son espigas de forma cilindrica que consisten



de un raquis central u olote donde se insertan las espiguillas por pares, cada espiguilla con dos

flores pistiladas una fértil y otra abortiva, estas flores se arreglan en hileras paralelas, las flores
pistiladas tienen un ovario tnico con un peduinculo unido al raquis, un estilo muy largo con
propiedades estigmaticas donde germina el polen. La inflorescencia femenina puede formar

alrededor de 400 a 1000 granos arreglados, en promedio, de ocho a 24 hileras por mazorca;

todo esto encerrado en numerosas bracteas o vainas de las hojas (Figura 3).

Flor estaminada

Inflorescencia
masculina
Palea
Gluma
Anteras

Flor carpelada
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|
Lo#ioula —

|

\ / * "“
Pedtnculo _.T.' .
Flor

Sistema radicular Mazorca

Figura 3. Representacién de las principales estructuras de la planta de maiz. Modificado de Mackean y
Mackean, 2004.
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Por las caracteristicas mencionadas, el maiz es una planta de polinizacién abierta
(anemofila) propensa al cruzamiento, la gran mayoria de los granos de polen viajan de 100 a
1000 m (Reyes, 1990; Jugenheimer, 1988).

En la mazorca, cada grano o semilla es un fruto independiente llamado cariépside que
estd insertado en el raquis cilindrico u olote; la cantidad de grano producido por mazorca estia
limitada por el nimero de granos por hilera y de hileras por mazorca. Como cualquier otro
cereal, las estructuras que constituyen el grano del maiz (pericarpio, endospermo y embrion) le
confieren propiedades fisicas y quimicas (color, textura, tamafio, entre otras).

En la figura 4 se presenta la distribucion del maiz cultivado en todo el mundo, asi como
su produccién por hectirea. Es posible observar que es cultivado en una gran superficie del
globo, a excepcidn de las zonas frias como la Antartida y la region del artico, o en las zonas

muy aridas de Africa, Asia y Australia (FAO, 2011).

0 500 1000 1500 2000
B

Produccién total de maiz (kg/ha)

Figura 4. Distribucién de los cultivos de maiz en todo el mundo y densidad de produccién en kg/ha.
Tomado de FAO, 2011.
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2.1.2  Germinacion de la semilla de maiz

Uno de los descubrimientos mds importantes que dio pie a que ocurriera la
domesticacién de cultivos imprescindibles para las culturas antiguas como el maiz, fue el
aprender de manera empirica, por ejemplo, que era posible generar una planta con las mismas
caracteristicas, a partir del contenido de un fruto o un grano proveniente de ésta, i. e. la

germinacion de la semilla (Bewley y Black, 1994).

La germinacién tiene el propdsito de reproducir la planta de la cual ha tenido origen la
semilla. El proceso de germinacion involucra la reactivacion del metabolismo y el reinicio de
los procesos de desarrollo, implicando que las semillas ya contienen o adquieren rapidamente
la memoria bioquimica para llevar a cabo el programa morfogenético que dard lugar al
desarrollo de la nueva planta. Como consecuencia de la entrada de agua, las células en los
tejidos de la semilla se elongan y posteriormente comienzan a dividirse, proceso que lleva a la
protrusiéon de la radicula, evento que marca el final de la germinacién (Spiegel y Marcus,

1975; Bewley y Black, 1994) .

Las células meristeméticas de la raiz regularmente son las primeras en ser activadas y
entrar en el ciclo celular y proliferar. Existen evidencias experimentales de que la division
celular no es necesaria para que la germinacién visible ocurra, pero el establecimiento del
ciclo celular es un evento esencial para el crecimiento y desarrollo de la planta (Spiegel y
Marcus, 1975; Sénchez de Jiménez et al., 1981; Sanchez de Jiménez y Aguilar, 1984;

Vazquez-Ramos y Sinchez, 2003).

Desde un punto de vista molecular, la germinacién requiere restablecer condiciones

aptas para el reinicio de la proliferacion celular; es por ello que en el grupo de trabajo del Dr.
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Jorge Vazquez Ramos de la Facultad de Quimica, UNAM, se ha adoptado una definicién de

germinacion, la cual comprende una serie de procesos bioquimicos y moleculares que

comienzan con la entrada de agua a la semilla y culminan con la conclusién de la primera

ronda de ciclo celular exitoso.

La tnica condicion que se requiere para el establecimiento de la germinacion en semillas

ortodoxas es la entrada de agua (Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975). Este proceso consta de tres

fases llamadas comtinmente como: hidratacién (fase 1), germinacién (fase II) y crecimiento

(fase III) (Ching, 1972) (Figura 5).

TOMA DE AGUA

MOVILIZACION DE RESERV!

ELONGACION RADIEULAR

REPLICACION DEL DNA

REPARACION DEL DNA DIVISION CELULAR

ARACION DE MITOCONDRIAS

SINTESIS DE NUEVAS MITOCONDRIAS

INICIO DE LA RESPIRACION Y SINTESIS DE PROTEINAS

TIEMPO

Figura 5. Representacion esquemadtica de las fases de la germinacién de semillas con relacién a la toma

de agua. Tomado y modificado de Obroucheva y Antipova, 1997.

La fase I es rdpida, mecanica e independiente del estado metabdlico de la semilla,

incluso ocurre en semillas muertas; se producen rupturas en las membranas internas por el
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cambio estructural de los lipidos de la membrana debido a las fuerzas de hidratacién de los
tejidos embrionarios, de las paredes celulares y de los organelos. Al reactivarse
secuencialmente sus funciones, comienza la sintesis de proteinas a partir de mRNAs
preexistentes, y la sintesis de nuevos mRNAs, tRNAs y rRNAs; el incremento en la absorcion
de agua también estd acompainado de un aumento proporcional en la actividad respiratoria

(Ching, 1972; Bove et al., 2001).

La fase II es lenta y acompafia a los procesos metabolicos descritos anteriormente,
durante esta fase se observa una reduccidn casi total en la entrada de agua a la semilla, se
disminuyen los procesos reparativos y se incrementa el nimero de mitocondrias, comienza la
replicacion de DNA y normalmente en esta fase comienza la protrusion de la radicula

(Osborne, 1983).

La fase III se considera como un evento tardio, es una fase rapida que se relaciona con el
proceso de elongacion celular previo a la division y ya hay movilizacién de reservas de la
semilla. En esta fase comienza el crecimiento de la planta, por lo tanto depende también de

factores externos como la temperatura (Osborne, 1983 ; Bewley y Black, 1994).

La emergencia de la radicula se debe inicialmente a la elongacién celular y
posteriormente a la proliferacion celular. Durante la germinacién ocurre el crecimiento de las
células y su posterior division. Para que las células puedan dividirse y asi formar parte de los
tejidos que constituyen una planta madura, deben ocurrir una serie de pasos que se conocen
como ciclo celular. Se ha reportado que durante la maduracién de las semillas, la mayoria de
las células del embrion quedan detenidas en la fase G1 del ciclo (Deltour y Jacqmard, 1974;

Masubelele et al., 2005). La sintesis replicativa nuclear del DNA en embriones de maiz
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comienza entre las 12 y 15 horas de imbibicién, teniendo un méximo de actividad después de

las 30 horas (Vazquez-Ramos y Osborne, 1986; Georgieva et al., 1991).

2.2  Ciclo celular

La division celular es una caracteristica fundamental de todos los organismos, pero sélo
los eucariontes hacen uso de una separacién temporal entre la replicacion del DNA (fase S) y

la segregacion de los cromosomas a dos células hijas (fase M) (Figura 6).

INTERFASE

Figura 6. Esquema cldsico que representa las distintas fases del ciclo celular.

La actividad de la division celular es finamente controlada por la maquinaria molecular
que regula la progresiéon del ciclo celular, en coordinacién con sefiales nutricionales,

hormonales, de desarrollo y ambientales (Dudits et al., 2007).

La progresion ordenada de las células a través de las distintas fases del ciclo es regulada

por multiples mecanismos, incluyendo la fosforilacién reversible de proteinas, interacciones
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proteina-proteina y degradacién especifica de proteinas. La fosforilacién puede alterar la
actividad protéica, localizacion subcelular, marcar proteinas para degradacion e influenciar la
dindmica de complejos protéicos (Eckhart et al., 1979; Hunter y Sefton, 1980). Desde que la
fosforilacion es reconocida como el principal mecanismo de control de la progresion del ciclo
celular, gran parte de los estudios en el drea se ha enfocado en los complejos cinasa

dependiente de ciclina (CDK)/ciclina (Chen et al., 1989; Dudits et al., 2007).

Dentro de los complejos protéicos heterodiméricos formados por CDKs y ciclinas, las
ciclinas son la subunidad reguladora, mientras que CDKs son la subunidad catalitica. Estos
complejos dirigen la progresion del ciclo celular fosforilando proteinas clave requeridas por
las células para avanzar hacia fases posteriores del ciclo (Simanis y Nurse, 1986; Chen et al.,

1989; Gutiérrez et al., 2005; Dudits et al., 2007).

2.2.1 Ciclinas

En 1983, Tim Hunt y colaboradores, trabajando con huevos de erizo de mar (Lytechinus
pictus), descubrieron dos proteinas que aparecian en momentos especificos del ciclo celular y
mientras éste avanzaba eran degradas, teniendo un nuevo pico de aparicién después de la
divisién celular, dichas proteinas fueron Ilamadas ciclinas debido a esta peculiaridad. Estos
estudios fueron los pioneros que proveyeron la principal pista hacia los mecanismos
bioquimicos involucrados en la coordinacién del ciclo celular y que esta maquinaria de control
estd conservada entre todos los eucariontes (Evans et al., 1983; Novak et al., 1998). En su

reporte original s6lo un par de ciclinas fue descrito, la ciclina A y la ciclina B,
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correspondientes a fase S y fase M, respectivamente. Posteriormente se demostré que se

asocian con una subunidad cinasa, resultando ser CDK1 (Lohka et al., 1988).

Actualmente se conoce un gran nimero de ciclinas de levaduras, plantas y animales, que
a su vez, se asocian con numerosas CDKs. La interaccion ciclina/CDK es una estrategia de
gran importancia, dado que sin ésta, las CDKs permanecen inactivas y en consecuencia la
regulacion de la sintesis, degradacién o localizacion de la subunidad ciclina provee multiples
niveles de control para la formaciéon de complejos activos, asi como la posible asociacién de

diferentes ciclinas con diferentes CDKs (Lenburg y O“Shea,1996; Fisher, 2005).

2.2.1.1 Ciclinas en plantas

Las ciclinas de plantas comparten homologia con las clases A, B, C, D, H y L, de
mamiferos, aunque los subgrupos dentro de estas clases no son conservados entre plantas y
animales (Renaudin et al., 1996; Yamaguchi et al., 2000; Wang et al., 2004; La et al., 2006).
La planta Arabidopsis thaliana no posee homdlogos para las ciclinas E, F, G, I, y UNG de
humanos (Wang et al., 2004). En Arabidopsis se han identificado 50 homdélogos de ciclinas,
incluidas en 9 clases con 23 subgrupos y dos ciclinas mis que pertenecen a otras clases
(Renaudin et al., 1996; Yamaguchi et al., 2000; Barroco et al., 2003; Wang et al., 2004;
Menges et al., 2005). Estas ciclinas son CYCJ18 (Abrahams et al., 2001) y una proteina

parecida a ciclina, llamada CYL;1 (Menges et al., 2005).

En arroz (Oryza sativa L.) se han encontrado al menos 50 ciclinas, de las cuales

comparte diez clases con Arabidopsis (A, B, C, D, H, L, SDS, Q, T y P), y presenta una clase
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adicional, las F (La et al., 2006), de las cuales su funcién atn no ha sido determinada. Un
hecho notable es que la familia de las ciclinas de plantas parece ser la mas grande entre los
eucariontes. Por ejemplo, el genoma del nematodo Caenorabditis elegans tiene 34 ciclinas
(Plowman et al., 1999), mientras que el nimero de ciclinas en humanos es de, al menos, 22

(Nakamura et al., 1995; Pines, 1995).

2.2.1.2 Dominios en las ciclinas

Las ciclinas contienen una region conservada de 250 amino4cidos, llamado nicleo de
ciclina, que a su vez consiste de dos dominios: el dominio ciclina amino terminal (N) y el
dominio ciclina carboxilo terminal (C) (Nugent et al., 1991) (Figura 7). El dominio N ciclina,
de alrededor de 100 aminoécidos, contiene la region de unién a CDK. Este dominio también
es llamado caja ciclina y es el dominio que distingue a las ciclinas. El dominio ciclina C se
encuentra menos conservado y estd presente en la mayoria las ciclinas, pero no en todas.
Algunas ciclinas poseen una caja de destruccién (D-box) (Wang et al., 2004) y la mayoria
presentan el motivo PEST, el cual podria conferir inestabilidad a estas proteinas (Rechsteiner

y Rogers, 1996; Wang et al., 2004) (Figura 7).

0 50 100 150 200 250 300
Figura 7. Representacién esquemadtica de los diferentes dominios en las ciclinas. || Dominio N ciclina;

Dominio C ciclina; . caja ciclina; . motivo LxCxE. Escala: nimero de aminodcidos. Tomado de
Bravo-Alberto y Buendia-Monreal, 2008.
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2.2.1.3 Ciclinas tipo D

El primer punto de control durante el ciclo celular en plantas es la transicion G1-S, en el
cual la célula se compromete a la sintesis del DNA. Las ciclinas D (CycD) han sido propuestas
como sensores primarios de las condiciones externas y por lo tanto, regulan este primer punto
de control, dirigiendo la fosforilacion de la proteina RBR, homoélogo de plantas de la proteina
retinoblastoma (Rb) (Boniotti y Gutiérrez, 2001; Dewitte y Murray, 2003; de Jager et al.,
2005; Uemukai et al., 2005), la cual limita el avance hacia la fase S inactivando al factor
transcripcional E2F, involucrado en la transcripcién de genes que permiten el avance del ciclo
(Figura 8).

La secuenciacién completa del genoma de Arabidopsis muestra que el clado de las CycD
consiste de 10 miembros, agrupados en 7 subclases. Su baja similaridad con las ciclinas D de
animales impide establecer una relacion de ortélogos entre ciclinas de plantas y animales
(Wang et al., 2004), aunque el dominio de unién a Rb se encuentra conservado entre ambas.
Este dominio consiste en el motivo LxCxE y se ha demostrado que es necesario para la
interaccion in vitro entre CycD2;1 y CycD3;1 con RBR, respectivamente (Ach et al., 1997;
Huntley et al., 1998). Las secuencias de CycD4;2 y CycD6;1 de Arabidopsis carecen de este
motivo canénico LxCxE y CycDS5;1 tiene un motivo ligeramente variado (Vandepoele et al.,

2002; Dewitte y Murray, 2003).

19



Sacarosa » |0(6]px
Citocininas e < Auxinas
BRs [ ARE |
Complejo
ciclina/CDK
inactivo
| < l T160
Complejo
ABA et
lina/CDK
Fio > €D — & elclina o
Auxinas
E2Fa/b Complejo
DP E2F/DP
E2Fc inactivo
Marcado para E2Fc E2Fa/b Q Q
i Complejo
destrucion P EoF/DP
act|vo
\ DEL
Expresion de genes de fase S —
»

Figura 8. Participaciéon de complejos CycD/CDK en la regulacion de la transiciéon G1-S en el ciclo
celular de plantas. Adaptado de Inzé y De Veylder, 2006.

Se ha observado que en cultivos celulares de Arabidopsis, CycD2;1 y CycD3;1 forman
complejos con CDKA pero no con CDKBI1;1 (Healy ef al., 2001), de hecho el anticuerpo
usado para inmunoprecipitar a CDKB reconocia a otras CDKB, incluyendo a CDKB2,
mostrando que no hay interaccion detectable con ninguna CDKB en inmunoprecipitados de
estos cultivos celulares. En contraste, CycD4;1 se encontré unida a CDKB in vitro, aunque no
fue confirmado por inmunoprecipitacién de extractos celulares (Kono et al., 2003). Se ha
propuesto que el control de la transicién G1-S por CycDs depende de la actividad de CDKA,
la cual permanece presente a lo largo del ciclo, mientras que la actividad de CDKB se limita a

la fase S y posteriores (Sorrell et al., 2001; de Jager et al., 2005).
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CycD2;1 y CycD3;1 son las ciclinas D mas estudiadas de Arabidopsis. Su expresion es
regulada por sefiales externas como sacarosa, pero los niveles proteicos de CycD2;l1
permanecen constantes cuando la sacarosa es retirada, mientras que los niveles de CycD3;1
siguen la cinética de su transcrito y caen mas rapidamente (Riou-Khamlichi ez al., 2000;
Planchais et al., 2004). A pesar de los niveles proteicos constantes de CycD2;1 y CycD3;1, la
actividad de cinasa asociada a éstas decae al quitar la sacarosa. Ensayos de
inmunoprecipitacion en células en fase estacionaria, demostraron que CycD2;1 no estd
asociada con CDKA y se encuentra secuestrada en un complejo desconocido, mostrando
actividad de cinasa nula, aun cuando los niveles proteicos se mantienen (Healy et al., 2001).
La expresion de CycD3;1, pero no la de CycD2;1, ademas de ser regulada por disponibilidad
de sacarosa, responde fuertemente a fitorreguladores como citocininas y brasinosteroides

(Riou-Khamlichi et al., 1999; Hu et al., 2000; Oaekenfull et al., 2002).

En cultivos celulares de Arabidopsis se observo que CycD3;1 es una proteina altamente
inestable y se degrada via proteasoma, y sus niveles dependen de su traduccién continua
(Planchais et al., 2004). Ademas, cuando las células fueron tratadas con MG132, un inhibidor
de proteasoma, se acumuld la forma hiperfosforilada de CycD3;1, mostrando un vinculo entre

fosforilacion y degradacion (Vierstra, 2003).
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2.2.1.3.1 Expresion de ciclinas tipo D de maiz

Los genes Zeama;CycD2;2, Zeama;,CycD4;2, Zeama;Cyc5;3a y Zeama;Cyc5;3b
(Buendia-Monreal et al., 2011) (antes Zeama;CycD2;1, Zeama;,CycD4;1, Zeama;Cyc5;1 y
Zeama,;Cyc5;2, respectivamente) (Quiroz-Figueroa y Vdazquez-Ramos, 2006) de maiz,
muestran diferentes patrones de expresiéon durante la germinaciéon de la semilla.
Zeama,CycD5;3b se expresa durante las primeras horas de germinacién, mientras que
Zeama;CycD4;2 muestra una acumulacién desde niveles casi indetectables en semilla seca
(Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006). Al realizar tratamientos con adicién de auxinas y
citocininas exdgenas durante la germinacion de semillas maiz, se observé que los patrones de
expresion de todas las ciclinas estudiadas se modificd; sin embargo, los tratamientos con
citocininas produjeron un incremento de transcritos hacia las primeras horas de germinacién

(Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006).

En 2011, Buendia-Monreal y col., reportaron el patron de expresion de 13 genes
adicionales de CycD, observandose que casi todas se expresan durante la germinacién. Su
expresion también se estudid en plintulas, en las que fueron expresadas a niveles altos en

tejidos altamente proliferativos, como la raiz.

2.3 Regulacion de la expresion génica

Existen varios niveles de regulacion de la expresion génica, siendo el nivel
transcripcional el primero en ocurrir. Posteriormente se da la regulacién postranscripcional,

como la maduracion del mensajero y su exportacion al citoplasma; después se encuentra el
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control traduccional. Siguiendo a éste, encontramos el nivel postraduccional, consistiendo
principalmente en modificaciones covalentes de proteinas, como fosforilacién, ubiquitinacion,

metilacién, sumoilacién, entre otras.

Hasta ahora se conocen tres tipos de secuencias reguladoras en cis que controlan la
transcripcion: promotores, silenciadores y aumentadores (Klug et al., 2008). En la figura 9 se

muestran estos y otros elementos que controlan la expresion en genes eucarioticos.

Promotor Promotor

Silenciador Aumentador l Gen 1 Silenciador Gen 2

e ——— T — — =

Figura 9. Modelo de los elementos contenidos en un promotor. Adaptado de Klug et al., 2008.

La transcripcién del DNA a una molécula de mRNA es un proceso muy complejo y
altamente regulado, en el que se involucran varios tipos de secuencias de DNA e interaccion
de mas de 100 proteinas, remodelado de la cromatina, plegamiento y formacién de asas en el

DNA (Klug et al., 2008).

2.3.1 Promotores

Estas secuencias reguladoras en cis que participan en el control de la transcripcion sirven
como sitio de reconocimiento a la maquinaria transcripcional. Representan una regién
necesaria para iniciar la transcripcién a nivel basal. La regién promotora se encuentra

adyacente al gen que regula, puede medir varios cientos de nucleétidos y especifica el sitio en
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el que comienza la transcripcion y la direccién que seguird a lo largo del DNA (Klug et al.,

2008).

La region promotora de la mayoria de los genes posee varios elementos, incluyendo las
cajas TATA, CAAT y GC. La regién a la que se une la RNA polimerasa II es llamada caja
TATA y también es referida como promotor niicleo. Se localiza de 25 a 30 pb (=25 a —30 pb)
rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion (TSS); esta caja consiste en una secuencia
consenso compuesta de pares de AT y generalmente se encuentran flanquedndola regiones
ricas en GC. Los andlisis genéticos muestran que mutaciones en secuencias TATA reducen la
transcripcion y sus deleciones pueden alterar el punto en que inicia la transcripcion (Maniatis

etal., 1987).

Muchos promotores también contienen cajas CAAT. Estos elementos comprenden las
secuencias consenso CAAT o CCAAT. Se localizan frecuentemente de —70 a —80 pb del TSS.
Los andlisis de mutaciones en cajas CAAT sugieren que son sitios de unién de proteinas al
DNA que son criticas para facilitar la transcripcion. Mutaciones a los lados de estas cajas no
tienen efectos en la transcripcién, mientras que mutaciones dentro de la secuencia CAAT
disminuyen drasticamente los niveles. Otro elemento encontrado muy frecuentemente en los
promotores, llamado caja GC, tiene la secuencia consenso GGGCGG y a menudo se localiza
en la posicion —110 pb. Los elementos CAAT y GC sirven para la uniéon de factores
transcripcionales y funcionan como aumentadores de la transcripcion (Maniatis et al., 1987).
Finalmente, las regiones promotoras de genes eucaridticos son modulos que varian en

ubicacién y organizacién. No existen elementos universales en los promotores; los genes
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difieren en tipo, nimero, separacion y orientacion de los elementos de los promotores (Klug et

al., 2008).

2.3.1.1 Tipos de promotores

Las regiones promotoras pueden ser constitutivas o inducibles. Un promotor constitutivo
es aquel que actda en todos los tejidos bajo cualquier condicién, mientras que uno inducible es
Unicamente activado en respuesta a estimulos especificos. Un promotor constitutivo puede
tener distintos niveles de expresion, pero no puede ser silenciado en ningtn tejido (Lessard et
al., 2002). El tiempo y lugar especificos en que se da la expresion de cada gen depende de las

caracteristicas de su region promotora.

2.3.2 Elementos de DNA cis-reguladores

La transcripcién en eucariontes no se regula Gnicamente por la regién promotora, sino
también por secuencias de DNA llamadas aumentadores o represores. Estos elementos de
respuesta pueden encontrarse a cualquier lado de un gen y a ciertas distancias, e incluso,
dentro del mismo. Son llamados elementos cis-reguladores porque se encuentran
estructuralmente adyacentes a los genes que regulan, a diferencia de los elementos en trans (e.
g. proteinas de unién a DNA), los cuales pueden regular un gen en cualquier cromosoma

(Serfling et al., 1985).
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Los elementos de respuesta normalmente interactian con muchas proteinas reguladoras
y factores transcripcionales, incrementando la eficiencia del inicio de la transcripcién o la

activacion o represion de la misma (Higo et al., 1999; Klug et al., 2008).

En levaduras existen secuencias similares a los aumentadores, llamadas secuencias
activadoras rio arriba (UAS, por sus siglas en inglés), que pueden funcionar rio arriba a
distancias variables en cualquier sentido. Difieren de los aumentadores por que no pueden

funcionar rio abajo del TSS (Hughes et al., 2000; Klug et al., 2008).

Al igual que los promotores, los aumentadores son modulares y contienen varias
secuencias cortas de DNA diferentes. Por ejemplo, el aumentador del virus SV40 (el cual es
transcrito dentro de células eucariontes) tiene una estructura compleja, que consiste de dos
secuencias adyacentes de 72 pb, localizadas alrededor de —200 pb del TSS. Cada una de las
regiones de 72 pb contiene cinco secuencias que contribuyen con las tasas mdximas de
transcripcion. Si alguna de estas dos regiones es suprimida no hay efecto sobre la
transcripcion, pero si ambas regiones se suprimen, la transcripcidon in  vivo es reducida
notablemente (Maniatis et al., 1987).

Los aumentadores difieren de los promotores de varios modos. Mientras los promotores
son esenciales para los niveles de transcripcidon basal, los aumentadores son necesarios para
los niveles completos de transcripcion. Ademds, los aumentadores son responsables de la
expresion a nivel tejido especifico. Estos elementos pueden estimular los niveles de
transcripcion a distancia, esto porque pueden unirse a ellos factores transcripcionales que
modifican la estructura de la cromatina, y también doblando el DNA, para acercar

aumentadores distantes a los promotores, formando complejos con factores transcripcionales y
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polimerasas (Figura 10). En estas nuevas configuraciones, la transcripcion es estimulada en

niveles altos, incrementando la tasa de sintesis de RNA mensajero (Klug et al., 2008).

AUMENTADOR

REGION
CODIFICANTE

CAJA TATA |
PROMOTOR NUCLEO

Figura 10. Complejo formado sobre el promotor y participacién de los aumentadores o silenciadores
durante el inicio de la transcripcién. Modificado de Tjian, 1995.

2.4  Virus del mosaico de la coliflor

El virus del mosaico de la coliflor (CaMV) es un virus de la familia Caulimoviridae,
perteneciente al Grupo VII de la clasificacion de Baltimore (Virus de DNA bicatenario
retrotranscrito). Este virus puede infectar una gran variedad de plantas de la familia
Brassicaceae, principalmente col, coliflor, nabo y otras brasiciceas de ambientes templados
(Tomlinson, 1987). El CaMV es transmitido por afidos (Schoelz y Bourque, 1999) y es muy

posible encontrarlo en cultivos en que estos insectos no son controlados adecuadamente, por
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ejemplo en cultivos orgdnicos. La infeccidn inicial puede producir una baja en la calidad de
los cultivos, pero infecciones tardias provocan sintomas en toda la planta. El virus infecta la
mayoria de las células del hospedero y produce 105 particulas virales por célula. Cada
particula contiene una molécula del genoma viral, 8 kpb de DNA circular bicatenario con una

copia de dos promotores, el 19S y el 35S (Hohn, 1999).

El ciclo de replicacién del virus tiene dos fases, primero, el genoma viral es desnudado
en el nucleo de la célula hospedera, forma un minicromosoma y es transcrito dando origen a
dos RNAs, RNA 35S (utilizando el promotor 35S) y RNA 19S (usando el otro promotor).
Posteriormente, estos RNAs son exportados al citoplasma, donde el RNA 35S sirve como
templete para transcripcion reversa y también para ser traducido a varios productos génicos; el
RNA 19S es traducido a un solo producto génico. El CaMV fue el primer virus de plantas
encontrado que involucraba transcripcién reversa en su replicacion (Hull y Covey, 1983;
Pfeiffer y Hohn, 1983; Hohn, 1999), actualmente se conocen mas de treinta virus con

mecanismos de replicacion similares.

2.4.1 Promotor constitutivo 35S

El promotor 35S fue descrito durante la década de 1980, inicialmente fueron descritos
varios promotores de plantas que tenian usos potenciales en biotecnologia. Este promotor
confiere altos niveles de expresion de los genes que regula en la mayoria de las células a las
que es transferido y esta expresion no depende de factores frans-activadores. Por esta razén es

uno de los promotores mas usados en biotecnologia (Benfey y Chua, 1990).
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Andlisis de deleciéon del promotor 35S revelaron la existencia de varios moddulos
reguladores de la expresion (Odell et al., 1985; Ow et al., 1987; Fang et al., 1989). En tejido
de callo y hoja de tabaco, una delecién de —943 a —343 pb rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion no disminuyo la expresion del reportero. Sin embargo, la delecion hasta —105 pb
disminuy6 la transcripcion a una tercera parte del valor control; posteriormente, la delecion
hasta —46 pb disminuyé la expresién a un veinteavo de la cantidad observada con —105 pb
(Odell et al., 1985). Estas observaciones sugieren que las regiones del promotor CaMV 35S
entre —343 y —105 pb y —105 y —46 pb son importantes para la activacion transcripcional. Un
segundo estudio empled deleciones 5"y 3” progresivas para definir de manera mas precisa los
elementos cis-reguladores. Se identificaron cuatro regiones que afectan la transcripcion en
hojas de tabaco (Fang et al., 1989). Cuando la region entre —208 y —46 pb es suprimida, la
transcripcion decae a una veinteava parte del valor control. Esta region activa la transcripcion
en ambas direcciones, indicando que posee propiedades de aumentador. Posteriormente fue
posible observar un efecto sinérgico al realizar combinaciones de elementos en cis del
promotor. La regién de —90 a +8 pb no presenta expresion detectable en tejido de hoja; de
manera similar las fusiones del fragmento —343 a —208 pb unido al promotor minimo 35S (46
a +8 pb) no produjeron niveles de expresion detectables. Sin embargo, cuando los fragmentos
—343 a 208 pb y —90 a +8 pb son fusionados, la expresion es detectada nuevamente en hoja

(Fang et al., 1989).

Estos andlisis de deleciéon en el promotor 35S sugieren que mds de una region del
promotor contribuye a la expresion. Cuando la regién —90 a +8 es fusionada al gen estructural
de cloranfenicol acetil-transferasa (CAT), la actividad de CAT es detectada en raiz pero no en

hoja. Estudios mas detallados de los mdédulos del promotor en distintos tipos celulares
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mostraron que estas regiones regulan la expresion de manera diferencial dependiendo del
tejido de que se trate, sin embargo, siempre se observan niveles basales de expresiéon en
cualquier tejido y en cualquier etapa del desarrollo de la planta cuando se encuentra el

promotor completo (Benfey y Chua, 1990).

2.5 Cultivo de tejidos vegetales

Los sistemas experimentales basados en el cultivo de células y tejidos vegetales se
caracterizan por el uso de partes aisladas de plantas, llamadas explantes, obtenidos de plantas
completas y mantenidos en medios nutritivos (Thorpe 1990 ; Sugiyama, 1999). Estos medios
reemplazan el entorno de las células, tejidos o elementos conductores que rodean o se
comunican con el explante. Estos sistemas experimentales son mantenidos usualmente en
condiciones de asepsia. De otra manera, debido al rdpido crecimiento de microorganismos
contaminantes, el material cultivado podria ser rebasado ripidamente, resultando en la
imposibilidad del anélisis del objeto de estudio (Thorpe, 1981; Kyte y Kleyn, 1996; Neumann

y Jafargholi-Imani, 2009).

El uso del cultivo de tejidos tiene como objetivo, al menos en estudios bésicos, el ayudar
a comprender mejor las respuestas bioquimicas, fisiologicas y anatomicas del material
estudiado bajo factores especificos y en condiciones controladas, con miras a obtener una
visién mas acertada de lo que ocurre durante la vida de la planta en su entorno natural (Kyte y
kleyn, 1996; Hazarika, 2006). Comparado con el uso de plantas completas, la principal ventaja
de estos sistemas es el control mds sencillo de factores ambientales fisicos y quimicos, los

cuales pueden ser mantenidos constantes a costos razonables. También puede ser evaluado el

30



crecimiento y desarrollo de varias partes de la planta sin la influencia remota de otros
componentes del cuerpo vegetal. Sin embargo, en la mayoria de los casos, la histologia del
material cultivado experimenta cambios, y eventualmente podria perderse (Zimmerman,
1993). Actualmente es posible investigar la respuesta de ciertos tejidos a factores especificos,
como lo es la influencia de nutrimentos u hormonas vegetales en el desarrollo y metabolismo
relacionado al crecimiento de los tejidos (Vasil et al., 1991; Neumann y Jafargholi-Imani,

2009).

Las ventajas de estos sistemas pueden verse contrarrestadas por algunas desventajas; por
ejemplo, en sistemas heterdtrofos y mixotréficos, en los que son requeridas altas
concentraciones de azucar (superiores al 2 %) y otros compuestos organicos, aumenta el riesgo
de contaminacién microbiana (Bhojwani y Razdan, 1983). Otras desventajas son las
dificultades y limitaciones de la extrapolacién de los resultados basados en cultivos celulares o
de tejidos, para interpretar fendmenos que ocurren en organismos completos durante su
desarrollo. Siempre ha de tenerse en cuenta que el cultivo de tejidos s6lo es un sistema
modelo, con todas las caracteristicas positivas y negativas inherentes de tales montajes

experimentales (Kyte y Kleyn, 1996; Hazarika, 2006).

La organizacion del sistema genético y de la estructura celular basica es esencialmente la
misma, por lo tanto, el cultivo de tejidos de plantas superiores se adapta mejor como sistema
modelo que los cultivos de algas, utilizados generalmente en investigaciones bioquimicas y

fisioldgicas (Dudits et al., 1991; Ikeda et al., 2006).
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2.5.1 Tipos de cultivos

En esta disciplina, los términos cultivo celular y de tejidos son sumamente amplios y
necesariamente inespecificos. En términos practicos, pueden distinguirse basicamente cinco
areas, las cuales son: cultivo de callos, suspensiones celulares, cultivo de protoplastos, cultivo

de anteras y cultivo de 6érganos o meristemos (Neumann y Jafargholi-Imani, 2009).

2.5.1.1 Cultivo de callo

En este tipo de cultivo se utilizan partes aisladas de un cierto tejido llamado explante,
miemo que es obtenidos asépticamente directamente del 6rgano de la planta, y cultivado en
medio nutritivo. Después de transferir los explantes a condiciones promotoras de crecimiento,
en la superficie del corte inicia la division celular, a modo de cicatrizacién de herida, ocurre un
tipo de crecimiento desorganizado, dando inicio a la formacion del callo (Constabel, 1984;
Debergh y Zimmerman, 1993). Una vez comenzado este proceso , el medio se suplementa con
hormonas de crecimiento, esta actividad de crecimiento desorganizado continuard y se
mantendra sin diferenciacion morfoldgica evidente. Una de las ventajas de este montaje es que
la diferenciaciéon de 6rganos como raices, tallos e incluso embriones, puede ser estimulada a
partir de este tejido sin identidad morfolégica (Smith, 1992). El cultivo de callo puede ser
utilizado para estudiar procesos celulares y bioquimicos del crecimiento, relacionados con la

division, alargamiento y diferenciacion celular (Neumann y Jafargholi-Imani, 2009).
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2.5.1.2 Cultivo de células en suspension

Un cultivo de células en suspension se caracteriza por ser una suspension homogénea de
células en division constante (King, 1984). Estas cultivos pueden utilizarse en estudios
bioquimicos y sobre fisiologia, asi como para el estudio del crecimiento, metabolismo,
biologia molecular y en experimentos de ingenieria genética (Debergh y Zimmerman, 1993;
Dudits et al., 1995). También pueden ser usados para produccién de metabolitos a gran escala
(West y Mika, 1957; Tabata et al., 1978). No existe un método estadndar para generar cultivos
en suspension. Sin embargo, en la mayoria de los casos la transferencia de callo friable a
medio liquido en agitacion constante producira la dispersién de las células. Los cultivos en
suspension crecen mds ripido que el callo y son mds homogéneos; a pesar de esto, la tasa de
variabilidad genética también se incrementa, produciendo variaciones e inestabilidad en los

cultivos (Dougall, 1990).

2.5.2 Fitohormonas

Las fitohormonas ocupan una posiciéon central en la regulacién del crecimiento y
especialmente en la diferenciacion de las plantas en general, asi como en los sistemas de
cultivos celulares y de tejidos. En analogia con las hormonas animales, las fitohormonas son
definidas como sustancias producidas en algunos tejidos en determinadas etapas del desarrollo
de una planta, se distribuyen por el sistema vascular y generalmente actian en tejidos remotos,
a concentraciones muy bajas (Maeda y Thorpe, 1979). Las fitohormonas forman parte de un

tipo de sistema de sefializacién que coordina el desarrollo y crecimiento de las plantas. Las
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funciones hormonales en sistemas animales son generalmente muy especificas y localizadas,
mientras que en sistemas vegetales, las fitohormonas son un tanto inespecificas, y a menudo se
relacionan con el estado fisiol6gico o con la ubicacién de las células o tejidos blanco. En estos
sistemas, una reaccién puede ser inducida por varias de estas sustancias, y a su vez, una sola
fitohormona puede producir varias reacciones (Evans et al., 1981; Gross y Parthier, 1994).

Algunas reacciones en plantas completas se muestran en la tabla 4.

Con base en dichas respuestas, las fitohormonas son divididas en cinco grupos: auxinas,
giberelinas, citocininas, compuestos gaseosos como el etileno, y un grupo asociado con el
retardo del crecimiento y la abscision, tal como el 4cido abscisico y mds recientemente
también han sido descritos los brasinosteroides, el dcido jasmoénico y el acido salicilico (Evans
et al., 1981; Vasil y Thorpe, 1994; Davies, 1995; Brock y Kaufman, 1991); estos dos dltimos,
son parte de importantes mecanismos de defensa en las plantas. Existen también compuestos
de origen sintético que inducen reacciones que son caracteristicas de los grupos auxinas y

citocininas, principalmente (George, 1993).

Tabla 4. Reacciones de plantas superiores después de la adicién de fitohormonas (+, reaccién positiva;
—, reaccidn negativa).

Evento Auxinas Giberelinas Citocininas  Etileno ABA
Formacién de raiz + - - + -
Rompimiento de dormancia + + - - _
Aumento de 4rea de hoja - - - + -
Desarrollo de brotes de hojas - + - = —
Alargamiento de internodos - + + - _
Senescencia de hojas + - = + 4
Activacién de yemas laterales + + - - -
Crecimiento de fruto - + + ? -
Abscisién de fruto - - - + +
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La sintesis de fitohormonas involucra distintas rutas metabdlicas. Las auxinas son
sintetizadas a partir del triptéfano (Banrdusky e al., 1995), las giberelinas son diterpenos
(Sponsel, 1995), las citocininas son producto del metabolismo de nucleétidos (Binns, 1994) y
el etileno es sintetizado a partir de metionina (Abeles et al., 1992). La sintesis de 4cido
abscisico parte del metabolismo de diterpenos (Walton y Li, 1995). Las fitohormonas pueden
ser clasificadas también como metabolitos secundarios, sin embargo, el metabolismo
secundario es caracteristico de células diferenciadas, con tasas de division bajas o nulas, pero
las fitohormonas son sintetizadas en su mayoria, en tejidos jovenes y con alta tasa de divisién

celular, como los meristemos (Evans et al., 1981; Brock y Kaufman, 1991).

Las fitohormonas y algunos reguladores de crecimiento sintéticos se encuentran en tres
formas principales: 1) moléculas libres; 2) conjugados, en los que los compuestos se unen a
moléculas de bajo peso molecular, como aminodcidos o carbohidratos y 3) moléculas unidas a
estructuras de alto peso molecular, principalmente péptidos y proteinas. Cuando se encuentran
como moléculas libres son fisiolégicamente activas, mientras que los conjugados con
moléculas pequefias son formas de transporte y se encuentran inactivas. Las moléculas unidas
a estructuras de alto peso molecular pueden funcionar como un tipo de inmovilizacién o
almacenamiento inactivo en células (Chow y McCourt, 2006; Zhao, 2008; Neumann y

Jafargholi-Imani, 2009).
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2.6 Transformacion genética por biobalistica

Durante mucho tiempo la introduccién de nuevas caracteristicas en las plantas fue el
fitomejoramiento vegetal tradicional, que implica la seleccién de individuos con
caracteristicas deseables, seguida de la hibridacion sexual y finalmente la seleccioén de plantas
con el fenotipo deseado. La desventaja de esta proceso estriba en que, para producir una nueva

variedad se necesitan de 10 a 15 afios (Okada et al., 1986).

La ingenieria genética vegetal no sélo puede acelerar este proceso, también permite la
transformacion vegetal al introducir genes, ya sea por hibridacién somatica o utilizando una
amplia gama de ticnicas desarrolladas con el mismo fin (lida et al., 1991). Entre la amplia
variedad de técnicas utilizadas para la transformacion genética de células vegetales se
encuentran las que van desde el sistema natural de transferencia génica por medio de
Agrobacterium sp. y el tratamiento quimico de protoplastos con polietilenglicol, hasta los
procedimientos fisicos que incluyen la electroporacion de protoplastos y tejidos, la
microinyeccion, la transformacion mediada por fibras de carburo de silicio y el bombardeo de

particulas (Southgate et al., 1995).

En los dltimos afios la técnica del bombardeo de particulas se ha convertido en un
método confiable para la produccién de plantas transgénicas. Esta se basa en la aceleracion de
microproyectiles (tungsteno u oro) cubiertos con DNA, por medio de una descarga explosiva o
un gas presurizado (ej. diéxido de carbono, nitré6geno, helio) hasta una velocidad suficiente
para penetrar la pared celular (Iida et al., 1990). Una proporcion de las células blanco
permanece viable y el DNA una vez integrado en el genoma vegetal puede ser expresado

(Southgate et al., 1995; Vain et al., 1995). Esta técnica ha sido ampliamente aceptada y
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ademads de extender el rango de organismos que pueden ser genéticamente transformados con
diferentes fines, también tiene amplias aplicaciones en el campo de la biologia molecular,
donde se han desarrollado sistemas de expresiOn transitoria para monitorear de manera rapida
la respuesta de los genes a factores ambientales, genéticos y tejido especificos (Morikawa et

al., 1989; Klein y Fitzpatrick-McElligot, 1993).

Muchos métodos de transformacion estan restringidos a un tipo de explante en
particular; ejemplo de esto es la transformacién mediada por fibras de carburo de silicio, que
requiere de células en suspension para llevarse a cabo, o la electroporacién de protoplastos, los
cuales necesitan bastante tiempo para su establecimiento y mantenimiento. Comparado con
estas técnicas de transformacion, el bombardeo de particulas permite la transformacién de una
gran variedad de células en suspension, callos, protoplastos, tejidos meristeméticos y polen. Es
asi como el bambardeo de particulas cubiertas con DNA ha demostrado ser una técnica de

facil empleo, versatil y eficiente (lida et al., 1990; Southgate et al., 1995).
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3  Justificacion

En el ciclo celular eucaridtico, durante la transicion de la fase G1 a S, han sido
caracterizados complejos reguladores formados por cinasas dependientes de ciclina y ciclinas
tipo D. Dentro de la familia de ciclinas D de maiz se han estudiado al menos 17 genes y se ha
observado que existen fluctuaciones en su expresion durante la germinacién. Al ser tratados
con hormonas vegetales (auxinas, citocininas o 4cido abscisico) estas fluctuaciones se

modifican.

En reportes previos del grupo de trabajo del Dr. Jorge Vazquez Ramos, se demostré que
algunos genes de ciclo celular responden a sefiales externas como la presencia de fuente
carbonada u hormonas vegetales, elementos necesarios para que ocurra la germinacién de la
semilla de maiz. Estas observaciones llevan a suponer que en las regiones promotoras de los
genes analizados pueden estar presentes elementos cis reguladores encargados o relacionados
con dicha respuesta, por lo tanto, en el presente estudio se propone estudiar la region
promotora de la ciclina D2;2 de maiz y la de un promotor constitutivo, el 35S del virus del
mosaico de la coliflor, para detectar secuencias especificas de elementos cis-reguladores
relacionados con la respuesta a hormonas vegetales, azucares y a diversos factores
transcripcionales involucrados principalmente en el control y establecimiento del ciclo celular.
Este trabajo tiene como principal finalidad el proveer informacion sobre el posible papel de la
region promotora de la ciclina D2;2 en el avance del ciclo celular percibiendo sefiales

externas.
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4  Objetivos

4.1 Objetivo general

Analizar la region promotora del gen de ciclina D2;2 de maiz y el promotor 35S
)
w del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), asi como observar y comparar los
niveles de expresion del gen reportero GFP bajo la regulaciéon de ambos

promotores en células de callo embriogénico de maiz y epidermis de cebolla, para

conocer el papel que desempeiian en la respuesta a condiciones externas.

4.2  Objetivos particulares

1 Obtener la secuencia de los promotores de CycD2;2 y CaMV35S para determinar

tipo y posicion de elementos cis-reguladores presentes en sus secuencias.

™1 Clonar 2022 pb del promotor CycD2;2 y el promotor CaM V35S, fusionados con
el gen reportero GFP, respectivamente y transformar mediante biobalistica callo
embriogénico de maiz y epidermis de cebolla con las construcciones de ambos
promotores para observar la actividad del gen reportero bajo la regulacion de
ambas regiones promotoras.

¢

Comparar actividad de los promotores mediante la expresion de GFP para conocer

su respuesta a distintas condiciones externas.
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Materiales y métodos

’ OBTENER
SECUENCIAS
TEORICAS DE LOS

PROMOTORES
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objetivos del trabajo.

Diagrama que representa los pasos experimentales seguidos para cubrir satisfactoriamente los
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5.1 Amplificacion y clonacion de las regiones promotoras

La secuencia del promotor de CycD2;2 (pCycD2;2) de maiz se obtuvo de la base de
datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) mediante busqueda con la herramienta de
alineamiento bésico local (BLAST, por sus siglas en inglés). Posteriormente se disefiaron
cebadores de DNA especificos para pCycD2;2 en las posiciones —2022 y —1 pb rio arriba del
sitio de inicio de la transcripcion, utilizando el programa AmplifX 1.5.4 (Jullien, 2008). La
secuencia del promotor 35S (p35S) se obtuvo del vector pEarleyGate103 (Earley et al., 2006)
(Apéndice 1A). Los cebadores fueron disefiados para amplificar el promotor completo (1335
pb), afiadiéndoles la secuencia de los sitios de recombinacién Gateway®. Al cebador fordward
de pCycD2;2 se le afadié la secuencia CACC en el extremo 5 y fue clonado al vector
pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen) (Apéndice 1B) siguiendo las indicaciones del fabricante

(Tabla 5).

Tabla 5. Cebadores disefiados para amplificar los promotores mediante PCR

Cebador Secuencia 5°— 3’ Iy
esperado
Forward pCycD2;2 CAC CGG CCC CAT TTG TTT GGA AGT GT 023 o
p

Reverse pCycD2;2 TAG AAC GCC ACC TACTTG CCG AA

AAA AGC AGG CTA GCT TAA CAG CAC AGT TGC
Forward p35S

TC 1335 pb
Reverse p35S AGA AAG CTG GGC GTG TCC TCT CCA AAT GA

Los ensayos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se
llevaron a cabo utilizando iProof™ High—Fidelity Master Mix (Bio-Rad) siguiendo el
protocolo del proveedor. Las condiciones para PCR fueron: un ciclo de desnaturalizacién

inicial a 98° C durante 30 s; 35 ciclos de reaccion (desnaturalizaciéon: 30 s a 98° C,
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alineamiento 30 s a 61° C y extensién 15 s por kb a 72° C) y una extension final de 5 min a
72° C. Los productos de PCR fueron evaluados mediante electroforesis en gel de agarosa 1%,
tefiido con bromuro de etidio, observado con transiluminador de luz UV y documentado con el

Digital Science Image Station™ 440CF! (Kodak).

5.2  Construccion de las fusiones de los promotores al gen reportero
GFP::GUS en pPBGWFS7.0 (Sistema Gateway®)

Los promotores clonados en los vectores de entrada fueron subclonados en el vector de
expresion para células vegetales pBGWFS7.0 (Apéndice 1C) utilizando la tecnologia
Gateway®, este es un método de clonacién ampliamente usado que se basa en las propiedades
de recombinacion sitio-especifico del bacteriéfago lambda (Landy, 1989). Para esto, a los
cebadores de p35S se les anadi6 el sitio de recombinacion y se realiz6 la reaccion de PCR; el
vector pENTR™/D-TOPO® incluye los sitios en su secuencia, por lo que al realizar la
clonacién, éstos quedan fusionados a la secuencia de interés, dando origen a la clona de

entrada directamente.

5.2.1 Preparacion y transformacion de células competentes de Escherichia coli
DH5a

Se inocul6 una colonia aislada de un stock en glicerol de la cepa de E. coli en 10 ml de
caldo Luria (LB) en un matraz de 125 ml y se incub6 a 37° C en agitacion constante a 250 rpm
durante toda la noche. Posteriormente se transfirieron 2 ml del cultivo a 200 ml de medio LB

en un matraz de un litro y se incubaron a 37° C y 250 rpm hasta que el cultivo alcanzé una
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absorbancia de 0.375 a 590 nm. Después, el cultivo se transfiri a 4 tubos estériles de 50 ml
para centrifuga, y se incubaron durante 10 min a 4° C. Se centrifugaron a 3000 rpm a 4° C por
7 minutos y se resuspendié cada boton celular en 10 ml de CaClz (60 mM, glicerol 15 %) frio.
Posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm a 4° C por 5 min y se resuspendié cada botén
celular en 10 ml de CaCl; (60 mM, glicerol 15 %) frio y se mantuvo en hielo por 30 min (nota:
el contenido de los tubos puede juntarse en un mismo tubo). Se centrifugé a 3000 rpm a 4° C
por 7 min, se resuspendio el botén celular en 2.5 ml de solucién de CaClz (60 mM, glicerol 15

%) fria y se hicieron alicuotas de 100 ul en tubos de microcentrifuga, las cuales se

sumergieron en nitrégeno liquido hasta congelar y se almacenaron a —70° C.

Para transformar la cepa se tomé una alicuota de células competentes y se le adicioné de
0.1 a 1.0 ug de DNA plasmidico, se incub6 en hielo 20 min y se le dio un choque térmico a
42° C durante 2 min, posteriormente se adicioné 1 ml de caldo Luria y se incub6 30 min a 37°
C. Se plaque6 0.1 ml de la muestra sobre una caja Petri con medio LB agar suplementado con

el antibidtico apropiado.

La extraccion de DNA plasmidico se realizé utilizando el illustra™ plasmidPrep Mini
Spin Kit (GE Healthcare) y PureLink™ HiPure Plasmid Maxiprep Kit (Invitrogen), siguiendo

las condiciones recomendadas por el fabricante.

5.2.2 Reaccion de recombinacion

Una vez obtenido el fragmento esperado para p35S con los sitios de recombinacién del

sistema Gateway®, se realizé la primer reaccién de recombinacién utilizando como vector
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donador al vector pPDONR™/Zeo (Invitrogen) (Apéndice 1D) con el BP Clonase™ II Enzyme
Mix (Invitrogen) (Figura 11), siguiendo las recomendaciones del fabricante, y se obtuvo la

clona de entrada. Con ésta se transformé E. coli DHS5a y se plaqued en cajas Petri de 15 x 100

mm con medio LB agar/zeocina (50 pug/ml) y se incubaron a 37° C durante toda la noche.

AttB1 AttB2

X

BP Clonase™ Il Enzyme Mix

pDONR™/Zeo/

CaMVp35S
pDONR™/Zeo

4290 pb

Chioramphenicol

Figura 11. Representacion de la reaccién de recombinacién entre el producto de PCR de p35S con los
sitios de recombinacién Gateway® (AttB1 y AttB2) y el vector donador pPDONR™/ Zeo, dando origen a
la clona de entrada pPDONR™ /Zeo /CaMVp35S. Se observan los sitios de recombinacién en color rojo
y el inserto correspondiente al promotor p35S en rosa.

Las colonias obtenidas que corresponden a las transformantes se rayaron en cajas Petri
con medio LB/zeocina y se duplicaron en cajas con LB/zeocina/cloranfenicol (50 pg/ml; 50
pg/ml), eligiendo aquellas que crecieron Unicamente en la caja con zeocina. El mismo

procedimiento se realiz6 para la clona pENTR™/D-TOPO®/pCycD2;2, pero utilizando
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kanamicina (50 pg/ml) como agente selectivo. Se realiz6 PCR en colonia para confirmar la
presencia del inserto y posteriormente, la extraccion de DNA plasmidico utilizando el

illustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit.

Con las clonas de entrada purificadas, se realiz6 la segunda reaccién de recombinacidn,
utilizando como vector destino el pBGWFS7.0 con el LR Clonase™ II Enzyme Mix,
siguiendo las recomendaciones del fabricante, obteniendo como producto final la clona de
expresion, que es el vector pPBGWFES7.0 al cual se insert6 el promotor pCycD2;2 (Figura 12) y

p35S (Figura 13), respectivamente, fusionados en marco de lectura con el gen reportero GFP.

pBGWFS7.0/
pCycD2;2
12,850 pb

PENTR™/D-TOPO®/
pCycD2;2
4,598 pb

pBGWFS7.0
12,451 pb

LR Clonase™ Il
Enzyme Mix

Figura 12. Representacion de la reaccién de recombinacién entre el vector de entrada pENTR™ /D-
TOPO®/pCycD2;2 y el vector pPBGWFS7.0, resultando la clona de expresiéon pBGWFS7.0/pCycD2;2. Se
observan en color rojo los sitios de recombinacién, en verde y azul los reporteros GFP y GUS,
respectivamente y el inserto correspondiente al promotor en rosa.

Se hizo una segunda transformacion de E. coli DH5a con los productos de estas dltimas

recombinaciones. Las colonias obtenidas que corresponden a las células transformadas se
rayaron en cajas con medio LB/espectinomicina (100 pg/ml) y se duplicaron en cajas con LB/

espectinomicina/cloranfenicol (100 pg/ml; 50 pg/ml), eligiendo aquellas que crecieron
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Unicamente en espectinomicina. Se realiz6 PCR en colonia para confirmar la presencia del
inserto y se extrajo pladsmido usando el PureLink™ HiPure Plasmid Maxiprep Kit, obteniendo

asi las construcciones con que se transformaré el material bioldgico.

pBGWFS7.0/
CaMV 35S
12,110 pb

pDONR™/Zeo/
CaMV p35S

pBGWFS7.0
12,451 pb

LR Clonase™ ||
Enzyme Mix

Figura 13. Representacion de la reaccién de recombinacién entre el vector de entrada pDONR™ /Zeo/
CaMV p35S y el vector pPBGWES7.0, resultando la clona de expresién pBGWFS7.0/ CaMVp35S. Se
observan en color rojo los sitios de recombinacién, en verde y azul los reporteros GFP y GUS,
respectivamente y el inserto correspondiente al promotor en rosa.

53 Sistemas modelo

5.3.1 Callo embriogénico de maiz

El material bioldgico utilizado para transformacién genética fue proporcionado por el
laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento de Bioquimica, Facultad de

Quimica, UNAM. Los cultivos de callo embriogénico fueron establecidos a partir de
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embriones cigéticos inmaduros de maiz (Zea mays L., raza tuxpefio), cosechados 15-18 dias
después de la polinizacién. Se empleé medio N6p modificado (Chu et al., 1975) (Apéndice
2A) para la induccidn y proliferacion. Los cultivos celulares fueron preparados durante los 3—4
meses previos a la transformacion y subcultivados 12 dias antes del bombardeo de particulas,

siguiendo las condiciones establecidas por Guerrero-Andrade en 1998.

5.3.2 Epidermis de cebolla

Se empled una cebolla de aprox. 150 g de peso y se desinfecté sumergiéndola en una
solucién de agua desionizada estéril con 10 % de hipoclorito de sodio, 4 gotas de tween-20 por
cada 250 ml y 10 gotas de Microdin® por cada 250 ml. Se mantuvo en agitacién constante
durante 15 min. Una vez transcurrido este tiempo se hizo un segundo lavado con agua
desionizada estéril por 10 min en agitacién constante. Se escurrié el agua y se hizo un corte
longitudinal, se tomo la tercera capa contando desde el centro. De ésta, se hicieron secciones
de 1 cm? aprox. y se retir6 la epidermis de la cara céncava con ayuda de unas pinzas,
colocdndola en el centro de una caja Petri de 60 x 15 mm con medio MS (Murashige y Skoog,
1962) sin sacarosa, adicionado con la hormona correspondiente a evaluar en el ensayo de
expresion transitoria (AIA 0.5 pg/ml; ABA 1 pg/ml) . Posteriormente se realizé el bombardeo
a 7.5 cm de distancia, a una presiéon de helio de 116 psi y un vacio de 20-22 in Hg. Se
incubaron en iluminacién constante durante 20 h a 25° C, para finalmente ser analizadas bajo

microscopio confocal.

47



54 Transformacion por biobalistica

5.4.1 Preparacion de los microproyectiles de tungsteno

Se pesaron 60 mg de particulas de tungsteno de 0.4 um de didmetro (M5) y se colocaron
en tubo de centrifuga de 10 ml, después se afiadieron 2 ml de HNO3 0.1 M y se sonicé en hielo
durante 20 min. Posteriormente se elimindé el HNOs;, se agregé 1 ml de agua desionizada
estéril y se transfirié la muestra a un tubo de microcentrifuga, sonicindose brevemente. Las
microparticulas se centrifugaron de 10 a 30 s a 10,000 rpm. Se eliminé el agua y se afiadi6 1
ml de etanol absoluto. Nuevamente se sonico brevemente y se centrifugé de 10 a 30 s a 10,000
rpm para eliminar el etanol. Se agregd 1 ml de agua desionizada estéril y se sonicé
brevemente. Posteriormente se colocaron 200 pl de la suspension en tubos de microcentrifuga

y se agregaron 750 pl de agua desionizada estéril. Finalmente se almacenaron a —20° C.

5.4.2 Acoplamiento del DNA a las microparticulas (Klein et al., 1988)

En un tubo de microcentrifuga se colocaron 50 pl de la suspensién de microparticulas de
tungsteno, a continuacién se colocaron 50 pl de CaCl; 2.5 M en la pared del tubo evitando
mezclarlos con las particulas de tungsteno, después se agregaron 50 ul de DNA plasmidico
(1pg/ul) al CaClz y se afiadieron 20 pl de espermidina. Posteriormente se dio un pulso en
vortex a la mezcla y se centrifugé durante 10 s. Se eliminaron 100 ul del sobrenadante,
resuspendiendo las particulas en el liquido restante. Finalmente se aplicaron 5 pl de las

microparticulas cubiertas con el DNA en el centro del filtro del dispositivo de bombardeo.
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5.4.3 Bombardeo con microproyectiles de tungsteno con caimara de baja
presion (Bond et al., 1992)

El bombardeo de particulas se llevé a cabo a una presiéon de helio de 120 psi a una
distancia de 13 cm entre el filtro del dispositivo y el tejido blanco, en un vacio de 20-22 in
Hg. Se tomaron los callos embriogénicos de 12 dias después del subcultivo y se colocaron un
dia antes del bombardeo en cajas Petri de 60 x 15 mm con 15 ml de medio N6p sélido (2.8 g/l
de Phytagel™) (Sigma-Aldrich). Se coloc una porcién de callo de 1 cm de didmetroy 3 a 5
mm de espesor en el centro de la caja. Se procedid a realizar un disparo a cada caja,
posteriormente se sellaron las cajas y se mantuvieron en recuperacion durante los siguientes

dos dias a 25 = 2° C, en condiciones de obscuridad.

5.5 Esquema de regeneracion de plantas transgénicas

Dos dias después del bombardeo el material fue pasado a medio de cultivo N6p liquido
(2,4-D 2 mg/l, kinetina 0.15 mg/1) adicionado con de glufosinato de amonio (Basta®) 2 mg/I,
en agitacion a 200 RPM y obscuridad a 25 + 2° C durante una semana. Se sustituy6 el medio
de cultivo con medio fresco y se mantuvo una semana mds en las mismas condiciones. A la
tercera semana se paso el callo a medio sélido con 3 mg/l de Basta® en obscuridad. A la quinta
semana se subcultivé en medio fresco bajo las mismas condiciones; en éste punto una porcién
del callo fue colocada en medio liquido y mantenida en agitacién durante dos semanas para su
andlisis bajo microscopio confocal y otra porcion fue almacenada para realizar ensayos de

PCR y Western blot. A la séptima semana se cambi6 a medio de cultivo N6p sélido (2,4-D 1
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mg/l, kinetina 0.075 mg/l) y 3 mg/l de Basta® en condiciones de fotoperiodo 16 h luz y 8 h
obscuridad. A la décima semana el callo se cambi6 a medio MS sin hormonas y 1.5 mg/l de
Basta®. Hasta este punto se mantendrdn subcultivos periédicos bajo las mismas condiciones

hasta observar puntos de regeneracion.

5.6 Extraccion de proteinas de callo embriogénico de maiz

Se pesaron 350 mg de callo y la muestra se congeld en nitrégeno liquido, posteriormente
se pulveriz6 en mortero de porcelana y se almacené a —70° C. El tejido se colocé en un tubo
de microcentrifuga de 1.5 ml y se adicionaron 250 pl de buffer de extraccion ( 70 mM Tris-
HCI, 1 mM MgClz, 25 mM KCI, 5 mM Na;EDTA, 0.25 mM sacarosa, 7.5 mM DTT y 0.1 %
Tritéon X-100); los tubos se colocaron en vértex por 5 min y se centrifugaron a 13,000 rpm a
4° C, se paso el sobrenadante a un tubo nuevo y se prosiguid con la cuantificacién. Esta se
realiz6 midiendo la absorbancia a 280 nm utilizando el equipo NanoDrop™ 2000c (Thermo

scientific) con el software incluido, siguiendo las instrucciones del manual de usuario.

5.6.1 Inmunodeteccion del reportero GUS

Para la deteccion de la fusion de las proteinas GFP::GUS empleadas como reporteros en
el vector, se corrieron 50 ug de proteina total soluble en un gel de poliacrilamida al 10 %
durante 90 min a 120 V. Posteriormente se transfirieron a una membrana PVDF de 0.45 um de
poro (Millipore) previamente hidrolizada con metanol, utilizando como buffer de transferencia

CAPS 1X en el Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad) a 2.5 A y 25 V durante 7
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min, repitiendo el programa de transferencia dos veces para asegurar la transferencia de la

totalidad de las proteinas.

Una vez transferidas las proteinas a la membrana, ésta se bloqueé durante 2 h con una
disolucion de leche en polvo al 10 % en PBS 1X-Tween20 0.1 %, posteriormente se hicieron
tres lavados de 10 min con PBS 1X. Después se afiadio el anticuerpo primario anti-3-
glucuronidasa (fraccién de IgG de conejo) (Invitrogen) en proporcién 1:1000 en una solucién
de leche en polvo 5 % en PBS 1X-Tween20 0.1 %, y se incub6 durante toda la noche a 4° C
en agitacion constante. A continuacion se hicieron tres lavados con PBS 1X-Tween20 0.1 %
de 15 min cada uno y se adicion¢ el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado a la
peroxidada alcalina (Sigma) en proporcién 1:40,000, en una solucién de leche en polvo al 5 %
en PBS 1X-Tween20 0.1 %, incubandolo durante 1 h a temperatura ambiente en agitacion

constante. Finalmente se hicieron tres lavados mas con PBS durante 15 min cada uno.

La identificaciéon de proteinas se realiz6 por quimioluminiscencia bafiando las
membranas con el Western Blotting Detection Reagent (Millipore). El revelado se hizo en
placas fotograficas Hiperfilm ECL 18 x 24 cm (Kodak) utilizando la solucién de revelado

GBX Developer (Kodak) y de fijacién GBX fixer (Kodak).

5.7 Extraccion de DNA genémico de callo embriogénico de maiz

Se molieron 350 mg de callo congelado en nitrégeno liquido y se colocaron en un tubo
estéril de 15 ml. Después se adicionaron 9 ml de buffer CTAB modificado (2 % CTAB, 1.5 M

NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris y 2 % 2-mercaptoetanol) y se resuspendié el tejido
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molido. Posteriormente se incubé a 60° C durante 90 min en agitacién continua, una vez
transcurrido el tiempo se dejé enfriar la muestra y se adicionaron 4.5 ml de cloroformo-
octanol (24:1) y se agité lentamente por 10 min. Se centrifugé a 12,000 rpm 10 min a
temperatura ambiente y se decantd la fase acuosa (superior) en un tubo nuevo y se repitio la

extraccion con cloroformo-octanol.

Se centrifugd nuevamente por 10 min a 12,000 rpm y la fase acuosa se recuperd en un
tubo nuevo con 6 ml de isopropanol y se mezclé por inversion. Con una punta de pipeta
Pasteur se colectd el DNA y se lavo con 2 ml de etanol 76 %, 0.2 M acetato de sodio por 20
min y después con 2 ml de etanol 76 %, 10 mM acetato de amonio. Se dej6 secar la pastilla, se
resuspendié en buffer TE o agua desionizada estéril (50-400 pl) y se almacené a 4° C durante
toda la noche. Finalmente se centrifugdé por 10 min para separar los sélidos, en una
microcentrifuga y se pasé el sobrenadante a un tubo nuevo para ser almacenado a 4° C o -20°
C. Parte del DNA genémico extraido fue empleado para realizar ensayos de PCR para

determinar que los callos fueron transformados de manera estable.

52



6 Resultados

6.1 Obtencion de las secuencias promotoras

Se partié de la secuencia de cDNA de la ciclina D2;2 de maiz. Para obtener la region
promotora se realizé una bisqueda BLAST en la base de datos de secuencias gendmicas (gss)
de maiz en el NCBI. Se eligieron las secuencias que permitieran extender el extremo 5~ del
gen de ciclina y se alinearon manualmente con la secuencia respectiva de cDNA, utilizando
Seaview v4.2.6 y Geneious 5.0.3.

La secuencia obtenida como posible promotor se acoté a 2022 pb. Se disefiaron
cebadores especificos para amplificar la secuencia por PCR (Tabla 5) a partir de DNA

gendmico extraido de ejes embrionarios de maiz (Figura 14). Posteriormente el producto de
PCR fue clonado en el vector pPENTR™/D-TOPO® (Figura 15A) y fue secuenciado para su

corroboracion (Apéndice 3).

MTM 1400 pb 1600 pb 1800 pb 2022 pb

2000 pb —
1650 pb —

1000 pb —

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificacién por PCR de diferentes
tamarios del promotor de pCycD2;2 en DNA genémico de ejes embrionarios de maiz. MTM (marcador
de tamafio molecular); el tamafio de cada fragmento se indica en la parte superior del carril
correspondiente, indicando el de 2022 pb con un asterisco.

53



MTM 2022 pb 2022 pb MTM 358

—1335pb

Figura 15. PCR en colonia de la cepa de E. coli transformada con los producto de la clonacién. A)
pCycD2;2 en pENTR™ /D-TOPO® y B) p35S en pDONR™ /Zeo. MTM (marcador de tamafio
molecular); fragmentos del tamafio esperado se rodean de color rojo.

Posteriormente se alined la secuencia tedrica del promotor del gen de ciclina D2;2 de
maiz variedad B73, obtenida mediante BLAST en el NCBI, y la secuencia experimental
clonada en pENTR™/D-TOPO®. El porcentaje de identidad fue de 98.4 % (Figura 16). El

promotor 35S fue obtenido y amplificado del vector pEarleyGate103 (Figura 15B).

1 200 400 600 800 1,000

1 19§ 395 595 7958 995
; R 5 ;5 5]
prcD2,2 NCBII 193 303 503 793 903
pCycD2;2 Seq |H—————

1,200 1,400 1,600 1,800 2,000
1 1 1 1 1

1,195 1,388 1,587 1,787 1,986
pCycD2;2 NCBI

pCycD2;2 Seq

1,193 1,390 1,588 1,788 1,987

[ —— ——

Figura 16. Alineamiento de las secuencias teérica (NCBI, maiz variedad B73) y experimental (clonada y
secuenciada, variedad chalquefio). En la representacion de identidad se observa en color verde los
nucleétidos idénticos entre las dos secuencias y las variaciones se muestran como lineas blancas.
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6.2 Caracterizacion in silico del promotor de CycD2;2

La secuencia amplificada como posible promotor de CycD2;2 fue sometida a un anélisis
in silico para corroborar que se trataba de un promotor de plantas. Dicho analisis se basé en el
modelo propuesto por Yoshiharu y colaboradores en 2007 (Figura 17A), donde se describen
los elementos que componen a un promotor candnico de plantas, los cuales son sitio de inicio
de transcripcion (TSS), caja TATA, un parche de pirimidinas o parche Y y una zona de
regulaciéon mudltiple, denominada regulén. La secuencia analizada cumplié con todas las
caracteristicas anteriores, por lo que puede ser considerada como un promotor de plantas

(Figura 17B).

A

Regulon Caja TATA ParcheY TSS

B

TCCACTCGGAATGACCTGAGGCCAAATTATCTAGTTACAATTGAACGCTTGGGTGGAACCGGAACCATTCAATTTCCGAGTTCGCTGT
CCAATTCAAAAGATTTAATTGCGTCTCGATAAATCAACAATCAAATGAACTAGTCCGTATAATTTTCTCAACATGTTTTGTTTTCTACTA
GTACTAGACTTCCCTTCAATGCCAACGCGCCCTGCATCGAATTTACTAGCCTACAATGACGCAGTTTTGAATGATGATACAGTGACAAC
GGGAAAAAAAAACTTGCCCCCGCGAACACCTCACGCAAAACACGATCCAGTGTCGTGCGCGCAAAGGATCCGCGCTCCAAAAACTCT
CCTAGGAAAATGCCAAAAACAAAACAAAACAAAGCCCCAAGGAGTCGCAGGCATGTTTTACAGAAAACCCCTCGTCTCTATCCAAAAC

CCGCTCCACCACCACCATCACTATTCACTAGGCACAGCGCCCGGCCGCCCTACTAAATAAACCCTGCTCTCCTCCACTCCACTA
GTCTCTCTCCTACTGTTTACACACTGCAGTGGCCTTGCCGGCGTCTTCCTCCCCCTCCTCTCTCTCGCTCCTCTGTCCTCTCCACTTG
ATAAAGAACACAATTAGGAAAAAATAGGCAAAAAAACATGTACCTTTTTTCTATCTATAT TATCTGAATAAATCAAGAAGAGGAAGA
GGGGAGAGGGAGCAGGGAGGGGGAGGAGTAGCAAATCCAGACTCCATAGAATCAGCTCGCAAGAAGGGGAAAGGGAGGAGGAGCT

TCGCTGGTGAATTGATTGCTCGCTGCTCCAGTCTCGCATTCGTGCCGTTTTCGGCAAGTAGGTGGCGTGGCAAGCATG

T — R

Figura 17. Estructura de un promotor de plantas. A) Estructura candénica de un promotor de plantas,
descrita por Yoshiharu y col., 2007. B) Elementos presentes en la secuencia del promotor de CycD2;2,
obtenidos mediante andlisis in silico.

En el andlisis fueron encontrados dos posibles sitios de inicio de la transcripcion,

ubicados a —144 y —333 pb (Bravo-Alberto y Buendia-Monreal, 2008), un parche Y a —-356,
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dos cajas TATA a —180 y —369, y una zona correspondiente al reguldn, la cual estd compuesta
por distintos tipos de elementos de respuesta. De esta zona se hizo un andlisis detallado usando
la base de datos PLACE (Higo et al., 1999) para determinar los tipos de elementos de
respuesta y su posicion en la secuencia del promotor. Un resumen de los elementos
encontrados, asi como su posiciéon se muestra en la (Figura 18), haciendo hincapié en los
elementos de respuesta a fitohormonas (auxinas, citocininas, dcido giberélico, acido abscisico
y etileno) y azacares. También se encontraron elementos de respuesta a factores
transcripcionales como E2F, un regulador importante de genes de ciclo celular, y otros maés,
relacionados con la respuesta temprana y tardia a estrés hidrico como MYB y MYC,
respectivamente, y de tipo DOF, una proteina de unién a DNA con un solo dedo de zinc, unica

en plantas, relacionada con el aumento de la transcripcion de algunos genes.

6.3 Fusiones traduccionales a GFP

Los productos de PCR mostrados en la figura 15 fueron clonados y purificados,
pCycD2;2 en pENTR™/D-TOPO®, el cual ya contiene los sitios de recombinacién del sistema
Gateway®; p35S fue amplificado de pEarleyGate103 con los cebadores especificos disefiados,
a los cuales se les afiadieron los sitios de recombinacién Gateway® mediante PCR. El
fragmento amplificado fue purificado del gel de agarosa y cuantificado para posteriormente
hacer la reaccién de recombinacion en el vector de entrada pPDONR™/Zeo, finalmente ambos
promotores fueron subclonados por recombinacién Gateway® en el vector pPBGWFS7.0,

obteniendo de este modo las clonas de expresion para células vegetales.
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o Caja TATA

Sitio de inicio de la 0 Respuesta auxinas ~ Respuesta ABA
transcripcion —
Factores transcripcionales o Respuesta etileno ' Respuesta citocininas
m Respuesta giberelinas o Respuesta E2F
\ W

Figura 18. Representacién grafica de los distintos elementos de respuesta presentes en el promotor de
pCycD2;2 predichos por la base de datos PLACE, asi como su ubicacién aproximada en la secuencia. Se
muestra en rojo la regién de inicio de traduccién correspondiente al gen de ciclina. Los elementos de
respuesta del promotor 355 se muestran en el apéndice 4.

Después de realizar las clonaciones y recombinaciones necesarias se obtuvieron las
construcciones deseadas, con las cuales fueron transformadas células de E. coli, mismas que

fueron corroboradas por PCR en colonia (Figura 19).

Se puede observar que las construcciones fueron obtenidas correctamente ya que las

bandas amplificadas por PCR corresponden al tamafio esperado. Con estas construcciones es
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posible transformar material vegetal y monitorear la actividad de la proteina verde
fluorescente (GFP) in vivo, asi como medir los niveles de proteina mediante Western blot

usando los anticuerpos contra GFP o GUS.

MTM CTRL GFP pCycD2;2

—2022 pb

~723pb

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR en colonia de la clona de expresién
pBGWES7.0/pCycD2;2. Se amplifico a GFP como control positivo y como control negativo se utiliz6 el
vector vacio como templado con cebadores para pCycD2,2. Sobre cada carril se indica el fragmento al

que corresponde; del lado derecho se indica el tamafio esperado de los fragmentos; MTM (marcador de
tamario molecular); CTRL (control negativo).

6.4 Transformacion de callo embriogénico de maiz y células de epidermis
de cebolla por biobalistica

Utilizando una cdmara de bombardeo de baja presion se transformaron callos
embriogénicos de maiz con las construcciones de los promotores de CycD2;2 y 35S, ademas
se utilizé una construccién adicional como control negativo, la de la regién no traducible 5°
(UTR 57, por sus siglas en inglés) del promotor de CycD2;2 de maiz, clonada en el mismo
vector de expresion (Bravo-Alberto, 2011). Posterior al bombardeo, los callos fueron
sometidos a un esquema de regeneracion y seleccion con glufosinato de amonio, herbicida al
cual confiere resistencia el vector, para favorecer la proliferacion de las células transformadas.

A las siete semanas del esquema de regeneracién se realizaron observaciones de células en
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suspensidn, mantenidas en agitacién constante y en condiciones de obscuridad durante dos
semanas, para detectar a GFP mediante microscopia confocal (Figura 20).

CAMPO CLARO/ FLUORESCENCIA CAMPO CLARO/

FLUORESCENCIA FLUORESCENCIA FLUORESCENCIA

‘ pCycd2;2

pBGWFS7

Figura 20. Imdgenes de microscopia confocal de células de callo embriogénico de siete semanas bajo el
esquema de seleccién, en suspensién, transformadas con las distintas construcciones expresando a
GFP. pBGWEFS7 (GFP sin promotor).

La figura 20 permite ver la sefial emitida por la proteina verde fluorescente en las células
de callos transformados con las construcciones de los promotores de ciclina y 35S, no siendo
asf en las de la construcciéon pCycD2;2 UTR 57 ni en el control negativo. Al comparar la sefial
emitida por pCycD2;2 y 35S, fue apreciable el hecho de que el promotor regulable muestra

una intensidad de sefial mayor a la del promotor constitutivo. La construccién con la UTR no
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muestra ninguna sefial del reportero debido a que ésta no contiene ninguno de los elementos
basales reconocidos por la maquinaria transcripcional para iniciar la expresion del gen, lo cual

es consistente con el andlisis in silico realizado para caracterizar el promotor.

Con las mismas tres construcciones se realizd un ensayo de expresion transitoria en
epidermis de cebolla. Este sistema permite el observar en tan s6lo 24 h la presencia del gen
reportero, ademds de permitir variaciones en las condiciones en que se incuba, por ejemplo, la

adicion de fitohormonas a distintas concentraciones, entre otras.

En la figura 21 se observa que la proteina verde fluorescente estd presente bajo todas las
condiciones, mientras que en la construccién con la UTR y en el control negativo no se
observa (Figura 22), lo cual indica que los elementos basales para la expresion génica no estan
presentes en dicha construccién y a consecuencia de ello, no es posible la transcripcion del

reportero, luego entonces, no hay traduccion de GFP.

Otro hecho interesante, es que al adicionar auxinas (AIA) en el ensayo de expresion
transitoria se produce la induccién del gen reportero, la cual probablemente pueda deberse a
los elementos de respuesta a auxinas presentes en la secuencia del promotor, y debido a estos
elementos, es posible detectar niveles mayores de GFP en los tratamientos con auxinas que en
el control sin hormonas. A diferencia del promotor de ciclina, el cual es un promotor
regulable, el promotor constitutivo 35S no mostré ningiin cambio en la expresion del reportero

ante la presencia de la hormona (Figura 21).
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Figura 21. Ensayo de expresién transitoria en células de epidermis de cebolla en diferentes
tratamientos hormonales. AIA (dcido indol-acético); ABA (4cido abscisico).
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Figura 22. Ensayos de expresion transitoria de los controles negativos: pBGWFS7 (vector con GFP sin
promotor); y construccion UTR 5°. AIA (dcido indol-acético); ABA (dcido abscisico).
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6.4.1 Amplificacién del gen reportero GFP en callo de maiz transformado con
pCycD2;2

A partir de la extraccion de DNA gendémico de los callos transformados con la
construccion pCycD2;2, se realizaron ensayos de PCR para verificar la insercion estable de los
genes reporteros. Los resultados de la figura 23 muestran que la transformacién y el esquema
de seleccion fueron exitosos, y que en efecto, el gen reportero se encuentra insertado de
manera estable en el genoma de las células del callo tratado, ya que fue posible amplificar el

gen GFP completo, utilizando cebadores especificos.

Callo control  Callo transformado  Vector purificado

MTM  GFP  pCycD 1400pb GFP pCycD 1400pb GFP  pCycD 1400pb CTR -

2000 pb —
1650 pb —

1000 pb —
850 pb —
650 pb —

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR usando como templado: DNA
gendémico de callo sin transformar (callo control), callo transformado y un control positivo con el vector
PBGWEFS7.0/pCycD2;2 purificado de la cepa de E. coli transformada. Se amplificé GFP (723 pb),
pCycD2;2 completo (2022 pb) y un fragmento de 1400 pb del mismo promotor. CTR- (el templado fue
el vector sin promotor, usando cebadores para pCycD2;2). MTM (marcador de tamafio molecular).

6.4.2 Inmunodeteccién de reporteros en callo embriogénico

Para verificar si la fluorescencia detectada en los callos transformados efectivamente es
debida a la expresién del reportero, se realizé6 la inmunodeteccién con el anticuerpo
correspondiente a GUS a partir de extractos de proteina de callo seleccionado durante cuatro

meses con glufosinato de amonio. Realizando ensayos de Western blot fue posible observar
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una proteina de un peso cercano a los 100 kDa, correspondiente al peso de las proteinas de los
genes reporteros, las cuales se encuentran fusionadas. Esta fusion GFP::GUS, tiene un peso de
98 kDa y no pudo ser observada en el tratamiento control transformado con el vector vacio, ni
en callo sin transformar. Estos resultados indican que la fluorescencia detectada fue debida a
la presencia de GFP y, en conjunto, demuestran que la transformaciéon de los callos
embriogénicos de maiz fue exitosa y que el promotor CycD2;2 permite la expresion génica,

conduciendo asi la sintesis de la proteina reportera (Figura 24).

— 100 kDa

— 75kDa

— S

Figura 24. Western blot usando anticuerpo contra GUS, detectando a las proteinas GFP::GUS que se
encuentran fusionadas en el vector de expresion y tienen un peso de 98 kDa. Callo WT (callo sin
transformar); pBGWFS7.0 (callo transformado con el vector sin promotor); PM (peso molecular).
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7  Discusion

7.1  Obtencion y analisis in silico de la secuencia promotora de CycD2;2
de maiz

Mediante una busqueda BLAST en la base de datos del NCBI se obtuvo la secuencia del
gen CycD2;2 de maiz, el cual se ubica en el cromosoma 5, y mantiene las caracteristicas de un
gen de ciclina de la familia D2/4 de plantas. Su estructura comprende 6 exones y 5 intrones,
estructura conservada en dicotiledoneas como Arabidopsis, dlamo (Populus trichocarpa),
alfalfa (Medicago sativa L.) y en monocotiledoneas (arroz y maiz), lo cual puede sugerir una

funcién especializada (Menges et al., 2007).

La secuencia del promotor de CycD2;2 obtenida experimentalmente tiene una alta
identidad con la obtenida del NCBI (98.4 %, figura 16). La pequefia diferencia entre ambas
secuencias puede deberse a que la experimental proviene de la variedad chalquefio y la tedrica

de la variedad B73, presentando pequefias variaciones genéticas entre ambas.

El andlisis in silico realizado a la secuencia promotora de CycD2;2 mostrd que ésta se
ajusta al modelo de promotor de plantas propuesto por Yoshiharu y col. en 2007, conteniendo
los elementos necesarios para su funcion (Figura 17A). El promotor posee dos sitios de inicio
de la transcripcion, dos cajas TATA, que seran el primer motivo reconocido por la maquinaria
transcripcional basal, y el parche Y que, debido a su naturaleza quimica, es una zona de fécil

apertura de la doble hélice de DNA, que permitird el posicionamiento de la maquinaria
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transcripcional, y finalmente un regulén (de longitud indeterminada), cuya funcién es el
proveer de un sitio de unién a diversos factores transcripcionales, ya sean aumentadores o
represores de la expresion génica y que servirdn como respuesta a las condiciones metabolicas

o ambientales en que se encuentre la célula.

La constitucion del promotor en cuanto a elementos de respuesta aporta mas evidencia a
que se trata de un gen de ciclo celular el que se encuentra regulando, ya que se encontraron
secuencias relacionadas con respuesta a ciertos factores transcripcionales que responden en
presencia de hormonas vegetales como auxinas (ARFs), citocininas, giberelinas o
brasinosteroides, las cuales se encargan de conducir a las células a un estado de proliferacién y
por tanto, de division celular durante las distintas etapas del desarrollo de la planta. Otro hecho
relevante fue la presencia de elementos de respuesta a 4dcido abscisico, un importante represor
del ciclo celular en plantas que actda inhibiendo la expresion de genes clave para la progresion
del ciclo (Inzé y De Veylder, 2006; Benkova y Hejatko, 2009; Kieffer et al., 2010). Este
trabajo, en conjunto con el realizado por Bravo-Alberto en 2011, presentan evidencia de que la
expresion de genes de ciclinas D de plantas podria estar regulada en respuesta a hormonas y
factores de crecimiento y proliferacion, debido a la presencia de los elementos de respuesta en

la regién promotora.

Esta evidencia apoya y concuerda con la teorfa que propone a las ciclinas D como
sensores primarios de condiciones externas, percibiendo sefiales externas y de desarrollo,
acoplandolas a sefiales de proliferacion (Dewitte y Murray, 2003; de Jager et al., 2005; Inzé y

De Veylder, 2006). Ademads, coloca a las ciclinas D como una familia de genes importantes
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para la regulacién del ciclo celular y para el cruce exitoso a través del primer punto de control,

la transicion G1-S.

La distribuciéon de los elementos de respuesta a fitohormonas dentro de pCycD2;2,
indica que la mayoria de la respuesta se regula dentro de los primeros 1000 pb del promotor,
ya que aqui es donde se encuentra una mayor densidad de dichos elementos, siendo una zona
que requiere especial atencion para estudios posteriores sobre la regulacion de la expresion del
gen, la cual podria ser regulada fuertemente por sefializacion hormonal. Esto implicaria que
esta region proxima a la region codificante es responsable de regular los niveles de mensajero
en células en proliferacion, como lo son las zonas meristematicas, las cuales son necesarias

para el establecimiento y crecimiento de la planta en general (Benkova y Hejatko, 2009).

La siguiente region del promotor (—1000 a —2000 pb) presenta en su mayoria elementos
relacionados con la respuesta a condiciones ambientales, como estrés hidrico, por lo que
podria actuar como una regién represora. Considerando el entorno fisiolégico, en ciertas
condiciones es vital el mantener arrestadas a las células en ciertas fases del ciclo, para de este
modo no comprometer la supervivencia del organismo; por lo tanto, las regiones represoras
también estarian desempefiando un papel fundamental en la regulacién del ciclo celular, y en
la prevalencia del organismo. En un estudio previo se mostré que los primeros 180 pb de este
promotor son suficientes para mantener niveles de expresion basal (Bravo-Alberto,2011), y
que de —180 a —135 son los que regulan esta expresion, ya que la UTR 5° (=135 a —1) no
muestra actividad del reportero. Al aumentar progresivamente el tamafio del promotor hasta
900 pb la expresién aumentd considerablemente, esto debido muy probablemente a la gran

cantidad de elementos de respuesta a hormonas, principalmente aumentadores de la
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transcripcion, localizados en la zona. El presente estudio extendié la longitud del promotor y
mostrd que, a pesar de los elementos predichos como negativos, se observo un aumento en los
niveles de expresion superior aun al de 900 pb, que contiene muy pocos elementos negativos.
Recientemente Walcher y Nemhauser (2012), mostraron la existencia de elementos de
respuesta que actiian de manera cooperativa e incluso, bipartita. Un ejemplo son los elementos
de respuesta a auxinas (AuxREs), el cual comprende la secuencia canénica TGTCTC
(Nemhauser et al., 2004), dicho motivo puede presentar una variante, TGTGTCT, y al menos
dos secuencias mas, CACATG y CATGTG, todas comprobadas experimentalmente como
funcionales; por otra parte, el elemento de respuesta a brasinosteroides, otra hormona que maés
recientemente ha ido cobrando importancia, responde a la secuencia CANNTG (siendo N
cualquier nucleotido), también llamado caja E. Este motivo presenta dos variaciones con la
misma secuencia que AuxRE, CACATG y CATGTG. Estos elementos fueron encontrados y
descritos como funcionales experimentalmente en el promotor de SAURIS5, un gen de
Arabidopsis bien caracterizado por ser de respuesta temprana a auxinas, pero también se
observé una respuesta importante a brasinosteroides, aun con los AuxREs minimos.
Posteriormente se encontrd una doble funcién para el mismo elemento, la respuesta a ambas
hormonas. También encontraron que gran parte de la respuesta depende de la secuencia
contexto, incluyendo la presencia de elementos de respuesta a factores transcripcionales del
tipo MYC o HUD, cercanos al elemento de respuesta. Estas secuencias fueron encontradas
dentro de la region promotora de la ciclina D2;2 (datos no mostrados) y los contextos de las
mismas coinciden. Estos hallazgos y la informacién experimental que se ha ido acumulando,
suponen un nivel de regulacién mucho més complejo del que se pensaba respecto a la funcién

de los elementos en cis en las regiones promotoras (Walcher y Nemhauser, 2012).
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7.2  Transformacion de callos embriogénicos de maiz y células de
epidermis de cebolla

Una vez obtenidos los plasmidos con las secuencias promotoras se realizaron los
bombardeos correspondientes usando una cdmara de bombardeo de baja presion
proporcionada por el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Facultad de Quimica de

la UNAM.

Se pudo observar que los callos bombardeados efectivamente fueron capaces de expresar
la proteina verde fluorescente y que s6lo en los casos del pladsmido con los reporteros sin
promotor o con la UTR 57, no fue posible observarla, lo cual concuerda con lo esperado. Esto
lleva a suponer que parte de la expresion observada pudo también ser inducida por la
presencia de las fitohormonas en el medio de cultivo que ayudan a mantener las células en un

estado altamente proliferativo, principalmente auxinas y citocininas.

El promotor 35S mostrd niveles de expresion mayores a los del promotor de CycD2;2 de
900 pb en cultivos celulares, pero dichos niveles fueron superados evidentemente por el
promotor de 2022 pb (Figura 20), el cual posiblemente al encontrarse en un entorno propicio
para la proliferacién celular y en presencia de hormonas vegetales, en su mayoria positivos,
mantuvo una respuesta constante a dichos estimulos, incrementando los niveles del reportero.
También se puede deducir que los elementos en cis actian de manera cooperativa, es decir, a
mayor nimero de elementos de respuesta positivos en la region estudiada, la induccién del
reportero serd mayor (Bravo-Alberto, 2011). Ademas, las observaciones hechas en epidermis
de cebolla muestran que al adicionar auxinas, los niveles de expresién se incrementan

notablemente (Figura 21). Con esta evidencia se puede sugerir que, al menos algunos de los
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AuxRE presentes en pCycD2;2 son funcionales, y que al lograr inducir una mayor expresion

del reportero, puede ocurrir también sobre el gen CycD2;2 in vivo.

Para probar si los niveles de expresion se debian a la respuesta del promotor ante
hormonas vegetales, se realizaron ensayos de expresion transitoria bombardeando epidermis
de cebolla y se traté con 4cido indol-acético (AIA) o con acido abscisico (ABA). Se hizo una
comparaciéon de las respuestas de ambos promotores. El promotor de ciclina, al ser un
promotor inducible, mostré diferencias en los tratamientos hormonales respecto al control,
aumentando en presencia de AIA y disminuyendo en presencia de ABA. Por otro lado el
promotor 35S, como se esperaba, al ser un promotor constitutivo, mantuvo niveles de

expresion constantes ante los tratamientos (Figura 21).

De esta manera, se demuestra que el promotor de la ciclina D2;2, o al menos las
primeras 2,022 pb, responde positivamente al AIA y negativamente al ABA. También, se
sugiere que la variacién en los niveles de expresion de la proteina verde fluorescente es debida
a los elementos de respuesta en el promotor. El anélisis de expresion de genes de ciclinas D de
maiz, realizado por Buendia-Monreal y colaboradores (2011), muestra que el gen de la
CycD2;2 se comporta del modo observado en este estudio en presencia de AIA y ABA, pero
en distintos tiempos de germinacion de ejes embrionarios. Toda ésta acumulacion de evidencia
sugiere que in vivo, el gen de la ciclina D2;2 puede ser regulado por estas dos familias
hormonales, permitiendo su expresion en zonas de proliferaciéon celular elevada y

reprimiéndola en zonas de crecimiento y diferenciacién (Figura 25).

La expresion de CycD2;2 de maiz es elevada en zonas con division celular constante y

disminuye hacia las zonas de diferenciacion (Li et al., 2010). La expresion del gen de la
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CycD2;1 de Arabidopsis, el gen mas cercano al de la CycD2;2 de maiz, muestra el mismo
patron de expresion elevada en la zona meristemética (alta proliferacién), lugar donde son
sintetizadas las auxinas y desde donde se distribuyen al resto de la planta; y una expresion

disminuida hacia la zona de diferenciacion, donde la concentracién de auxinas es menor

(Winter et al., 2007).
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Figura 25. Expresion de los genes de ciclina D2;2 de maiz en hoja de pldntula, y ciclina D2;1 de
Arabidopsis en raiz, tejidos con zonas de proliferacién y diferenciacién. Tomado de Maize eFP Browser
y Arabidopsis eFP Browser (The max Planck Institute, 2007).

Los resultados mostrados en la base de datos AtGenExpress Visualization Tool (The
Max Planck Institute, 2007) indican que la expresion de CycD2;1 de Arabidopsis reduce sus
niveles en presencia de ABA y los incrementa con AIA. Este resultado concuerda con el
obtenido en el presente trabajo, en que la respuesta del promotor de CycD2;2 de maiz
incrementa la expresion del reportero en presencia de AIA y la disminuye en presencia de

ABA; también concuerda con los resultados de Buendia-Monreal y col., 2011, en que los
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niveles de RNA mensajero de la CycD2;2 son incrementados con AIA y disminuidos por

ABA.

El mismo patrén de respuesta se ha observado en genes de la transicién G1-S de plantas,
como lo son CDKA, CycD2;1, CycD3;1 de Arabidopsis (Inzé, 2007), y en la mayoria de los
casos se ha propuesto que es debido a la estructura de sus regiones promotoras. Sin embargo,
no se ha demostrado que elementos son compartidos por todos estos promotores, ni cuales son

funcionales.

Los resultados encontrados en este trabajo, en conjunto con reportes del mismo grupo,
llevan a proponer con mayor solidez que este gen efectivamente responde a auxinas y acido
abscisico, postulando al gen de ciclina D2;2 de maiz como un gen de respuesta temprana a
entrada al ciclo celular, y muy posiblemente al participar activamente en el transito de las
células hacia la fase S en accién conjunta con una CDKA (Gutiérrez et al., 2005; Quiroz-

Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006; Buendia-Monreal ef al., 2011).

Finalmente, la insercién estable de los genes reporteros al genoma de los callos
transformados (Figura 23), la fluorescencia observada en las células transformadas (Figura 20)
y la deteccidén por Western blot de las proteinas GFP::GUS (Figura 24) bajo regulacion del
promotor de CycD2;2, indican la funcionalidad de la construccion insertada en el genoma del
maiz. Toda esta evidencia nos lleva a suponer que el método de transformacién fue
establecido con éxito en callos embriogénicos, dejando la posibilidad a la regeneracién de
plantas transgénicas que permitan estudiar la expresion del gen de ciclina durante el ciclo de

vida de la planta y su participacién en la progresion del ciclo celular.
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8

Conclusiones

El promotor del gen de CycD2;2 de maiz es un promotor con la estructura canénica
de un promotor de plantas, conteniendo sitio de inicio de transcripcidn, caja TATA, y
parche de pirimidinas. Es promotor de un gen de respuesta primaria a entrada a ciclo
celular y contiene elementos de respuesta a diversas fitohormonas, como auxinas y
citocininas, encargadas de la sefializacién de proliferacion, crecimiento y desarrollo

de la planta.

El gen de la ciclina D2;2 de maiz tiene dos sitios tedricos de inicio de transcripcion

ubicados a —333 y —144 pb a partir del sitio de inicio de la traduccion.

Se obtuvieron las fusiones traduccionales de los reporteros GFP::GUS bajo
regulacion de los promotores de CycD2;2 y 35S. Fue posible observar transformacion
estable y expresion de la proteina verde fluorescente en las lineas de callo

embriogénico y expresion transitoria en epidermis de cebolla.

El fragmento de 2022 pb del promotor de CycD2;2 de maiz es capaz de regular la
expresion del reportero GFP, misma que puede ser inducida en presencia de dcido
indol-acético y reprimida por 4cido abscisico, en ensayos de expresion transitoria en

células de epidermis de cebolla.

La respuesta a AIA y ABA posiblemente sea debida a los elementos de respuesta

correspondientes, presentes en la region promotora del gen de ciclina D2;2 de maiz.
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9 Perspectivas

Regenerar plantas transgénicas de maiz a partir de las lineas de callos transformados,
con la finalidad de observar la expresion tejido especifica de la CycD2;2 desde la germinacion
de una semilla hasta el establecimiento de la planta, mediante el seguimiento de los genes

reporteros GFP y GUS.

Realizar mutaciones especificas en ciertos grupos de elementos de respuesta para probar
su funcionalidad en la regulacién de la familia de genes CycD, para poder demostrar su

participacion y relevancia en la progresion del ciclo celular y el establecimiento de plantas.
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Apéndice 1. Mapas de los vectores de clonacion utilizados
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Apéndice 2. Medios de cultivo

2A. Medio de cultivo N6p modificado (Chu et al., 1975).

A) Soluciones de macro y micronutrientes

Solucién 1

Compuesto PM (g) (mg/l) (mg/l) Stock 10x (mM/1)
KNO;3 101.10 2830 28.00 280
CaCl,.7H20 147.02 166 1.13 11.3
MgS04.7H20 246.48 185 0.75 7.5
KH2PO4 136.09 400 2.94 29.4
(NH4)2S04 132.06 463 3.50 35.0
Para 1 litro de solucion de medio se toman 100 ml de esta solucién.
Solucién 11

Compuesto PM (g) (mg/1) (=M/N) Stock 100x (zM/1)
MnSO4.HO 169.01 5.97 35.32 280
ZnS04.7H>0 287.54 1.50 5.21 11.3
H3;BO3 61.83 1.60 25.87 7.5
KI 166.01 0.80 4.82 294
Solucioén 11

Compuesto PM (g) (mg/1) (M) Stock 100x (zM/1)
FeSO4.7H20 278.03 27.80 100.00 10,000
C14HsN2O10Na2H-O 372.30 37.30 100.00 10,000
B) Fuente de carbono

Compuesto PM (g) (g/h) (mM/1)
C12H22011 (sacarosa) 342.31 30 87.63
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C) Reguladores de crecimiento

Regulador PM (g) (mg/1) (M) Stock 10x (zM/1)
2,4-D 221.04 1.0 4.52 45.2
Cinetina 215.21 1.0 4.64 46.4

Para agregar 2 mg del regulador correspondiente a 1 litro de medio se toman 20 ml de la solucién
stock.

D) Aminodcidos y otros

Compuesto PM (g) (mg/1) (EM/N) Stock 100x (zM/1)
C2HsNO:z (glicina) 75.07 1.0 13.32 133.2
CsHsNs. 172 HaS04 184.20 10.0 54.30 543.0
(adenina)

Para afiadir 1 mg de glicina o 10 mg de adenina a 1 litro de medio de cultivo se toman 10 ml de la
solucién stock correspondiente.

E) Vitaminas R2

Compuesto PM (g) (mg/1) (ngh) Stock 100x (zM)
Inositol 180.160 100 555 5.5x104
Acido nicotinico 123.110 1.0 8.12 812
Tiamina 337.270 2.0 5.93 593
Piridoxina 205.640 1.0 4.90 490

Para preparar 1 litro de medio se toman 10 ml de cada una de las soluciones.

88



Apéndice 3. Alineamiento de promotor tedrico y experimental.

Alineamiento de las secuencias tedrica (NCBI) y experimental del promotor de la ciclina D2;2
de maiz. (Se muestran la secuencia fordward (FWD) y reverse complementaria (RVS),
alineadas a la tedrica). Es importante sefalar que existen diferencias principalmente en los
extremos donde inicia la secuenciacion (dentro de los primeros 100 pb para cada cebador).

NCBI

RVS

NCBI [FE gtagte ¢ ) e é gtgtttggtttgt
FWD G 5 > 5T A \GGTGTTTGGTTTGT.
RVS

NCBI

RVS

NCBI

RVS

NCBI
FWD IAACTGCATTCC
RVS

NCBI

RVS

NCBI

RVS

NCBI

RVS

NCBI

RVS

NCBI

RVS

NCBI

RVS

NCBI [ a ~aa ) [ >gete é ) é ac aa aatgaactagtce
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RVS

NCBI

RVS

NCBI

RVS

NCBI

RVS

NCBI

RVS

NCBI

RVS

NCBI

RVS

NCBI

RVS

“ATTCAATTTCCGAGTTCGCTGTCCAATTCAAAAGATTTAATTGCGTCTCGATAAATCA

CGCGACACACCTCACGCAAAACACGATCCAGTGTCGTGCGCGCAAAGGATCCGC

CAGGCATGTTTTACAGAA

ACCTTTTTTCTATCTAT?

~~~~~ "CAGACTCCATAGAATCAGCTCGC GGGGAAAGGGAGGAGGAGCTTCGCTGGTGAATTGATTG
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Apéndice 4. Representacion de los elementos de respuesta presentes en el
promotor 35S, predichos por la base de datos PLACE.
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