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RESUMEN

El antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) es una proteína esencial para el metabolismo
del DNA ya que estimula la actividad e incrementa la procesividad de fas DNA polimerasas 8 y s.
En mamíferos, PCNA se asocia con una gran cantidad de proteínas que participan en el metabo-
lismo del DNA y con proteínas que tienen funciones importantes en la regulación del ciclo celular.

En plantas, poco se conoce acerca de los complejos que forma PCNA. En este trabajo se
estudiaron y caracterizaron los complejos proteicos que forma PCNA durante la germinación de
maíz y el efecto que tienen los fitorregu lado res benciladenina (BA) y ácido abscísico (ABA). Me-
diante inmunoprecipitación y cromatografía de filtración en gel se determinó que durante la
germinación PCNA se encontró en forma de monómero, trímero y formando complejos con
ciclina D y con dos cinasas dependientes de ciclina (Cdks), una de 36 kDa y otra de 32 kDa. Las
cinasas asociadas a PCNA son Cdks tipo A, ya que fueron reconocidas por un anticuerpo dirigido
contra el dominio de unión a ciclina (PSTAIRE) conservado en este tipo de Cdks, fueron capaces
de fosforilar a la proteína de retinoblastomade maíz (Zm RBR), un sustrato para Cdks tipo A y su
actividad se afectó por inhibidores químicos específicos para Cdks como roscovitina y olomoucina.

La composición de los complejos formados por PCNA varia dependiendo del estado celular
que tienen las células de las semillas en la germinación, al inicio la mayor parte de las células
estuvieron en la fase G1 del ciclo celular y PCNA se asoció a ciclina D, conforme la germinación
avanzó y se inició la replicación del DNA, los niveles del complejo entre PCNA y ciclina D dismi-
nuyó al igual que la actividad de cinasa asociada a PCNA. Cuando la germinación se aceleró en
presencia de BA, la replicación del DNA se inició 6 h antes respecto a la germinación control y el
complejo de PCNA-ciclina D desapareció más rápidamente, pero la actividad de cinasa asociada
a PCNA sobre Zm RBR no se afectó. No obstante, en la germinación tardía la cinasa fue capaz de
fosforilar a una proteína endógena de 60 kDa asociada al complejo de PCNA. Por otra parte, ABA
inhibió la germinación al detener a las células de las semillas en la fase G1 del ciclo celular, bajo
estas condiciones la formación de ios complejos de PCNA con ciclina D se comportaron de
manera similar que con BA, pero la cinasa permaneció activa y además de forsforilar a Zm RBR
también forforiló a la proteína endógena de 60 kDa.

Este estudio indica que la conservación de algunas proteínas que regulan el ciclo celular en
plantas y mamíferos, es reflejada en las interacciones que tienen estas proteínas.



ABSTRACT

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) is an essential protein for DNA metabolism as ¡t stimu-
lates the activity and increases the procesivity of the DNA polymerases 8 and s. In mammals,
PCNA interacts with a próteins that are known to have enzymatic activity in nucleic acids me-
tabolism as well as with proteins involved in cell cycle regulation.

There ¡s iimited information about the ability of plant PCNA to ¡nteract with various proteins.
In this work we studied and characterized the protein complexes formed by PCNA during maize
germination and the effect the phytohormones benziladenine (BA) and abscisic acid (ABA). By
immunoprecipitation and gei filtration chromatography, we determined that during maize germi-
nation,. PCNA was found as a monomer as wel! an homotrimeric protein, forming a complex with
cyclin D and two cyclin dependent kinases (Cdks), with approximate molecular masses of 36 kDa
and 32 kDa. These associated kinases are type A-Cdks, as they were recognized by an antibody
directed againstthe PSTAIRE sequence present in maize Cdk-A kinases. This kinase activity phos-
pborylated the maize retinoblastoma protein (Zm RBR), a substrate for type A-Cdks and was
inhibited by roscovitine and olomoucine, two specific Cdks inhibitors.

The composition of the protein complexes formed by PCNA varied dependingof the cellular
state during maize germination; during early germination the mostof the cellsof the seeds were
in G1 phase and PCNA was found associated to cyclin D, but once the germination has advanced
and DNA replication started, the levéis of the complex PCNA-cyclin D decreased as well as the
kinase activity associated to PCNA. When germination was accelerated in presence of BA, DNA
replicátion started six hours before than ¡n non-stimulated germination, and the complex PCNA-
cyclin D dissociated early, but kinase activity on Zm RBR was not affect. However, during late
germination the kinase phosphorytated an unknown 60-kDa protein. Although, ABA inhibited
maize germination by arresting the cell cycle in G1 phase, the PCNA-cyclin D complexes showed
the same composition as in germination in presence of BA, however the kinase activity on Zm
RBR was not lost and the phosphorylated 60kDa protein was also observed.

This study indicates that the conservaron observed in some proteins involved ¡n cell cycle
regulation in plants and mammals, is reflected in the interactions among these proteins.
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INTRODUCCIÓN

1.1 Germinación

La producción de semillas es un proceso que algunas plantas realizan para poder originar una

nueva planta; para ello, una vez que se produce, la semilla tiene que germinar.

La germinación se inicia con la entrada de agua a la semilla (imbibición) y termina con la

iniciación de la elongación del eje embrionario, usualmente la radícula (Bewley y Black, 1994);

durante este proceso ocurren cambios en las semillas, tales como hidratación de proteínas, cam-

bios estructurales subcelulares, respiración, síntesis de macromoléculas y elongación celular. El

resultado de estos eventos es la conversión de un embrión deshidratado, con un metabolismo

casi nulo, a un embrión con un metabolismo activo y vigoroso.

La germinación es afectada tanto por factores extrínsecos como por factores intrínsecos. Los

factores extrínsecos están relacionados con las condiciones ambientales como la cantidad de

agua disponible, la temperatura y el oxígeno. Dentro de los factores intrínsecos se encuentran los

fitorreguladores u hormonas vegetales, tales como las giberelinas, auxinas, dtocininas y ácido abscísico.

Los fitórreguladores controlan varios procesos del desarrollo y crecimiento de las semillas in-

cluyendo la detención del crecimiento antes de la maduración y la acumulación y almacena-

miento de reservas.

Las giberelinas inducen la germinación por expresión de genes que codifican para enzimas

hidrolíticas capaces de degradar las reservas almacenadas en el endospermo para que puedan

ser utilizadas por las semillas (Bewley y Black, 1994).

11



INTRODUCCIÓN

El ácido abscísico (ABA) inicialmente se describió como un factor que induce abscisión en las

hojas y frutos. Ahora se sabe que el ABA mantiene el balance hídrico cuando hay un déficit, a

través de la inducción del cierre de los estomas. Durante la embriogénesis, el ABA previene la

germinación antes que la semilla madure e induce la síntesis de proteínas que le confieren tole-

rancia a la desecación. Existe evidencia de que la embriogénesis ocurre en presencia de ABA,

pero la germinación se inhibe. También se ha reportado que el ABA inhibe la síntesis de DNA

(Robertsoneta/,,1990).

Las citocininas son hormonas que mejoran el crecimiento de la planta al estimular la

división celular, su concentración se incrementa durante el desarrollo de la semilla y decae

en la maduración; esta distribución temporal es consistente con la función que tienen las

citocininas de controlar e! desarrollo de las semillas. En la germinación, las citocininas indu-

cen la activación de algunas proteínas que participan en la regulación del ciclo celular {Cruz-

García, et al., 1998; D'Agostino y Kieber, 1999) y en la replicación del DNA (Vázquez-

Ramos y Reyes, 1990).

Cuando una semilla reúne las condiciones antes mencionadas se inicia ia germinación. La

transición del desarrollo embrionario a ia germinación necesita de cambios en la expresión genética.

La expresión de genes que codifican para proteínas de reserva y para enzimas que están

involucradas en la síntesis de material de reserva durante la maduración del embrión se reprime,

mientras que la expresión de los genes que codifican para enzimas involucradas en la germinación,

iniciación del crecimiento y la subsecuente movilización de reservas debe de ser activada (Bewley

y Black, 1994). Al respecto se ha reportado que la síntesis de proteínas durante las primeras horas

de germinación en semillas de maíz, pino y trigo, se debe tanto a la presencia de RNAs mensaje-

ros preformados durante el desarrollo de las semillas, como a transcritos sintetizados de novo

(Martín et a/., 1981; Datta et a/., 1983; Sánchez de Jiménez et a/., 1984; Masumori eí a/., 1992;

y Bewley y Black, 1994); sin embargo, la función de los RNAs preformados es rápidamente reem-

plazada por los RNAs sintetizados de novo (Caers et a/., 1979).

Al inicio de la germinación, las células de las semillas deben preparase para reactivar su meta-

bolismo. En maíz se ha reportado que durante la maduración de las semillas, la mayoría de las

células del embrión quedan detenidas en la fase G1 del ciclo celular (Deltour y Jacmard, 1974).

Al inicio de la germinación, las células reactivan e¡ ciclo celular para iniciar la replicación del DNA

y para la división celular posterior.

12



INTRODUCCIÓN

Estudios realizados con ejes embrionarios de maíz indican que durante las primeras horas de

imbibición (0-8 h) hay síntesis de DNA de tipo reparativa, la cual tiene la finalidad de sustituir al

DNA dañado durante la maduración, deshidratación y almacenamiento de las semillas (Vázquez-

Ramos y Osborne, 1986), y de tipo organelar (Zlatanova et a/., 1987). La síntesis de DNA de tipo

replicativaesun evento tardío que se inicia después de las 12 hde imbibición (Baízaeta/., 1989).

El proceso de división celular se inicia después de las 28 h de imbibición; sin embargo, la

división celular no se presenta simultáneamente en todas las células meristemáticas del eje em-

brionario (Baíza et a/., 1986). Se ha reportado que las primeras mitosis ocurren en las células

meristemáticas del mesocótilo después de las 28 h de imbibición; posteriormente, la división

celular también se presenta en raíces seminales a las 32 h y en raíces primarias a las 36 h de

imbibición (Baíza eí a/., 1989). Con la división celular se continúa la protrusión radicular, que en

maíz inicialmente ocurre por elongación (Baíza et al., 1989). Es en este momento cuando se

desencadena la proliferación celular para permitir el crecimiento del eje embrionario y dar ori-

gen a una nueva plántula.

1.2 Replicación de DNA

La replicación del DNA es uno de los eventos más importantes dentro del ciclo celular. En

eucariotes superiores, este proceso requiere la participación de una gran cantidad de proteínas

esenciales, tales como helicasas, topoisomerasas, proteínas de unión a cadena sencilla (RPA), el

factor de replicación C (RFC), e! antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA), las DÑA

polimerasas, la DNA primasa y DNA ligasas (figura A).

13



INTRODUCCIÓN

Cadena discontinua

Prolefna de replicaron A (RPA)

Helicasa

Figura A. Modelo de la replicación del DNA en eucariotes.

Proteínas que participan en la replicacíón (Buchanan, 2000)

Para que la replícacíón se inicie se requiere de la acción de las helicasas, enzimas que desen-

rollan la doble cadena de DNA (Kornberg, 1988) y de esta manera permiten la apertura del DNA

para que una de las cadenas pueda servir como molde para originar !a nueva cadena de DNA.

Una vez que las cadenas de DNA quedan separadas, la proteína de replicación A (RPA) se une

fuertemente ai DNA de cadena sencilla para protegerlo y además evitar que se vuelva a formar la

doble cadena. RPA es un complejo heterotrimérico formado por subunidades de 70, 32 y 14 kDa

(Wold y Keíly, 1988; Wold, 1997), que además de estabilizar al DNA de cadena sencilla también

estimula la actividad de las DNA polimerasas a y 8 (Kenny eí al., 1989).

Las DNA polimerasas son las enzimas que se encargan de sintetizar la nueva cadena de DNA.

En mamíferos existen varios tipos de polimerasas, las cuales actúan en diferentes etapas de la

replicación del DNA. El complejo DNA polimerasa a/primasa es eí único capaz de iniciar la

síntesis de novo de DNA, ya que sintetiza el cebador o primer de RNA para generar un extremo

14 TESIS CON



INTRODUCCIÓN

3'OH, permitiendo con eiio que otra DNA polimerasa inicie la elongación de las cadenas conti-

nua y discontinua de DNA (Prelich y Stillman, 1988; Waga y Stillman, 1994). Este proceso requie-

re de una alternancia entre la DNA polimerasa a/primasa y las DNA polimerasas replicativas (8 o s).

Este cambio ocurre debido a que la polimerasa a es poco procesiva y se disocia del DNA después de

que se sintetiza el cebador (Tsurimoto et a/., 1990a; Weinberg et a/., 1990; Murakami et a/., 1993).

La DNA polimerasa 5 participa en la síntesis de DNA tanto de la cadena continua como de la

discontinua (Zlotkin et al., 1996). Además tiene una actividad intrínseca de exonucleasa 3'-5', lo

que le permite corregir errores introducidos durante el proceso sintético para mantener la alta

fidelidad de la replicación de DNA (Byrnes et al., 1976).

Algunos estudios han demostrado la participación de la DNA polimerasa 8 en la síntesis

replicativa de DNA (Lee et ai, 1991; Turchi et al., 1994).

Además de las poiimerasas, la replicación del DNA requiere de la participación de una RNasa

H1 y/o Fen 1, y de una DNA ligasa. Estas proteínas participan en la maduración de los fragmentos

de Okazaki. La proteína Fen 1 es una exo/endonucleasa 5'-3' que remueve los cebadores de los

fragmentos de Okazaki; la Rnasa H1 también participa en la remoción de los cebadores. La DNA

ligasa promueve la unión covalente de los fragmentos de Okazaki para así permitir la formación

de cadenas de DNA maduras (Turchi et al., 1994; Robertet ai., 1997).

Proteínas clave involucradas en el ensamblaje de las polimerasas replicativas a la horquilla de

replicación, son ei factor de replicación C (RFC) y el antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA).

RFC es un complejo formado por 5 subunidades (p140, p40, p38, p37 y p36) (Ellison y Stillman,

1998) y su unión al DNA es un prerrequisito para ensamblar a las polimerasas replicativas al

templado de DNA (Tsurimoto y Stillman, 1990b; Lee y Hurwitz, 1990 ). El extremo 3'OH del

cebador es reconocido por RFC, su unión al DNA desplaza a la DNA polimerasa a/primasa de la

horquilla de replicación y promueve la asociación de PCNA con el DNA, lo que a su vez permite

que la polimerasa 8 pueda ensamblarse a la horquilla de replicación.

1.3 Antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA)

El antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) inicialmente se identificó como una proteína

nuclear reconocida por auto-anticuerpos de pacientes con lupus eritomatoso sistémico y cuya

15



INTRODUCCIÓN

síntesis estaba relacionada con el estado proliferativo de las células (Miyachi et al., 1978). Dos

años después, Bravo y Celis (1980) identificaron una proteína que se sintetizaba durante la fase S

del ciclo celular, a la que llamaron dclina. Trabajos posteriores demostraron que PCNA y cidina

eran la misma proteína por lo que se le quedó el nombre de PCNA (Mathews et al,, 1984).

PCNA es una proteína que está altamente conservada en levaduras, insectos, animales y plantas

(Matsumoto eí ai., 1987, Bauer y Burgers, 1988, Suzuka eí a/.,1989) y en todas las especies se ha

demostrado que tiene un peso molecular de alrededor de 29 kDa.

Estudios de cristalografía han mostrado que PCNA es un complejo homotrimérico, el cual

forma un anillo hexagonal (figura B). Cada monómero tiene una región llamada asa conectora del

interdominio, en la cua! se unen una serie de proteínas que contienen un dominio conocido

como de interacción a PCNA (PIP).

En todas las especies estudiadas, PCNA es una proteína acida con pl bajo (Kelman y O'Donneíl,

1995). La distribución de cargas sobre el anillo es asimétrica, existe un potencial electrostático

negativo en la parte externa del anillo y un potencial positivo en la cavidad central del anillo, lo

que permite formar un complejo estable con el DNA.

Asa conectora del
interdominio

Figura B. Estructura de PCNA,

Localización de dominios funcionales de PCNA. En color verde se presenta el dominio central (Asp 41 -H¡s44), en

café elasa conectora del interdominio (Leu 121-Glu 132) y en rojo el residuo de Asp 97 y el dominio C terminal

(Lys254-Glu256) CTsurimoto, 1998).

16



INTRODUCCIÓN

1.3.1 Función de PCNA

El antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) es una proteína esencial para el metabolismo del

DNA ya que tiene funciones importantes en procesos celulares como la replicación de! DNA, su

reparación y el control del ddo celular (Prelich y Stilman, 1988; Shivjieta/., 1992; Xiongeta/., 1992).

Inicialmente se describió como un factor que estimulaba la actividad e incrementaba la

procesividad de las DNA polimerasas tipo 5 y £ (Tan et a/., 1986; Prelich et a/., 1987, Burgers,

1991). En esta función actúa como un "sliding clamp" o pinza móvil que rodea al DNA de manera

dependiente del factor de repticación C (RFC) y así permite la entrada de la DNA polimerasa a la

horquilla de replicación, a la que estimula.

1.3.2 Proteínas asociadas a PCNA

En los últimos años una serie de reportes han demostrado que en células de mamíferos, PCNA se

asocia a un gran número de proteínas (Tabla 1) que participan en el metabolismo del DNA, como

las DNA polimerasas 8 y s, RFC, Fen 1, DNA ligasa 1, DNA topoisomerasa, MLH1, MSH2, XP-C

y DNA metil transferasa (Burgers, 1991 ;Tsurimoto, 1990; Li, et a/., 1995; Levin et a/., 1997, Umar

e£ al., 1996; Gary et a/., 1997 y Chuang et a/., 1997). Por lo anterior, se ha propuesto que PCNA

es una proteína que además de ser un factor de procesividad de las DNA polimerasas, sirve de

plataforma que permite el reclutamiento de estas proteínas a la horquilla de repficación o bien al

DNA con fragmentos de cadena sencilla (Kelman y Hurwitz, 1998 ).

PCNA también se asocia a proteínas que tienen funciones importantes en el control del ciclo

celular como la ciclina D, proteínas cinasas dependientes de cicíina (Cdks) y p21 (Xiong et a/.,

1992; Waga et a/., 1994; Koundriockoff et a/., 2000). La ciclina D es una proteína que se asocia

y activa a una cinasa dependiente de ciclina (Cdk) (Sherr, 1994). Las Cdks son una familia de

proteínas cinasas que regulan el ciclo celular (ver generalidades del ciclo celular). Se ha encontra-

do a PCNA formando un complejo cuaternario con la ciclina D, Cdk y p21. El significado fisioló-

gico que tiene la formación de este complejo no ha sido determinado, pero es probable que

contribuya en la coordinación entre la progresión del ciclo celular y la replicación del DNA (Paga-

no et al., 1994; Tsurimoto, 1998).

17
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Proteínas que
interacción a con

PCNA
Función

Efecto de PCNA
sobre la
proteína
de unión

Organismo
donde se
estudió la

interacción

Referencias

REPUCACIÓN

DNA polimerasa S

DNA polimerasa e

RFC (factor de
replicación Q

FEN1 (flap
endonucleasa)

DNA. lígasa 1

Síntesis de DNA (cadena continua
y discontinua); reparación de DNA.

Síntesis y reparación de DNA;
punto de control en ciclo celular.

Posícionador de PCNA en el extremo
3' OH del molde cebador, ATPasa.

Exonucieasa 5'-3' del cebador de
DNA y fragmentos de Okazaki.

Une los fragmentos de
Okazaki de DNA.

Estimulación de
su procesívidad

Estimulación de
su procesividad

Estimulación de su
actividad de ATPasa

Estimulación de su
actividad de

endonucleasa

Afecta la síntesis
de DNA por pol S y 6

Humanos y
levaduras

Humanos y
levaduras

Humanos y
levaduras

Humanos

Humanos

Burgers, 1991;
Zhang,1998

Burgers, 1991;

Tsurimoto y
Stiliman, 1990;

Zhang eta/,.1999

Lieta/., 1995 y
Wu eta/., 1996

Levineta/., 1997

CICLO CELULAR

p21 (CIP1,WAF1)

Ciclina D

Cdk2

Inhibidor de la actividad del
complejo ciclina/Cdk

Ciclina de G1;
activa a Cdk

Cinasa que participa en la
transición G1/S y G2

Inhibe
selectivamente la

replicación del DNA

Inhibe la
replicación de DNA

Desconocido

Humanos

Humanos

Humanos

Waga era/,.1994

Xiong eta/,.1992

Koundriockoff
era/,. 2000

REPARACIÓN DEL DNA

CADD45

MyD118

MLH1,MSH2

XP-G

DNA
metil-transferasa

Uracil-DNA
glícosilasa

Desconocida; detención del
crecimiento y gen inducido por

daño al DNA.

Desconocido; gen de respuesta
a la diferenciación terminal.

Reparación de DNA cuando
hay mal apareamiento de bases.

Endonucleasa;
escisión-reparación.

Metilación de citosinas
en el DNA.

Reparación del DNA por escidón
de bases; remueve un uracilo del DNA.

Desconocido

Desconocido

Estimula la reparación
del mal apareamiento

de bases

Estimula la reparación
de DNA por escisión de

nudeótidos. Induce
resíntesis del DNA

Blanco de un DNA
sintetizado

Desconocido

Humanos

Humanos

Humanos y
levaduras

Humanos

Humanos

Humanos

Hall eta/., 1995

Vai rapan di
et a/., 1996

Umar eta/., 1996

Gary eta/., 1997

Chuang
et a/., 1997

Muller y
Cardonna, 1996

Tabla 1. Proteínas que se asocian a PCNA (Modificada de Tsurimoto, 1998)
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1.4 Ciclo celular

1.4.1 Generalidades del ciclo celular

La división celular es un proceso fundamental que todos los organismos vivos realizan, pero solo

los eucariotes han hecho uso de una separación temporal entre la replicación del DNA (fase S) y

la segregación de los cromosomas (fase M); ambas etapas están divididas por las fases G1 y G2

respectivamente. En la fase G1 del ciclo celular, se determina si las células tienen las condiciones

tanto ambientales como los factores de crecimiento necesarios para iniciar la replicación del

DNA; en la fase G2 se revisa que todo el DNA haya sido duplicado fielmente (Hartwell y Weinert,

1989). De esta manera se asegura que la segregación del material genético sea correcta.

Las principales proteínas que controlan el ciclo celular son las cinasas dependientes de ciclinas

(Cdks) y sus subunidades reguladoras llamadas ciclinas. Debido a la importante función que tie-

nen, las Cdks deben ser finamente reguladas. Como su nombre lo indica, requieren de una

ciclina para ser activadas. La ciclina, además de activar a la Cdk, también ayuda a su estabiliza-

ción, a su localización celular y le confiere especificidad de sustrato (Pines, 1995). La actividad

del complejo es también regulada por fosforilación y desfosforilación y el complejo es totalmente

activo solo después de que es fosforiíado en la Thr 160 ó 161 (Draetta et a/., 1988; Krek y Nigg,

1991) y desfosforilado en Thr14 y Tyr 15 (Gouid y Nurse, 1989).

En mamíferos existen varias clases de ciclinas y Cdks que actúan en diferentes etapas del ciclo

celular. Las Cdks han sido clasificadas de acuerdo a los aminoácidos que tienen en el sitio de

unión a ciclinas (tabla 2). Las Cdks responsables para la progresión de la fase G1 y entrada a la fase

S son las Cdk4 y Cdk6, las cuales son activas en presencia de las ciclinas tipo D; en !a transición

G1/S el complejo activo está formado por Cdk2 unida a ciclina E principalmente; posteriormente

se requiere de la función de Cdk2 unida a ciclina A en la fase S; en la fase G2/M el complejo

activo es el de Cdk1 (ó Cdc2) unido a ciclina A o bien unido a ciclina B. La función de cada uno

de los complejos en las diferentes etapas del ciclo celular permite que los procesos se realicen de

manera controlada y ordenada para que la división celular se lleve a cabo exitosamente.
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Tipos de Cdks

Cdk1

Cdk2

Cdk3

Cd k4

Cdk5

Cdk6

Cdk7

Dominio de unión a ciclina

EGVPSTAIREISLLKE

EGVPSTAIREISLLKE

EGVPSTAIREISLLKE

GGLPV/ISTVREVALLRR

ECVPSSALREICLLKE

EGMPLISTREVAVLRH

NI/FTALRE

Ciclina asociada

A, B

A,E

. ( ? ) •

D

p35

D

H

Fase donde actúa

G2/M

G1/S, S

G1?

G1/S

DIFERENCIACIÓN NEURONAL

G1

TODO EL CICLO CELULAR (?)

Tabla 2. Clasificación de las cinasas dependientes de ciclina de humanos.

( Modificada de Hutchison et a/., 1995 )

1.4.2 Fase G1

En la fase G1 del ciclo celular, las células son capaces de integrar la información sobre la disponi-

bilidad de nutrientes, condiciones ambientales, estado de desarrollo, así como también la infor-

mación intracelular para determinar si van a proliferar. Estos eventos ocurren antes del punto de

restricción ( R); si los factores de crecimiento son insuficientes las células no pasan este punto y

entran en un estado quiescente (GO). Cuando las células tienen los factores necesarios para pro-

liferar, se rebasa el punto R y las células se preparan para iniciar el ciclo celular.

La integración de esta información opera a través de controles que repercuten directamente

sobre las ciclinas de tipo D, cuya transcripción es totalmente dependiente de suero o factores de

crecimiento (Matsushime et a/., 1991; Ajchenbaum eí a/., 1993; Ando eí a/., 1993).

20



INTRODUCCIÓN

Las ciclinas tipo D se unen y activan a las cinasas dependientes de ciclinas Cdk4/6, las cuales

fosforilan a !a proteína de retínoblastoma (pRB) (Sherr, 1993, 1994). pRB es la proteína que

controla la entrada a ciclo celular mediante la inhibición del factor trasncripcional E2F (Grana et

a/., 1998; Stiegler et a/., 1998) y el reclutamiento de la histona desacetilasa (HDAC1) ( Ferreira et

al., 1998; Magnaghi-Jaulin et a/., 1998). E2F y HDAC1 se pueden unir simultáneamente a pRB,

pero solo cuando está en su estado hipofosforilado (Ferreira et al., 1998).

El reclutamiento de HDAC 1 por pRB permite la desacetilación de histonas, lo que provoca

que se asocien fuertemente al DNA, impidiendo con ello que los factores transcripcionales

puedan activar la transcripción (Ferreira et a/., 1998).

E2F al estar unido a pRB es inactivo, pero cuando pRB es fosforilado por el complejo ciclina D/

Cdk4/6, E2F se libera, lo que permite la activación de la transcripción de genes como E2F, Cdk2

y Cdk4, ciclina A, D y E, pRB, HDAC y muchos de los genes que son requeridos para la síntesis de

DNA como PCNA, la DNA polimerasa a y la ribonucleótido reductasa (Black y Azizkhan, 1999).

Una vez que pRB hasidofosforiiada, la ciclina D se degrada y lacinasase inactiva lo que permite

la entrada a la fase S del ciclo celular (Sherr, 1994).

Las ciclinas tipo E se acumulan en la fase G1 tardía, formando un complejo activo con Cdk2

que acelera la fosforilación de pRB (Koffet a/.,1992; Resnitzky y Reed, 1995). Si bien en sus fases

iniciales el paso de G1 a S requiere del complejo Cdk4/ciclina D, el complejo Cdk2/ciclina E

activo es vital para culminar con la transición G1/S.

1.4.3 Fase S

La ciclina E es degradada al inicio de la fase S (Koffet a/.,1992). En este momento se empiezan a

sintetizar las ciclinas tipo A, las cuales se asocian y activan a Cdk2 para permitir la progresión de

la fase S (Pagano et al., 1992). No se conoce exactamente cual es la función de esta cinasa; sin

embargo, se ha determinado por ensayos de inmunoinhibición y sobreexpresión de ciclina A,

que es una proteína esencial para la iniciación y la progresión de la fase S (Girard et a/., 1991;

Resnitzky et a/., 1995).

El complejo Cdk2/cyclin A se ha encontrado unido a los focos de replicación (Cardoso et a/.,

1993 ). Además, se ha demostrado que fosforila a la subunidad pequeña de la proteína de

replicación A (RPA) (Pan et a/., 1994); se ha propuesto que después de que la replicación se lleva

a cabo, Cdk2-ciclina A fosforila a RPA, lo que ocasiona que RPA se disocie del DNA y se transloque
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a citoplasma, por lo que de esta manera se evita una segunda ronda de replicación. Los niveles de

Cdk2/ciclina A decrecen al inicio de la fase G2, lo que permite que RPA se desfosforile y que

pueda unirse nuevamente a! DNA, posiblemente para participar en la reparación del DNA.

También durante la fase S, Cdk2/ciclina A forma un complejo cuaternario con p107, una

proteína estructuralmente relacionada con pRB que también une a E2F. Es posible que la activi-

dad de Cdk2/cicl¡na A sea necesaria para mantener hiperfosforilada a p107 para que continúe la

transcripción de los genes de fase S (Shirodkar et a/., 1992; Devoto et a/., 1992; Zhu et a/., 1993).

1.4.4. Fase C2

Para entrar a mitosis, se debe activar el factor promotor de mitosis (MPF), compuesto por Cdk1/

ciclina B (Nurse, 1990). La ciclina B se empieza a acumular al final de la fase S y se une a Cdk1;

sin embargo, la unión de ciclina B no es suficiente para activar a Cdk1, ya que el complejo se

mantiene en un estado inactivo durante la fase G2, esto debido a que Cdk1 es fosforilada por las

cinasas Wee/Mytenlosresiduosdetirosina15ytreonina14, lo que provoca su inhibición (Dunphy,

1994; Morgan, 1995). Después de que se realiza correctamente la replicación del DNA, el com-

plejo Cdk/ciclina B es desfosforilado en los residuos de tirosina 15 y treonina 14 por la fosfatasa

Cdc25 (Millar et a/., 1991), lo que permite tener un complejo activo.

1.4.5 Fase M

Durante la mitosis ocurren una serie de cambios morfológicos que permiten que se Nevé a cabo

la citocinesis, como la ruptura y disgregación de la envoltura nuclear, la condensación de

cromosomas y la separación de las cromátidas hermanas. El complejo Cdk1/ciclina B fosforila

algunos de los componentes que regulan reorganización de la arquitectura de la célula durante la

mitosis; así por ejemplo, Cdk1/ciclina B fosforila las subunidades de la lámina nuclear para que se

de el desensamblaje de la envoltura nuclear (Peter et a/., 1990); también fosforila a la proteína

histona H1 para que se disocie del DNA (Jerzmanowski y Colé, 1992; Reeves, 1992), lo que

permite la acción de la topoisorrierasa II para la condensación de la cromatina. Otro sustrato del

complejo MPF es la proteína caldesmon, cuya fosforilación debilita su interacción con actina,

induciendo con ello la disociación de los microfilamentos (Yamashiro et a/., 1990). Finalmente, se

ha propuesto que la disminución de la transcripción durante mitosis puede ser mediada por

Cdk1/ciclina B (Gottesfeld et a/., 1994).
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Por otra parte, tanto Cdk1/ciclina A como Cdk1/dcl¡na B son capaces de incrementar la for-

mación de microtúbulos de centrosomas aislados (Booher y Beach, 1988; Ohta et a/., 1993),

eventos que preparan a la célula para dividirse.

La salida de mitosis requiere de la separación de los cromosomas, el desensamblaje del huso

mitótico y la citocinesis. El inicio y coordinación de estos procesos están controlados por el complejo

promotor de anafase (APQ/cidosoma, el cual induce la separación de los cromosomas y el

desensamblaje del huso mitótico por medio de la degradación de inhibidores de anafase; ade-

más, promueve la salida de mitosis mediante la degradación de !as ciclinas mitóticas. La degrada-

ción de las ciclinas A y B dependen de una pequeña secuencia que conservan estas proteínas llamada

caja de destrucción; este dominio es similar pero no idéntico entre la ciclina A y B, diferencia que

permite que la degradación de estas ciclinas sea de manera secuencial, primero se degrada ciclina A

en metafase y posteriormente se degrada ciclina B en anafase. (Koepp et a/., 1999).

1.4.6 Inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CKIs)

La actividad de los complejos Cdk/ciclinas, además de ser regulada por fosforilación, es controla-

da por proteínas inhibidoras de Cdks (CKIs). En células de mamíferos, dos clases de CKIs, la

familia de las proteínas Cip/Kip y la familia de las proteínas Ink4, pueden detener el ciclo celular

en respuesta a señales extrace I ufares e intracelulares (Harper y Elledge, 1996).

Los miembros de la familia de las proteínas Ink4, son: p15, p16, p18 y p19; estas proteí-

nas inhiben solamente a los complejos Cdk4/6-ciclina D. Los inhibidores de este tipo se

unen a las Cdks y previenen la unión de su ciclina y de ATP (Brotherton et al., 1998; Russo

et a/., 1998). La proteína p15 es inducida por TGF-p para detener el ciclo en G1; la proteína

p16 se acumula' progresivamente con la edad de las células; por otro lado p18 y p19 son

expresadas durante el desarrollo fetal y pueden tener funciones importantes en ei proceso

de diferenciación terminal.

Las proteínas de la familia Cip/Kip incluyen a p2í, p27 y p57, las cuales inhiben a los comple-

jos Cdk2/ciclina E y Cdk4/6 cicíina D involucrados en el control de las fases G1 y G1/S. Las CKIs

son reguladas a muchos niveles. La proteína p21 es controlada a nivel transcripcional por p53, un

factor transcripcional que detiene el ciclo celular en respuesta a daño de DNA (Harper y Elledge,

1996). Este factor transcripcional también es importante en la activación de p15 ( Hannon y

Beach, 1994).
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En algunos tipos celulares, las señales extracelulares inducen cambios en los niveles de p27

(Kato et al., 1994), algunas veces a nivel traduccional (Hengst y Reed, 1996) o bien por inhibición

de la degradación dependiente de ubiquitinación (Pagano et al., 1995).

Los primeros estudios acerca de la función de estas proteínas mostraron que se unen al com-

plejo Cdk/ciclina ya formado, lo que provoca un cambio conformactonal en su sitio catalítico,

inhibiendo con ello la actividad de cinasa. Sin embargo, Labaer et a/., (1997), demostraron que

p21 y p'27 se unen a las ciciinas y a las Cdks y promueven el ensamblaje del complejo Cdk/ciclina.

Al respecto, Zhang et al. (1994) sugieren que p21 puede actuar como un factor de ensamblaje

cuando solo una molécula del inhibidor se une al complejo Cdk/ciclina y que la inactivación de

la cinasa requiere de más de una molécula de p21. Sin embargo, Hengst et al. (1998) reportan

que la completa inhibición del complejo Cdk/ciclina se presenta con una sola molécula de p21,

por lo que la inactivación de la cinasa esta determina por la fracción del complejo Cdk/ciclina

que se asocia a p21 y no por la estequiometría del inhibidor unido a la cinasa.

Recientemente se ha publicado que p21 ayuda al complejo Cdk/ciclina a entrar a núcleo.

Además, se ha reportado que p21 promueve la acumulación nuclear del complejo Cdk/ciclina a

través de la inhibición de la fosforilación de ciclina D en el residuo de treonina 286, fosforilación

que es importante para la exportación de ciclina D a citoplasma para su posterior degradación

(Alt et a/., 2002).

1.5 Ciclo celular en plantas

En plantas, los mecanismos básicos que controlan el ciclo celular se han conservado; sin embar-

go, su regulación es diferente debido a que las células de las plantas son totipotenciales y están

controladas por fitohormonas (Jacobs, 1995, Coenen y Lomax, 1997; Meyerowitz, 1997). Los

trabajos realizados en Arabidopsis thaliana, tabaco, alfalfa, chícharo y maíz han demostrado que

en plantas existen cinco tipos de Cdks y por lo menos cuatro familias de ciciinas (Renaudin et al.,

1996; Joubes et al., 2000) que han sido clasificadas en cinco grupos: A, B, D y H de acuerdo a la

homología que presenta su dominio de ciciinas con las ciciinas de mamíferos (Renaudin et a/.,

1996; Yamaguchi et al., 2000).

Las ciciinas tipo A y B son ciciinas mitóticas (Reichheld et al., 1996; Mironov et al., 1999). La

ciclina A de A. thaiiana, maíz y soya parece actuar en la transición G2/M (Hata et al., 1991;
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Renaudin et al., 1994), mientras que la ciclina B se acumula durante la fase G2 y al inicio de la

fase M. La destrucción de las ciclinas A y B en un punto específico durante la mitosis es esencial

para que el ciclo celular concluya exitosamente (Huntley y Murray, 1999).

Las ciclinas tipo D, al igual que las de humanos, también presentan una expresión dependiente del

ciclo celular y contraían la entrada a ciclo celular en respuesta a factores de crecimiento y nutrientes

(Riou-Khamlichi et al., 2000). Existen varios tipos de ciclinas D. En A. thaiiana la ciclina D3 es induci-

da por citocininas; además, explantes de hojas de plantas que sobreexpresan ciclina D3 pueden

iniciar y mantener la división celular en ausencia de citocininas, implicando con ello que su expresión

es necesaria para la activación del ciclo celular (Soni et a/.,1995; Riou-Khamlichi et ai,, 1999).

La sacarosa también está implicada en la regulación de estas proteínas; el gen de ciclina D4 de A

thaíiana es inducido por sacarosa, así como también los genes de ciclina D2 y ciclina D3 (De Veylder

et a/., 1999; Riou-Khamlichi eí ai, 1999). Lo anterior sugiere que las ciclinas tipo D de plantas, tienen

un papel importante como mediadores de los estímulos ambientales para iniciar el ciclo celular.

Recientemente, en tabaco se aislaron dos genes de ciclinas tipo D con características inusuales;

ya que su transcrito se acumula durante la mitosis, lo cual no es común para este tipo de proteínas

(Sorrell et a/., 1999). Las ciclinas tipo H han sido recientemente caracterizadas en álamo y arroz

(Yamaguchi et a/., 2000).

Las cinasas dependientes de ciclina (Cdks) de plantas han sido aisladas y clasificadas en cinco

grandes grupos de acuerdo a la conservación del motivo de unión a la ciclina (Tabla 3).

Tipos de Cdks

CdkA

CdkB

CclkC

CdkD

CdkE

Dominio de
unión a ciclina

PSTAIRE

PPTALRE,
PPTTLRE

PITA! RE

N(I/F)TALRE

SPTAIRE

Ciclina
asociada

D

A, B

ND

H?

ND

Fase donde
actúa

G1/S, C2/M

G2/M

ND

ND

ND

Especies en donde
se lian descrito

A. thaSiana, Anúrrhinum maius, Medicado saliva,
Oryza sativa, Zea mays, Tríticum aestivum,

Rsum satSvum y Nicotiana tabactim

A ihaüana, Antiirhinum majus,
Medícago satb/a y Oryza sativa

A. thaiiana, P'isum sativum
y Med'icago sativa

A. thal'iana y Oryza sativa

Medicago sativa

Tabla3. Clasificación de las cinasas dependientes de ciclina de plantas. (Modificada de Mironov et al., 1999).
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La Cdk tipo A de plantas es estructuralmente homologa a cdc2 de mamíferos, ya que

conserva los aminoácidos PSTAIRE en el motivo de unión a ciclina. Sin embargo, a diferen-

cia de la cdc2 de mamíferos, los niveles del transcrito y de la proteína Cdk A no presentan

una expresión preferencial en alguna fase del ciclo celular y son detectados a niveles muy

bajos en células de tejidos no proliferativos (Colasanti et a/., 1991; Ferreiraet a/., 1991; Hirt

et a/., 1993). Se ha determinado que Cdk A es activa en las fases C1/S y G2/M del ciclo

celular (Mironov eí al., 1999; Joubes, 2000).

Actualmente, se han aislado los genes de Cdk A en maíz, arroz, alfalfa, soya, chícharo, tabaco

y A thaliana (Colasanti eí a/., 1991; Ferreira et a/., 1991; Hashimoto et al., 1992; Hirt et a/.,

1993; Miao et a/., 1991; Fober et al., 1994; Setiady et a/., 1996). En maíz se han aislado dos

genes de Cdk A y estudios tipo "Southern blot" sugieren que hay más de dos genes para esta

cinasa (Colasanti et a/., 1991).

En tabaco, la ciclina D y la ciclina A pueden unirse a Cdk A in vivo, formando complejos

capaces de fosforilar in vitro a pRB de tabaco ( Nakagami, et al., 1999). En A. thafiana, las ciclina

D2 y D3 son capaces de interaccionar con Cdk A y ambos complejos pueden fosforilar a la

proteína histona H1 (Healy, et al., 2001).

Las Cdks tipo B poseen un motivo de unión a ciclina divergente, PPTALRE o PPTTLRE, por lo

que se han dividido en dos subgrupos, Cdk B1 y Cdk B2 respectivamente. Estas proteínas son

específicas de plantas y se han estudiado en alfalfa, chícharo y A thaliana (Feiler y Jacobs, 1991;

Newman et ai, 1994; Magyar et a/., 1997). Su patrón de expresión a nivel transcripcional,

traduccional y su actividad son dependientes del ciclo celular y únicamente actúan en la transi-

ción G2/M (Mironov et a/., 1999). Cdk B puede ser activada tanto por ciclina A como por ciclina

B (Huntley y Murray, 1999).

Recientemente se han identificado otras tres familias de Cdks (Cdk C, Cdk D y Cdk E). Estas

proteínas han sido poco caracterizadas y su función en el ciclo celular no es muy clara. La Cdk C

se ha encontrado en chícharo y alfalfa, ambas cinasas han sido caracterizadas por su motivo de

unión a ciclina PITAÍRE, también presente en una Cdk 9 de humanos (Lapidot-Lifson et a/., 1992).

La Cdk C de alfalfa se expresa constitutivamente en cultivos celulares sincronizados (Magyar et

a/., 1997), sin embargo, Mironov et a/., (1999) argumentan que no hay señal por hibridación in

situ de Cdk C de A thaliana en células que se están dividiendo. La función de estas cinasas podrá

ser determinada cuando se logre conocer su subunidad reguladora.
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Las Cdks tipo D de plantas son homólogos funcionales de las cinasas activadoras de Cdks

(CAK), tienen el motivo N(I/F)TALRE en su dominio de unión a ciclinas y presentan similitud con

Cdk7 de humanos. Solo dos miembros de estas proteínas han sido estudiados en plantas. Cdk D

de arroz es capaz de fosforilar a CdkA de arroz, a Cdk2 de humanos y al dominio C-terminal de

la subunidad grande de la RNA polimerasa II de A. thaliana, semejante a como lo hace la Cdk7

(Serizawa et a/., 1995).

En alfalfa se ha encontrado otra Cdk que no comparte ninguna característica con las otras Cdks, ya

que su dominio de unión a ciclina es SPTAIRE, por lo que se ha clasificado como Cdk tipo E. La

función de esta proteína en el ciclo celular aún no ha sido determinada (Magyar et a/., 1997).

1.5.1 Inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas de plantas (ICKs)

Las proteínas inhibidoras de Cdks (ICK) de plantas han sido poco estudiadas. El primer inhibidor

fue identificado en A. thaliana (ICK1), este gen tiene homología con la región amino terminal del

inhibidor de Cdks de humanos tipo p27. La caracterización de ICK1 indica que es capaz de

interaccionar e inhibir al complejo Cdk A/Ciclina D3 de A. thaliana. ICK1 es inducido por ácido

abscísico (ABA) y su inducción inhibe la actividad de Cdk A; lo anterior sugiere un mecanismo

por el cual ABA puede inhibir !a división celular (Wang et a/.,1998).

Se ha reportado que plantas transgénicas que sobreexpresan ICK1 muestran una inhibición

significativa en su crecimiento, una reducción en el número de células y una alteración en la

morfología de las hojas. Lo anterior sugiere que la función de ICK1 es importante para el control

de la proliferación en la planta (Wang et al., 2000).

ICK2 es otro inhibidor aislado de A thaliana que interacciona e inhibe a Cdk A. Estudios in

vitro indican que es un inhibidor más potente que ICK1 y su patrón de expresión en la planta es

diferente a ICK1 (Lui et a/., 2000).

Recientemente, se ha publicado que en A. thaliana existen dos grupos de inhibidores de Cdks.

El grupo A que comprende a los inhibidores 1CK1, ICK2, ICK6 e ICK7, los cuales se asocian con

Cdk A y con las ciclinas D1, D2,y D3; mientras que el grupo B (ICK4, ICK5 e ICKcr), se asocian

con las cicünas D pero no con Cdk A (Zhou et al., 2002).
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1.6 Antecedentes

En maíz, se ha determinado que en la etapa final de la embriogénesis un alto porcentaje (80 %)

de las células meristemáticas del eje embrionario quedan detenidas en la fase G1 del ciclo celular

(Daítouryjacqmard, 1974; Conger y Carabia, 1976). Esto implica que al inicio de la germinación,

estas células tienen que reactivar su ciclo celular y prepararse para que se lleve a cabo la primera

ronda de división celular y con ello se desencadene la proliferación celular para originar una

nueva plántula.

Lo anterior coincide con los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, en donde se han

estudiado algunas proteínas que tienen funciones importantes en el ciclo celular y en el metabo-

lismo de DNA durante la germinación de maíz.

Se ha determinado que al inicio de la germinación ocurren procesos de reparación de DNA y

no es sino hasta después de las 12 h que se inicia la replicación del DNA nuclear, por lo que

podemos decir que en este momento las células están en la fase S del ciclo celular; consecuente-

mente, la primera ronda de división celular se inicia alrededor de las 28 h (Baiza, 1989). Cuando

la germinación se lleva a cabo en presencia de una citocinina como es la benciladenida (BA), se

estimula y adelanta la replicación de DNA, provocando que ésta se inicie entre las 4 y 6 h des-

pués de la imbibición y que la aparición de las primeras figuras mitóticas ocurra hacia las 15 h

(Reyes-Jiménez eí a/., 1991).

Algunas de las proteínas de ciclo celular que han sido estudiadas en maíz son la ciclina D,

ciclina B y E2F; estas proteínas están presentes en la semilla seca y cuando se inicia la germinación

la concentración de algunas de ellas fluctúa; así por ejemplo, los niveles de la ciclina D se

incrementan en las primeras horas de germinación y después de las 15 h (cuando una gran

población celular está en fase S) se empieza a degradar gradualmente hasta que desaparece

totalmente hacia las 24 h; cuando la germinación es estimulada con BA, la proteína se acumula

en tiempos más tempranos respecto a los encontrados en germinación normal y por lo tanto su

degradación se inicia alrededor de las 6 h (Cruz-García et a/., 1998).

Otra proteína que ha sido estudiada es el antígéno nuclear de proliferación celular (PCNA). Se

ha aislado el cDNA de PCNA de maíz (Zm PCNA), el cual codifica para una proteína de 263

aminoácidos y con un peso molecular de 29 342 Da. A nivel de aminoácidos Zm PCNA tiene un

95 % de identidad y 99 % dé similitud con la secuencia de PCNA de arroz y 62 % de identidad y
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91 % de similitud con la secuencia de PCNA de humanos. PCNA de maíz contiene un posible

dominio de unión a DNA entre los residuos de arginina 61 y arginina 80, el cual tiene un 65 % de

identidad y 100 % de similitud con una región equivalente de PCNA de humanos; además,

conserva los sitios de unión a ciclina D y a p21 (López et al., 1995 y 1997).

ZmPCNA MLELRLVQGS LIKKVLEA1R ELVHBMJFDC SGTGFSLQAM DS£jgVftXiVJU. LXJ-UUSGFEHlf

HsPCNA MFEARLVQGS ILKKVLEALK DLINEACWDI SSSGVHLQSM DSSHVSLVfiL TLRSEGFDTY

OsPCNA HLELRLVQGS LLKKVLEAIR BLVTDAHFOC SGTGFSLQñM ESSHVALVAL LLRSEGFEHY

ZmPCNA HCDHNLSMGW N1HNMAKMLR CAGNDDIITI KftDDGSDTVT FMFESPKQDK IftDFEMKUíD

KsPCNft SCDBNLñMGV HLTSMSKILK CAGNEDIITI, RAEDHADTIA LVFE&PNQEK VSDYEMKLMD

ÜSPCNA RCDENLSMGM NLNNMAKMLR aU3tt>DIITI KADDGSDTVT FMFESPNQDK IADPEMKLMD

ZrnPCNÁ IDSEHLCIPD SEVQRIV1ÍMP 3SEPHRTCKD LSSIGDWVI SVTKEGVKFS TSGEIGSRHI

HsPCNñ LDVEQLGIPE QEYSCWKMP SGEFARICRD LSHIQDAWI SCAKDGVKFS JVSGELÍ3MGNI

OsPCNA IDSEHLGIPD SEYQAIVRHP SSEFSR1CKD LSSIGDTVII SVTimCVKPS TAGDIGTftHI

ZmPCNA VCRfiKQTIDK PEEATIIEMft EPVSLTFALR YMNSFTKASS LSEQVTISL3 SELEVWEYK

HsPCKA KLSQTSHVDK EEEAVTIEMH BPVQLTFALR yXNFFTKATÍ' LSSTVTLSMS ADVPLWEYX

OsPCNA VCRQHKTVDK PEDATIIEMQ EPVSLl'FALR YMNSFTKASP LSEQVTISLS SELPVWEYK

IAEMGYIRPÍ IAPKIEDDEE HKP

KsPCttA TñDHGHLKVY LAPK1EDEEG S

OS PCNA lAEMGYIRfir XABKIEEDEE KKS

Figura C. Análisis de la secuencia de PCNA de maíz.

Comparación de los dominios funcionales de PCNA de maíz (ZmPCNA) con PCNA de humanos (HsPCNA) y PCNA

de arroz (OsPCNA). En rojo se muestran bs dominios de unión a ciclina D; en rosa se muestra el asa conectara del

¡nterdominio necesario para la estimulación de la DNA poiimerasa 6 y para la unión de p21, Fen 1 ó DNA ligasa I;

subrayado se muestra el dominio central y el ácido aspartico (97), importante para la unión de RFC.
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La proteína de PCNA está presente en semilla seca y se incrementa durante la germinación

presentando un nivel máximo alrededor de las 20 h, tiempo en el cual está ocurriendo la replicación

del DNA; sin embargo, cuando la germinación es estimulada por BA, la concentración máxima

de la proteína se presenta a las 6 h de germinación, coincidiendo con el inicio de la replicación

del DNA bajo estas condiciones. Cuando la germinación es inhibida con ABA, la cantidad de

proteína no cambia de forma importante durante la imbibición y, en este caso, la replicación del

DNA se inhibe (Herrera et al., 2000).

En mamíferos, PCNA es una proteína que ha sido estudiada por muchos grupos de investiga-

ción; actualmente se sabe que es capaz de formar un complejo cuaternario con ciclina D, Cdk y

p21 y además puede asociarse con otras proteínas que participan en el metabolismo del DNA. El

cDNA de PCNA se ha aislado de arroz, zanahoria, Catharanthus roseus y tabaco ( Suzuka et al.,

1989; Kodama et a/., 1991; Hata et a/., 1992; Matsumoto et a/., 1994); sin embargo, los reportes

de PCNA en plantas se han enfocado básicamente a estudiar la regulación y expresión del gene,

por lo que hay pocos estudios acerca de los complejos que forma la proteína. Por lo anterior, este

proyecto está enfocado a determinar las asociaciones que presenta PCNA durante la germinación

de maíz, así como el efecto que tienen algunos fitorreguladores (que aceleran o inhiben la

germinación) sobre la formación de estos complejos.
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Debido a que PCNA de maíz conserva los dominios de unión a ciclina D caracterizados en

PCNA de mamíferos, formará un complejo con ciclina tipo D y su cinasa respectiva (Cdk A),

el cual variará en su composición durante el desarrollo del ciclo celular que ocurre en la

germinación de maíz.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar los complejos proteicos que forma PCNA durante la germinación de maíz y determinar

el efecto que tienen algunos fitorreguladores que inhiben o estimulan la germinación, sobre la

formación de estos complejos.

OBJETIVOS PARTICULARES

• Obtener anticuerpos policlonales dirigidos contra PCNA de maíz.

• Determinar si PCNA se asocia a una ciclina tipo D en maíz.

• Estudiar el comportamiento del complejo PCNA-ciclina, durante la germinación de maíz en

ausencia y presencia de BA o ABA.

• Caracterizar !a actividad de cinasa asociada a los complejos formados con PCNA.

• Determinar la actividad de cinasa asociada a PCNA durante la germinación de maíz y la

germinación estimulada o inhibida por fitorreguladores.
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En este capítulo se presentan los materiales y métodos que no están reportados en el artículo.

El presente trabajo se realizó con ejes embrionarios de maíz (Zea mays cv. Chalqueño).

Los anticuerpos utilizado en este trabajo fueron: Un anticuerpo poticlonal dirigido contra la

ciclina D1 de humanos (H-295 de Santa Cruz Biotechnology Inc.); un anticuerpo policlonal diri-

gido contra la secuencia PSTAIRE de Cdc2 de humanos (sc-53 de Santa Cruz Biotechnology Inc.);

un anticuerpo monoclonal dirigido contra PCNAde humanos (PC-10 de Santa Cruz Biotechnology

Inc.), este anticuerpo sólo se utilizó para identificar a Zm PCNA recombinante y el anticuerpo

policlonal dirigido contra PCNA dé maíz, obtenido en este trabajo.

2.1 Clonación de PCNA en marco de lectura

El cDNA de PCNA de maíz (Zm PCNA) (López et a/., 1995) fue am plificado por PCR para obtener

un cDNA en marco de lectura. Para realizar el PCR se utilizaron los siguientes cebadores:

"Forward" 5' TGAAACCTTTCATCGCTTCATCTC 3'

"Reverse" 5'CCCGCATCCATCTTCCACCTCCCGCTT 3'

La reacción de PCR se realizó con 100 ng de plásmido que contenía el cDNA de Zm PCNA,

0.28 u.M de cada uno de los cebadores, 0.2 mM de cada dNTP (dATF> dCTFJ dTTP y dGTP), 1.5

mM de MgCI2, amortiguador de PCR (500 mM de KCI, 100 mM de Tris-HCI pH 8.3) y 1.65 U de

Taq Polimerasa (Boehringer Mannheim). Las condiciones de amplificación para los 3 primeros
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ciclos fueron: 1 min a 94°C, 1 min a 55 °C, 1 min a 72 °C; para los siguientes 27 ciclos fueron 1

min a 94°C, 1 min a 60°C, 1 min a 72 °C.

Los cebadores tenían secuencias de reconocimiento para las enzimas de restricción Bam Hl y

Hind III respectivamente, loque permitió la clonación del producto de PCRen marco de lectura

en el vector de expresión pPROEX HTb (Gibco-BRL), el cual tiene la característica de adicionar

una secuencia de 6 histidinas extras en la región amino terminal de la proteína clonada (figura D).

Con este vector recombinante se transformaron células de E coli BL21 pLys. Las células se cultiva-

ron en medio LB con 50 u.g/u.1 de ampicilina.

Hptt 1, 1-103
tBepM I, 81

.fíterll 209

&amHi

PCNA

Ptívll, 35SS

WK/I , 3533'

S6f11Cf7l. 3324*

Hind!!!

JTM
pPROEX HTb

4750 bp Ap1

D/aill. 3010

S«pl, £756

Figura D. Esquema del vector pPROEX HTb.

Vector que se utilizó para la clonación de Zm PCNA en marco de lectura.

Para corroborar la presencia del cDNA de PCNA en las células transformadas, las colonias

resistentes a ampicilina fueron transferidas a una membrana de nylon (hybond N+) para realizar

un "Southern blot". La membrana fue hibridada con el cDNA de Zm PCNA, el cual fue marcado

con ct-P32 dCTP (1.1 MBq), para ello se utilizó el equipo de Random Primer de NEN.
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La hibridación se realizó con el amortiguador de 0.3 M de Na2HPO4/ pH 7.2, 0.7 % de SDS y

1 mM de EDTA a 60 °C. La membrana se lavó dos veces con una solución de 0.1 % de SDS y 0.1

X de SSC (3 M de NaCl, 0.3 M de Citrato de Na, pH 7) a 60 °C, posteriormente la membrana se

expuso a una película de rayos X. De las colonias positivas se purificó el plásmido y se determinó

la presencia del cDNA de PCNA por experimentos tipo "Southern blot" siguiendo las condicio-

nes descritas anteriormente.

2.2 Sobreexpresión y purificación de PCNA

Para sobreexpresar a PCNA de maízen£co/i; las células transformadas con elcDNAde PCNA se

cultivaron en medio LB con 50 u,g/uJ de ampicilina a 30 °C en agitación hasta obtener una den-

sidad óptica de 0.6; después se adicionó al cultivo 0.5 mM de IPTG para inducir la expresión de

PCNA. Las células se incubaron por 3 h más.

La presencia de la proteína de PCNA se determinó por medio de un gel desnaturalizante de

poliacrilamida al 11 % teñido con azul de Coomasie y por ensayos de "western blot", utilizando

un anticuerpo dirigido contra PCNA de humano.

La purificación de la proteína se realizó utilizando el sistema de expresión ProExt™ HT (Gibco-

BRL). El paquete celular se resu.spendió en 40 mi de amortiguador de lisis que tenía 50mM de

Tris-HCl, pH 8.5,10 mM de [3-mercapto etanol, 80 mg de lisozima y 1 tableta de inhibidores de

proteasas Complete™ (Boehringer) y se incubó por 2 h a 4 °C en agitación. Los restos celulares se

eliminaron por centrifugación a 10,000 rpm por 15 minutos.

La clonación en marco de lectura en el vector pPROEX HTb generó una proteína de fusión

con una secuencia que codifica para 6 histidinas extras en la región amino terminal de la proteína

clonada, lo que permitió la purificación de la proteína recombinante por cromatografía de afini-

dad con una columna de níquel. El extracto soluble se pasó a través de una columna de níquel

previamente equilibrada con un amortiguador que tenía 20 mM de Tris-HCl, pH 8.5, 10 mM de

(3-mercapto etanol, 100mMde KCI, 10%degliceroly20mMdeimidazol. El PCNA recombinante

fue eluído de la columna con el mismo amortiguador pero que contenía 100 mM de imidazol.

35



MATERIALES Y MÉTODOS

2.3 Obtención de anticuerpos anti-PCNA

Como la proteína PCNA de maíz tiene una secuencia altamente conservada entre eucariotes,

esta proteína tuvo que acoplarse a hemocianina para dar una mayor respuesta inmune. Para

realizar el acoplamiento se disolvieron 2 mg de hemocianina (Sigma) en 1 mide PBS (1.37 Mde

NaCi, 27 mM de KCÍ, 100 mM de Na2HPO4 y 20 mM de NaH2PO4). A esta solución se adicionó

1 mi de solución que contiene 2.5 % de glutaraldehído diluido en PBS y se incubó por 12 h a

temperatura ambiente. Después se eliminó el exceso de glutaraldehído por centrifugación en

tubos centricón de corte molecular 100 kDa. La proteína PCNA recombinante (400 ug) diluida

en 90 uJ de PBS se mezcló con la solución de hemocianina y esta solución se incubó por 12 h a

temperatura ambiente.

Para hacer la primera inmunización, dos preparaciones de PCNA acoplada a hemocianina

(800 ug) fueron mezcladas con 500 uJ de adyuvante completo de Freund. Una segunda inmuni-

zación se realizó a los 8 días, pero con adyuvante incompleto. La inmunización se realizó en

conejos vía intramuscular durante 7 semanas repitiendo el esquema anterior.

Los anticuerpos fueron titulados por "western blot" utilizando 5 ug de PCNA recombinante y

20 ug de extracto totales proteína total de maíz.

2.4 Cuantificación de proteínas

Para la determinación de la cantidad de ciclina D y Cdk A durante la germinación control y en

presencia de hormonas, se utilizaron 20 ug de proteína total de maíz. La cuantificación de la

proteína se realizó por el método de Bradford y se corroboró que cada muestra tuviera la misma

cantidad de proteína mediante geles teñidos por Coomasie.

La cuantificación de las proteínas utilizadas en los inmunoprecipitados también se realizó por

el mismo método y se verificó que en cada ensayo se utilizara la misma cantidad de muestra, de

tal manera que se aseguró que los cambios observados por "western blot" fueron debidos a un

cambio real de la proteína de estudio.
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2.5 Ensayos de citometría de flujo

El contenido de DNA de las células de la raíz de ejes embrionarios se determinó por citometría

de flujo. Los meristemos de la raíz se cortaron finamente con una navaja en presencia de 1.5 mi

de amortiguador que contiene 50 mM de Tris- HCI pH 7.5, 1 mM de MgCl2/ 0.1 % de tritón X-

100 y 2 mg/ml de 4,6 diamidino-2-fenilindol (DAPI). La muéstrase pasó a través de un filtro de

nylon de 30 \m\ para aislar los núcleos. Los núcleos teñidos fueron analizados en el citómetro de

flujo Partee GMBH (Hahn Strabe 32, D-48161 Munster, Germany). En cada muestra se contaron

1500 núcleos a una velocidad de 10 núcleos por segundo. Los datos fueron procesados en el

programa Multicycle versión 2.53, Phoenix Flow Systems.

37



RESULTADOS

3.1 Obtención de anticuerpos dirigidos contra PCNA'de maíz

y asociación de PCNA con una ciclina tipo D

Algunos de los resultados que se presentan a continuación se publicaron en el artículo

"Proliferating cell nuclear antigen expression ¡n maize seed development and germina-

tion: Regulation by phytohormones and its association with putative cell cycle proteins."

Herrera, l \ , Sánchez Jiménez, M.P\, Molina, J., Plasencia, J. and Vázquez-Ramos, J.

Physiologia Plantarum (2000) 110:127-134.

El asterisco significa que los autores contribuyeron igualmente en el trabajo.

El artículo se anexa en el apéndice como referencia pero no como un requisito para la obtención del grado.

3.1.1 Obtención de un anticuerpo dirigido contra PCNA de maíz

La primera parte de este proyecto se enfocó básicamente a la obtención y caracterización de un

anticuerpo dirigido contra PCNA de maíz; para ello el cDNA de Zm PCNA se clonó en marco de

lectura en el vector de expresión ProExt ™ HTb; este vector tiene el promotor lac de manera que

se pudo inducir la expresión de Zm PCNA con IPTG. Además la proteína recombinante sintetiza-

da contiene una secuencia de 6 histidinas lo que permitió su purificación a través de una colum-

na de níquel. En la figura 1 A se muestra la inducción de Zm PCNA en bacterias de B coii BL21

pLys; en el carril 3 y 4 se observa que Zm PCNA se expresan en mayor cantidad respecto a las
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proteínas endógenas de E. coli (carriles 1 y 2); en la figura 1 B se presenta la purificación de Zm

PCNA, en el carril 2 se muestra la inducción de Zm PC NA, en los carriles 3 y 4 las proteínas que

no se unieron a la columna de níquel y en los canilles 6 al 10 se observa las fracciones de Zm

PCNA purificadas.

Para confirmar que la proteína recombinante corresponde a PCNA, se realizó un "western blot"

utilizando un anticuerpo heterólogo dirigido contra PCNA de humanos; en la figura 1 C se observa

que la proteína purificada es reconocida por este anticuerpo, en este caso el anticuerpo reconoce

además a una proteína de £ coli de bajo peso molecular; sin embargo, esta proteína sólo está presen-

te en el extracto crudo y en las fracciones proteicas no unidas a la columna {carriles 2,3, y 4). El PCNA

recombinante tiene Un peso molecular 3 kDa mayor que la proteína endógena de maíz (carriles 1 y

2), debido a los aminoácidos adicionales que le confiere el sistema de expresión.

La proteína recombinante se utilizó como ¡nmunógeno para obtener anticuerpos dirigidos

contra PCNA de maíz. Debido a que PCNA es muy conservada en mamíferos, fue necesario

acoplar a PCNA con hemocianina, para tener una buena respuesta inmune; después de siete

inoculaciones, se realizó la titulación del anticuerpo. En la figura 1 D se muestra que el anticuerpo

es capaz de reconocer a la proteína recombinante y a la proteína endógena de maíz en una

dilución 1:3000. El suero preínmune a una dilución 1:3000 no muestra reacción con PCNA

recombinante ni con ninguna proteína de maíz.
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32kDa
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D
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1:900 1:3000

1 2 1 2
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1 2

Figura 1. Sobreexpresión de Zm PCNA en bacterias y titulación de anticuerpos.

A) Inducción de Zm PCNA en células de B coli, carril 1 y 2, extracto proteico de E. coli; carril 3 y 4, extracto proteico

de E. coli transformada con PCNA e inducido con IPTG. B) Inducción de PCNA en células de E coli, carril 1, extracto

proteico de ejes de maíz germinados por 6 h; carril 2, extracto proteico de E. coli transformada con PCNA e inducido

con IPTG; carriles 3 y 4, fracciones proteicas no unidas a la resina; carriles 5 al 10, fracciones proteicas eluídas de la

columna de afinidad Ni NTA. C) "Western blot" de las mismas proteínas cargadas en B, usando un anticuerpo dirigido

contra PCNA de humanos. D) Titulación de los anticuerpos dirigidos contra PCNA dé maíz. El anticuerpo anti-PCNA y

el suero preinmune (SP), se probaron con extractos proteicos de maíz, carril 1 y con PCNA recombinante purificada,

carril 2.
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3.1.2 Complejos formados por PCNA durante la geminación de maíz

Para estudiar los complejos que forma PCNA durante la germinación de maíz, se realizó un

"western blot" bajo condiciones nativas con extractos proteicos de diferentes horas de germinación.

En la figura 2 se observa que ei anticuerpo dirigido contra PCNA de maíz detecta proteínas de 30

kDa, 100 kDa, 158 kDa y de 200 kDa, lo que sugiere que la banda de 30 kDa corresponde a la

forma monomérica de PCNA, la banda de 100 kDa correspondería a la forma trimérica de PCNA

y las bandas de alto peso molecular podrían representar complejos de PCNA con otras proteínas.

Para probar lo anterior, se cortó la banda que corresponde al complejo de alto peso molecular

(158 kDa) y se realizó una segunda corrida en un gel de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes, el cual fue transferido a una membrana de PVDF e ¡nmunodetectado con un

anticuerpo dirigido contra ciclina D1 de humanos. En la figura 2 B se puede observar la presencia

de una proteína tipo ciclina D de 52 kDa en los complejos de alto peso molecular.

Los resultados anteriores se corroboraron por ensayos de filtración en gel (figura 3); en estos

ensayos se observa que cuando se utilizaron extractos proteicos de 3 h de germinación, PCNA

co-eluye con ciclina D en las fracciones de 159 a 127 kDa. Cuando se utilizaron extractos proteicos

de 6 h, PCNA co-eluye con ciclina D en las fracciones de 143 a 111 kDa; sin embargo, en

extractos proteicos de 15 h sólo en la fracción de 159 kDa se observa las dos proteínas; lo que

implica que si PCNA se une a ciclina D, el tamaño del complejo debe ser de alrededor de 159

kDa. En este caso, es probable que la asociación de ciclina D con PCNA sea muy débil debido a

que después de las 6 h de germinación la ciclina D se empieza a degradar (ver figura 5).
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200 kDa

158 kDa

100 kDa

30 kDa

0 3 6 h

Ciclina D 52 kDa

Figura 2. Formas oligoméricas de PCNA de maíz y presencia de ciclina D en los complejos que forma PCNA.

A) "Western blot" realizado bajo condiciones nativas con el anticuerpo dirigido contra PCNA de maíz. 100 ug de

extractos proteicos de ejes germinados por 0, 3 ó 6 h se cargaron en cada carril. B) La proteína en la fracción de 150

kDa reconocida en {A) se corrió en un gel desnaturalizante para un análisis tipo "western blot" con anti-ciclina D.
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Figura 3. Detección de ciclina D en los complejos que forma PCNA durante la germinación.

Extractos proteicos de 1 gdeejesgerminadospor3h(A), 6 h ( B ) y i 5 h (C) fueron separados por filtración en gel en una

columna de Superdex 200. En cada fracción se determinó la presencia de PCNA y ciclina D por "western blot".

El resultado de la co-elución, sugiere que PCNA puede formar complejos con proteínas tipo

ciclinas; sin embargo, existe la posibilidad de que la ciclina tipo D esté formando complejos del

mismo tamaño pero con otras proteínas.

Para confirmar la asociación entre PCNA y ciclina D en maíz, se realizó un ensayo de co-

inmunoprecipítación, en el cual se inmunoprecipitó el extracto proteico de maíz con un anti-

cuerpo dirigido contra la cicüna D1 de humanos. Los inmunoprecipitados se separaron en un gel

desnaturalizante y se transfirieron a una membrana de PVDF para realizar un "western blot" con
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el anticuerpo anti-PCNA. Los resultados mostraron que PCNA de maíz se asocia a una proteína

tipo ciclina D y esta asociación es especifica, ya que no se observa co-ínmunoprecipitación cuan-

do se utiliza un suero preinmune (figura 4). También se realizó el experimento inverso, en el cual

se inmunoprecipitó con el anticuerpo anti-PCNA; sin embargo, no fue posible detectar a la ciclina

D en los inmunoprecipitados, debido a que tiene un peso molecular similar al de las IgGs (52

kDa), como se demostró en la figura 2.

a Ciclina D SP

IgC

PCNA

1 2 3 4 5 6

Figura 4. Asociación de PCNA con ciclina D

Extractos proteicos de ejes germinados por 3 h fueron ¡nmunopredpitados con anticuerpos anti-dclina D (a ciclina D)

y suero preinmune (SP). Los inmunoprecipitados se separaron en un gel desnaturalizante para la realización de un

"western blot" con anti-PCNA. Carril 1, extracto total de maíz; carriles 2 y 3, inmunoprecipitados con anti-dclina D,

usando 50 y 25 u-g de extracto tota! respectivamente; carril 4, sobrenadante; carril 5, ¡nmunoprecipitado con suero

preinmune; carril 6, sobrenadante.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

3.1.3 Efecto de hormonas en la asociación de PCNA con una proteina tipo ciclina

durante la germinación de maíz

Para estudiar la asociación de PCNA con ciclina D durante la germinación normal y la germinación

en presencia de BA o ABA, se determinaron los niveles de ambas proteínas bajo estas condiciones.

Durante la germinación normal la concentración de PCNA se incrementó conforme avanzó la

germinación alcanzando un nivel máximo a las 20 h de imbibición. Los niveles de PCNA fueron

afectados por ambas hormonas; la BA estimuló la acumulación de PCNA al inicio de ia germinación

observándose un pico de expresión máximo a las 6 h de imbibición (Herrera et al,, 2000); en
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contraste ABA inhibió la acumulación de PCNA, por lo que en presencia de esta hormona la

cantidad de PCNA permaneció constante hasta las 24 h de imbibición (Herrera et a/., 2000).

Con respecto a la ciclina D, en la figura 5 se observa que la cantidad de esta proteína se

mantienen relativamente constante hasta las 6 h de germinación normal, después de este tiempo

se empieza a degradar ya que a las 15 h sólo se observaron niveles residuales de la proteína.

Cuando la germinación se llevó a cabo en presencia de BA, la degradación de la ciclina se inició

antes respecto a la germinación normal, pues hacia las 6 h se disminuyeron los niveles de esta

proteína. En presencia de ABA, la ciclina D permanece constante hasta las 6 h, tal como sucede en la

geminación normal; sin embargo, en este caso parece que la degradación es más lenta, ya que a las

15 h se detecta una concentración un poco mayor de ciclina D respecto a la germinación normal.

0 3 6 15 3 6 15 3 6 15

BA ABA

Figura 5. Cambios en los niveles de ciclina D durante la geminación de maíz, en ausencia y presencia de hormonas.

20 ug de extractos proteicos de maíz germinados por 0, 3, 6 y 15 h (control) y en presencia de benciladenina (BA) y

ácido abscísico (ABA) fueron utilizados para determinar la presencia de ciclina D mediante ensayos tipo "western blot".

Para estudiar la asociación entre PCNA y ciclina D durante la germinación de maíz, se realiza-

ron experimentos de co-inmunoprecipitación (figura 6). El complejo está presente en las prime-

ras 3 h de imbibición y su concentración disminuye gradualmente en tiempos tardíos de

germinación; cuando se está üevando a cabo la replicación de DNA (15 h de imbibición) sólo hay

una pequeña cantidad del complejo PCNA-ciclina D. Lo anterior es debido a que en este tiempo

se está degradando la ciclina D.
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Cuando la germinación se lleva a cabo en presencia de BA, ei complejo de PCNA con ciclina D

sólo se presenta a las 3 h de germinación, ya que a las 6 h no se detecta la presencia de este

complejo; en este tiempo ya se está llevando a cabo la replicación del DNA, dado que la BA

provoca que los eventos de la fase C1 del ciclo celular sean más rápidos (Cruz-García et a/.,

1998; Brault y Maldiney, 1999), por lo que el complejo desaparece horas antes (figura 6). La

ausencia del complejo en este caso se debe a que la ciclina D se empieza a degradar después de

las 3 h de imbibición (ver figura 5).

Un comportamiento similar ocurre cuando la germinación se lleva a cabo en presencia de ABA.

A las 15 h el complejo PCNA-ciclina D ya no es detectable; sin embargo, bajo estas condiciones

a las 15 h aún existe ciclina D detectable en los extractos, incluso en concentraciones un poco

mayores respecto a la germinación norma!.

IPPcon a ciclina D

3 h
IgC

PCNA

6 h

15 h

PT IPP SN PT IPP SN PT IPP SN

BA ABA

PCNA

Figura 6. Efecto de BA y ABA sobre los complejos que forma PCNA con ciclina D durante la germinación de maíz.

50 u,g de extractos proteicos de ejes germinados en presencia de BA, ABA o sin hormonas (C) por 3, 6 y 15 h fueron

¡nmunoprecipitados con anticuerpos anti-ciclina D1. Los ¡nmunoprecipitados se analizaron por ensayos tipo "western

blot" con el anticuerpo anti-PCNA. PT, proteína total; !PP, ¡nmunoprecipitados; SN, sobrenadantes.
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3.2 Asociación de una cinasa dependiente de ciclina a PCNA

La caracterización de una cinasa dependiente de ciclina (Cdk) que se asocia a PCNA se presenta

en el siguiente artículo

"PCNA proteín associates to Cdlc-A type protein kinases in germinating maize".

María de la Paz Sánchez, Alma Torres, María Beatrice Boniotti, Crisanto Gutiérrez and

Jorge M. Vázquez-Ramos.

Plant Molecular Biology (2002). En prensa

En este artículo se describe la caracterización de una cinasa dependiente de ciclina tipo A

(Cdk A) que está asociada a PCNA, así como la determinación de su actividad durante la

germinación normal de maíz.

3.2.1 Asociación de PCNA con una cinasa dependiente de ciclina (Cdk)

Como se mencionó en el capítulo anterior, PCNA de maíz se puede encontrar en forma de

monómero, trímero y formando complejos de alto peso molecular con otras proteínas. La com-

posición de los complejos varía durante la germinación; los de alto peso molecular desaparecie-

ron hacia las 15 h, en tanto que el de 100 kDa que podría corresponder al trímero de PCNA, se

incrementó conforme avanzó la germinación (figura 7). Esta observación y los resultados del

capítulo anterior indican que el complejo de alto peso molecular está formado por PCNA y

ciclina D; sin embargo, por los tamaños de ambas proteínas (29 y 52 kDa respectivamente) se

sugiere que en este complejo, PCNA está en forma trimérica ó bien que habría otra u otras

proteínas que están asociadas a este complejo.

En mamíferos, PCNA forma un complejo cuaternario con ciclina D, p21 y CdK4 (Xiong et a/.,

1992). Debido a que PCNA de maíz también se asocia a una ciclina tipo D (Herrera eí al., 2000),

es muy probable que en este complejo también se encuentre presente una Cdk.

Para estudiar la asociación de PCNA/Cdk, ¡nicialmente se determinó la presencia de Cdk tipo

A durante la germinación de maíz, esto debido a que en plantas se ha reportado que las ciclinas

tipo D se unen y activan únicamente a las Cdk tipo A Qoubes et a/., 2000). El ensayo se realizó

utilizando un anticuerpo dirigido contra el dominio de unión a ciclina "PSTAIRE" que esta con-

servado en las Cdks tipo A de maíz (Colasanti et a/., 1991). En la figura 8 A se muestra que este

anticuerpo reconoce dos proteínas en maíz, una de 32 y otra de 36 kDa. Los niveles de la
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proteína de 36 kDa aumentaron gradualmente hacia las 24 h, en cambio la proteína de 32 kDa

se detectó únicamente durante las primeras horas de germinación y desapareció hacia las 15 h. El

corrimiento electroforético de ambas proteínas no se afectó cuando los extractos fueron tratados

con una fosfatasa alcalina, lo que elimina la posibilidad de que ambas bandas sean debidas a un

estado diferencial de fosforilación de una misma proteína (figura 8 B).

La asociación entre PCNA y Cdk tipo A se estudió mediante ensayos de co-inmunoprecipitación.

En estos ensayos se observó que el anticuerpo anti-PCNA de maíz fue capaz de inmunoprecipitar

tanto a PCNA (figura 9 A) como a las dos Cdks tipo A presentes en maíz (figura 9 B) y esta

interacción es específica, ya que ei suero preinmune no inmunoprecipitó ninguna proteína (figu-

ra 9 A y B, carril 2).

Debido a que p13Sucl es una proteína que se ha utilizado como una herramienta para purificar

el complejo activo Cdk1/cicÜna B en animales y en plantas, además de que se ha reportado que

se une fuertemente a una Cdk tipo A(BrÍzuelaeta/., 1987, De Veyldereta/.,1997), se realizó un

ensayo de "pulí down" con la proteína p13Suc1 para hacer un análisis comparativo entre la cinasa

asociada a PCNA y la cinasa asociada a p13Suc1. En la figura 9 C, se observa que p13Suc1 solo se

asoció a la proteína de 36 kDa.

3.2.2 Caracterización de la cinasa asociada a PCNA

Para corroborar que la proteína asociada a PCNA es una cinasa, se realizaron ensayos de activi-

dad, utilizando como fuente de cinasa los inmunoprecipitados con anti- PCNA y como sustratos

a la proteína histona H 1 , un sustrato utilizado para determinar la actividad de Cdks en mamíferos

y al extremo carboxilo terminal (que contiene los aminoácidos 558 al 683) de la proteína de

Retinoblastoma de maíz (Zm RBR), un sustrato de las Cdks tipo A (Boniotti y Gutiérrez, 2001). En

la figura 10 A, se observa que la cinasa asociada a PCNA fosforila a la histona H 1 ; además, una

próteína de 60 kDa que co-inmunoprecipita con PCNA también es fuertemente fosforilada, pero

sólo cuando no se adiciona histona H1 a! ensayo (figura 10 A, carriles 4-6). La cinasa asociada a

PCNA también fue capaz de fosforilar a Zm RBR, ya que la región carboxilo terminal contiene

varios sitios de fosforilación por Cdks (figura 10 B). En ningún caso se observa fosforilación en los

inmunoprecipitados con suero preinmune.

La Cdks de plantas son sensibles a inhibidores de cinasas como son los análogos de ATP como

la roscovitina y la olomoucina (Plancháis et a/., 2000). Para determinar si la actividad de cinasa
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presente en los inmunoprecipítados de PCNA es de una CdK, se realizaron ensayos de actividad

en presencia de roscovitina (figura 11 A) y olomoucina (figura 11 B).

La cinasa asociada a PCNA fue inhibida en un 50 % por roscovitina, al igual que la cinasa

asociada a p13Suc1. En este caso, la actividad asociada a p13s<jc1 fue mayor que la actividad asocia-

da a PCNA, lo que indica que Cdk A de maíz tiene una mayor afinidad por p13Suc1, y que solo una

pequeña fracción de la Cdk A está unida a PCNA. PKI, un inhibidor de cinasas dependientes de

AMPc, no fue capaz de inhibir a las cinasas asociadas a PCNA y a p13Suc\ La olomoucina, un

inhibidor menos potente que la roscovitina, también inhibió drásticamente la actividad de cinasa

asociada a PCNA, pero a una concentración de 30 jaM (figura 11 B). Los resultados anteriores

corroboran que la cinasa asociada a PCNA es una CdK tipo A.

3.2.3 Actividad de cinasa asociada a PCNA durante la germinación de maíz

Durante la germinación, la actividad de cinasa presente en los inmunoprecipitados de PCNA

cambia. En la figura 12 A, se muestra que la actividad de Cdk asociada a PCNA se incrementa

gradualmente en las primeras 6 h de germinación; conforme la germinación avanza (15-24 h), ía

actividad disminuye dramáticamente alcanzando niveles muy bajos. En cambio, la actividad aso-

ciada a p13Suc1 tiene un comportamiento totalmente diferente, ya que está presente al inicio de la

germinación y se incrementa conforme la germinación avanza (figura 12 B). Los resultados ante-

riores indican que la actividad de Cdk A se incrementa conforme avanza la germinación; sin

embargo, sólo en las primeras 6 h de germinación está asociada a PCNA; después de este tiempo

la cinasa se disocia, en cambio en los ensayos de "pulí down" con p13Suc1 se observó que su

actividad se incrementa.
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"PCNA protein associates to Cdk-Atype protein lañases in germinating maize"

María de la Paz Sánchez1, Alma Torres1, María Beatrice Boniotti2, Crisanto Gutiérrez2 and Jorge

M. Vázquez-Ramos13.

departamento de Bioquímica, Facultad de Química, UNAM. Avenida Universidad y Copilco, México 04510, DF,

México. 2Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, Universidad Autónoma de Madrid, Cantoblanco, 28049, Ma-

drid, Spairr.
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"PCNA PROTEIN ASSOCIATES TO CDK-A TYPE PROTEIN KINASESIN GERMINATING MAIZE"

María de la Paz Sánchez1, Alma Torres1, María Beatrice Boníotti2, Crisanto Gutiérrez2 and Jorge M.

Vázquez-Ramos1'3.

departamento de Bioquímica, Facultad de Química, UNAM. Avenida Universidad y Copilco, México

04510, DF, México. 2Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, Universidad Autónoma de Madrid,

Cantoblanco, 28049, Madrid, Spain.

Key words: PCNA, PSTAIRE kinase, maize, germination.

SUMMARY

In higher eukaryotes, the proliferating cell nuclear antigen (PCNA) can be found associated to Cyclin D and Cdk4/

6, the kinase complex responsable for cell cycle commitment in response to growth and mitogenic signáis.

During maize germination, PCNA can be found in protein complexes between 131 and 163 kDa.

The size of PCNA protein complexes seem to change during germination, so that by the time the S

phase starts, a complex of MW 100 kDa (likely the homotrimeric ring) is the predominant one. PCNA

complexes during early germination contain (any of) two PSTAiRE-containing protein kinases of MW

32 and 36 kDa that readily phosphorylate both histone H1 and maize retinoblastoma-related (RBR)

proteins. Kinase activity in PCNA complexes is markedly ¡nhibited by roscovitine and olomoucine, two

known Cdk inhibitors. The protein p13Suc1 only pulís down the 36 kDa PSTAIRE protein. Kinase activ-

ity in PCNA immunoprecipitates ¡s maximal during early germinatíon, before the onset of S-phase

whereas kinase activity associated to p13Suc1 reaches a peak at later times, when S phase is set on.

We discuss the physiological repercussions of these findings.

1NTRODUCTION

The cell cycle in eukaryotes is controlled by a family of conserved cyclin-dependent protein kínases (Cdks)

(Nigg, 1995). Cdks are a group of related serine/threonine kinases which are regulated both by association

with the cyclin protein regulatory subunits and by specific phosphorylation/dephosphorylation events (Pines,

1995). In human cells, Cdk activity during early G1 depends on the presence of Cdk4/6 and a cyclin D type
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protein to control cell cycle commitment ¡n response to growth and mitogeníc signáis (Sherr, 1993;

1994). These complexes promote G1 progression by phosphorylating and thereby neutralizing the

pRB protein. ln the active, hypophosphorylated state, pRB binds and sequesters E2F/DP complexes,

transcription factors required for S phase entry. Phosphorylated pRB releases E2F, thus allowing the

activation of genes essential to continué the cycle (Sherr, 1994). Other proteins that associate to the

Cyclin D-Cdk4 complex are PCNA and p21. PCNA, the proliferating cell nuclear antigen, is the DNA

polymerase 8 (or s) sliding clamp required for processivity (Tan etal., 1986; Prelich etal., 1987; Shivji

ef ai, 1992). The protein p21 appears to act either as an inhibitor or as a protein necessary for the

assembly of cyclin D/Cdk4/6 compiexes (Cheng et ai, 1999).

ln plants, the basic mechanisms of celí cycle control are conserved (Gutiérrez, 1998; den Boer and

Murray, 2000; Meijer ef a/., 2001). However, plants display a number of unique characteristics that

include the reversibitity of terminal differentiation and the control by plant hormones (Jacobs, 1995;

Coenen and Lomax, 1997; Meyerowitz, 1997). Plant Cdks can be separated into two groups. The

Cdk-A group contains a PSTAIRE sequence, similar to mammalian Cdk1 and Cdk2, with a perfectly

conserved 16 residue cyclin interaction motif and the Cdk-B class which contains the variant forms

PPTAIRE or PPTTLRE (Mironov et al., 1999). Cdk-A plays a role in both the G1/S and the G2/M

transitions, whereas expression of Cdk-B is restricted to G2/M (Fobert ef a/., 1996; Huntley ef ai,

1999). Contrary to the expression of mammalian Cdks, Cdk-A transcript or protein levéis do not show

much variation at any phase of the cell cycle and is detected at low levéis in non-dividing tissues. Cdk-

A genes have been identified in different plant species including maize, rice, alfalfa, soybean, pea,

tobáceo and Arabidopsis (Colasanti eí al., 1991; Hashimoto eía/., 1992; Hirtefa/., 1993; Miaoefa/.,

1991; Fobert etal., 1996).

Several D-type eyelins have been reported in plants and these can bind Cdk-A. In Arabidopsis,

eyelins D2 and D3 interact with Cdk-A and phosphorylate histone H1 (Healy eí a/., 2001). Cdk-A/

cyclin D complexes expressed and purified from insect cells can phosphoryiate tobáceo RBR protein

in \/¡tro (Nakagami etai, 1999). A Cdk-A/cyclin D complex that binds to and phosphorylates RBR has

been recently identified in plant cell extraets and shown to be cell cycle regulated with a máximum

activity late in G1 (Boniotti Gutiérrez, 2001).

PCNA ¡s an essential component in all DNA metabolism transactions. It is a sliding clamp required

for processive synthesis by DNA polymerases 5 (Tan ef a/., 1986; Prelich ef a/., 1987; Shivji ef al.,

1992); it is required for DNA repair (Shivji etal., 1992; Smith etai, 1994) and recombination (Kelman,

52



RESULTADOS

1997), interacting with múltiple proteins. Unexpectedly, PCNA has been found associated to cyclin D/

Cdk complexes (Xiong ef a/., 1992). in vivo experiments have suggested that this association may

preclude unscheduled DNA replication (Pagano etai, 1994).

Plant PCNA cDNAs have been isolated from rice, pea and maize (Suzuka ef ai, 1989; Shimizu

and Morí, 1998; López ef ai, 1995,1997) and shown to code fora highly conserved protein. In maize,

two PCNA cDNAs have been reported, both showing a similar expression pattern ¡n proliferating

tissues and a vtrtually identical protein sequence (López ef ai,, 1997). During maize germination,

PCNA protein is present at low levéis in embryo axes of dry seeds and its amount gradually increases

to reach a máximum by the time cells are entering the S phase (15-20h germination). If, however,

embryo axes are imbibed in the presence of cytokinins, the S phase starts by 6h germination, a time

at which PCNA has already reached its máximum (Herrera ef al., 2000).

Little is known about PCNA complexes in plants; however, we have reported the association of

maize PCNA with a putative cyclin D; this association was only detectable during the first 15h germi-

nation and disappeared bythe time DNA replication started (Herrera etai., 2000). This putative cyclin

D associated to a Cdk and the complex readily phosphorylated histone H1 (Cruz-García eí a/., 1998).

Here we have studied PCNA-containing complexes present in germinating maize seeds and deter-

mined their size. We show that these complexes contain an associated kinase activity that is

immunodetected by an antibody directed against the PSTAIRE sequence present in plant Cdk-A.

Kinase activity is specifically inhibited by Cdk inhibitors like roscovitine and olomoucine. Finally, we

compare the kinase activity in PCNA compiexes with that activity associated to p13Suc1-agarose beads

at different times during maize germination.

MATERIAL AND METHODS

Materials

Protein A-agarose and protease inhibitor cocktail tablets (Complete ™) were from Roche; hyperfilm

ECL, ECL western blotting kit, glutathione-Sepharose 4B, anti-rabbit IgG peroxidase conjúgate and

[y.32p] ATP were from Amersham Pharmacia Biotech; histone H1, protein kinase A inhibitor peptide

(PKl) and glutathione were from Gibco BRL, Life Technologies; Immobilon PVDF membranes were from
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Millípore; anti-PSTAIRE rabbit polycional IgG cat No. sc53 was from Santa Cruz Biotech; olomoucine

(2(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurine) and roscovitine (2-(1-D, L-hydroxymethyl

propylamine)-6-benzy!amino-9- ¡sopropylpurine) were from Sigma-Aldrich Chem.

Protein extraction

Maize embryo axes were ímbibed for 0,3,6,15 and 24 hours in imbibition buffer (50 mM Tris-HCL pH

6.2,2% sucrose and 10 mM MgCI2). Protein extracts from axes were produced using Extraction Buffer

containing 25 mM Tris-HCI pH 7.5,15 mM MgCI2,75 mM NaCI, 25 mM KCI, 5 mM EDTA pH 8.0,1 mM

DTT, 0.2 % Tritón X-10, 0.25 mM sucrose, 60 mM p-glycerolphosphate, 50 mM NaF, 200 \iM Na3VO4,

1 mM EGTA and a tablet of protease inhibitor cocktail/50 mi buffer. Protein extracts were centrifuged

at 150000g for 30 min at 4°C and protein concentration was determined by the method of Bradford.

Superdex 200 Gel Filtration

The size of protein complexes formed by PCNA was determined by size-exclusion FPLC. A Superdex

200 column was used. The mobife phase was 50 mM KH2PO4,50 mM K2HPO4,100 mM NaCI, 0.1 mM

PMSF and 0.1 mM p-mercaptoethanol at a 0.75 ml/min flow rate. Molecular weight standards were

Ferritin (450 kDa), Catalase (240 kDa), Aldolase (158 kDa) Bovine Serum Albumin (68 kDa) and

Ovalbumin (45 kDa), acquired from Boehringer Mannheim.

Western blot

Protein (20 ng) samples were fractionated by SDS-PAGE (11%) and geis were blotted onto PVDF

membranes. Membranes were incubated with anti-maize PCNA polycional antibody (1:1500 dilution)

or with anti-PSTAIRE polycional antibody (1:1500 dilution) for 12h at 4°C, washed twice in PBS buffer

and once in PBS buffer containing 0.5 M NaCI, 15 min each at room temperatura and subsequently,

membranes were incubated for 2h with peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody in a 1:10,000 dilu-

tion. Membranes were washed again with PBS buffer and the peroxidase reaction was detected by

the Enhanced Chemiluminescence method (ECL).
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Immunoprecipitation

Anti-maize PCNA antibodies were conjugated for 2h with Protein A-agarose (1:5 dilution) at room

temperatura using Buffer A (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 125 mM NaCI, 2.5 mM EDTA pH 8.0, 2.5 mM

EGTA, 2.5 mM NaF, 0.1% Tritón X-100). Protein from extracts (200 u.g) was added and the mixture

was incubated for 12h at 4°C with agitation; immunocomplexes were pelleted by centrifugation ¡n a

microfuge and washed 5 times with Buffer A. Bound proteins were eluted with SDS loading buffer and

prepared for immunoblotting.

P13Suc1 pulí down assays

Total protein (200 \xg) was incubated wiíh p13Suc1-Sepharose beads overnight at 40°C; after incuba-

tion, beads were washed five times with buffer A and once with kinase assay buffer (see below).

Resulting protein precipitates were used as the source of kinase activity.

Kinase assays

Immunocomplexes or p13Suc1 complexes were resuspended in 15 \i\ of kinase buffer (70 mM Tris-HCI

pH 7.5,10 mM MgCI2,150 mM NaCI, 1 mM DTT, 5 mM EGTA, 20 \M ATP and 5 ^Ci [y-32P] ATP. As

substrate, 40 |¿g histone H1 or 4 \ig GST-ZmRBR-C (the C-terminal domain of maize RBR protein)

fusión peptide per sample was added. Purification of GST-ZmRB fusión peptide was performed ac-

cording to Ramírez-Parra eí al. (1999). Reactions were performed for 30 min at 30°C and these were

stopped by adding SDS loading buffer. After boiling for 5 min, the reaction producís were separated

by SDS-PAGE.
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RESULTS

Protein complexes formed by PCNA during maize germination

Native polyacrylamide gels were used to find out the approximate size of the protein complexes in

which PCNA can be found. Severa! clear protein bands were detected by western blot using a polyclonal

antibody against maize PCNA (figure 1A). These bands corresponded to molecular sizes of 30 kDa

(monomeric PCNA), roughly 100 kDa, probably corresponding to the homotrimeric ring characteristic

of PCNA and bands of 160 kDa and around 200 kDa. These protein compiexes showed some varia-

tions during germination, so that the higher molecular size bands virtualiy disappeared by 15h germi-

nation, whereas the 100 kDa band gradually increased during germination. Complexes of similar size

were produced if gel fiitration through Superdex 200 was used. PCNA was identified by immunoblotting

in fractions corresponding to molecular sizes of 30, 60 and between 90 and 165 kDa, after fraction-

ation of protein extracts from 3h imbibed maize embryo axes extracts (Figure 1B). Identical results

were obtained after fractionation of protein extracts from 6h imbibed axes (not shown).

PSTAIRE containing proteins are present in PCNA protein complexes

In metazoans, PCNA is found in G1 cells forming a complex with cyclin D and its associated Cdk

(Cdk4/6, Xiong eí al., 1992). Evidence for an association of maize PCNA with a putative cyclin D has

been reported earlier (Herrera et al., 2000). The presence of a Cdk-type protein associated to PCNA

was investigated in PCNA immunoprecipitates of germinating maize extracts, by using an antibody

directed against the PSTAIRE sequence present in maize Cdk-A kinase (Colasanti ef a/., 1991). First,

we determíned whether such a Cdk was present during germination. Using the anti-PSTAIRE anti-

body, two proteins of molecular sizes 36 and 32 kDa were detected (figure 2A) and their amount

increased with time, although the smaller protein disappeared by 15 hours of germination. These two

bands do not result from differentially phosphoryíated forms of the same protein as treatment with

alkaline phosphatase did not cause the disappearance or change in mobility of any band (figure 2B).

This protein phosphatase did remove, however, the phosphate present in p-nitrophenyl-phosphate

(result not shown). The recognítion by an anti-PSTAIRE antibody of two proteins in maize extracts has

been reported before (Colasanti etai, 1993).
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Association of PCNA and the PSTAiRE-containing proteins was determined by immunoprecipitat-

ing PCNA and detecting the presence of the accompanying Cdks using the anti-PSTAIRE antibody.

Figure 3 shows that ¡n extracts of axes ¡mbibed for 6h, the anti-PCNA antibody bound PCNA protein

(figure 3A, lañe 2) that was associated to the two PSTAIRE containing proteins (Figure 3B, lañe 2).

Only a fraction of the PSTAIRE proteins and of PCNA were immunoprecipitated by the antibody (lañes

3, figures A and B). As a control, we determined the type of PSTAIRE containing Cdks that are pulled

down by the p13Suc1 protein. This protein strongly binds Cdks and was first characterized in yeast cells

(Brizueia eí ai, 1987). Agarose beads with bound p13Suc1 were used and the associated protein ki-

nase was identified by western blot using the anti-PSTAIRE antibody; oníy the 36 kDa protein was

associated to p13Suc1 beads (figure 3C).

Cdk-type kinase activity in PCNA immunoprecipitates

To demónstrate that the proteins identified by the anti-PSTAIRE antibody are of Cdk type, we mea-

sured kinase activity in PCNA immunoprecipitates of protein extracts from 6h germinating maize us-

ing histone H1 as substrate. Histone H1 kinase activity was present in PCNA immunoprecipitates

(figure 4, íanes 1-3). incidentally, a 60 kDa protein that co-precipitated with PCNA was strongly phos-

phorylated but only if histone H1 was not added in the kinase assay (lañes 4-6). A phosphorylatable

protein of similar size has been recently reported to bind and co-immunoprecipitate with cyclin D3 in

Arabidopsis, and it was suggested that it is the cyclin D3 itself (Healy et al., 2001).

Human pRB protein is an in vivo substrate of Cyclin-Cdks, and a maize retinoblastoma-related

(RBR) protein has been isolated (Xie et ai, 1996). Therefore, we used the C-terminal fragment of

maize RBR, which contains several putative Cdk phosphorylation sites, and is readily phosphorylated

by plant Cdks (Boniotti and Gutiérrez, 2001), as a substrate to measure kinase activity in PCNA

immunoprecipitates from 6h imbibed maize axes. Figure 4B shows that the PSTAIRE containing ki-

nases phosphorylated RBR protein. In this case, the endogenous 60 kDa protein that associates to

PCNA in immunoprecipitates was phosphorylated in the presence of the exogenous substrate.

Cdk activity ¡s sensitive to inhibitors such as roscovitine (Plancháis etaL, 2000). Thus, to further

determine whether the kinase activity present in PCNA immunoprecipitates is of a Cdk-type, we tested

the effect of roscovitine (3 \M) in kinase assays in both PCNA immunoprecipitates and p13Suc1 pulled

down proteins. Roscovitine reduced kinase activity, using RBR as substrate, to about 50% of control
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activity associated to p13Suc1 or to PCNA (Figure 5A). Kinase activity associated to p13Suc1 was higher

than activity ¡n PCNA immunoprecipitates, probably indicating a higher amount and/or activity of as-

sociated Cdk. As an additional control, a well known inhibitorof cAMP-dependent kinases, PKI, was

tested and found to have no effect on the PSTAIRE-containing kinase activity (figure 5A). Further-

more, another (less potent) Cdk inhibitor, olomoucine (Plancháis eí ai, 2000), also markedly reduced

he PSTAIRE-containing kinase activity in PCNA immunoprecipitates when used at a 30 /M concen-

tration (figure 5B). Phosphorylation of the endogenous 60 kDa unknown protein (see above) was also

substanttally inhibited, indicating thatthis protein may be a substrate of the PSTAIRE containing Cdks.

Kinase activity in PCNA immunoprecipitates was compared to the activity that is pulled down by

the p13Suc1 protein during maize germination using maize RBR as substrate. Interestingly, PCNA-

bound PSTAIRE kinases were increasingly active between 0 to 6h germination and then activity fell to

very low levéis by 15-24h germination (figure 6A). On the contrary, activity of the p13Suc1-bound kinase

was low during early germination and then activity notably increased as germination advanced, up to

24h germination (figure 6B). These results suggest that the lower molecular size PSTAIRE kinase

may be relevant to the kinase activity measured in PCNA immunoprecipitates, with iittie activity of the

36 kDa protein. On the other hand, the 36 kDa protein should be responsible for the activity associ-

ated to p13Suc1 beads.

DISCUSSION

This paper describes the association of maize PCNA in protein complexes of different sizes that vary

during germination. Complexes of high molecular size (between 160 and 200 kDa) appear to be

present during the early hours of germination (0-6h) and its amount is greatly reduced later on, by the

time DNA replication is taking place during maize germination (Baiza eí a/., 1989). At this time, the

predominant form is a 100 kDa complex, probably the homotrimeric PCNA ring necessary to stimulate

processive DNA replication. In mammalian cells, PCNA associates during G1 to cyclin D and Cdk4

(Xiong eí a/., 1992) and this complex would have an estimated molecular size of around 170 kDa if

PCNA were bound as a trimer, and of around 190 kDa if the p21cip1 inhibitor were also present The

size of maize PCNA complexes found during early germination (0-6h), determined by both native gels

and Superdex 200, falls within this range.
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The physiological reason of the association of mammalian PCNA with the cyclin-kinase complex is

not known, although in vitro evidence suggests that cyclin D may preclude íhe action of PCNA in the

replication fork (Pagano eí ai, 1994).

Little ¡s known in plants about PCNA and ¡ts association with other proteins. A protein complex

containing PCNA and cyclin D3 was found in non-proliferative pea tissues (Shimizu and Mori, 1998).

Our previous work suggested that PCNA was associated to a putative cyclin D protein only during the

early hours of germination, and this complex disappeared after 15 h germination (Herrera etai, 2000).

This timing coincides with the disappearance of the higher molecular size complexes found here, and

with the onset of the S phase (Baiza e/a/., 1989).

There is no evidence, to our knowledge, of an association of PCNA and a Cdk in plants. We have

found that PCNA associates to protein complexes containing Cdks that possess the PSTAIRE se-

quence, the cyclin-binding motíf in Cdk-A type kinases. In maize, two different A type Cdks nave been

reported, Cdk-A;1 and Cdk-A;2 (Colasanti eí al., 1991; Joubés eí al., 2000), both containing the

PSTAIRE motif. Maize PCNA binds ío the íwo types of PSTAIRE Cdks. Apparently, binding to both

Cdks ¡s in the same proportion to their abundance. In contrast, p13Suc1only binds the 36 kDa protein.

This differential binding may explain the differential kinase activity found between these two kinase

complexes during germination, as will be discussed below. Although we have classified PCNA asso-

ciated Cdks as PSTAIRE containing, we are aware that the antibody against the PSTAIRE peptide

may be able to recognize cióse variants such as SPTAIRE or PITAIRE, sequences found in some

Medicago sativa Cdks (Mironov ef al., 1999). However, no evidence has been produced regarding the

existence of proteins with these cióse variant motifs ¡n maize celís.

The use of specific Cdk inhibitors has been very useful in the definition of the PCNA associated

kinases as Cdks. Using maize RBR as substrate, Cdk inhibitors roscovitine and olomoucine markedly

reduced the kinase activity associated to either PCNA or p13suc1. Olomoucine, at the same concentra-

tion of roscovitine (3 p.M), was a poor inhibitor (result not shown), but at 30 \M reduced kinase activity

to very low levéis. These inhibitors have been used in the past to demónstrate inhibition of G1/S and

G2/M kinases in plant cells (Plancháis eí al., 2000). Additionally, PKI, a cyclic AMP-dependent kinase

inhibitor did not reduce kinase activity associated to either PCNA or p13suc1.

Kinase activity in PCNA immunoprecipitates, using maize RBR as substrate, shows a distinct tem-

poral activation to that associated to p13suc1 during maize germination. in PCNA complexes it is active

before the S phase starts and both forms of the PSTAIRE kinase can be found; it is interesting that
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kinase activity increases in parallel with the increase in the amount of the 32 kDa PSTAiRE protein

and, likewise, decreases as this kinase disappears. The p13suc1 protein preferentially binds the 36 kDa

PSTAIRE kinase and activity increases when the S phase starts. These results suggest that the 32

kDa PSTAIRE kinase bound to PCNA is mainly responsible for kinase activity in these complexes,

while the 36 kDa PSTAIRE kinase is the activity in p13suc1 complexes. Therefore, the two PSTAIRE

kinases may particípate in the regulation of distinct cell cycle stages during maize germination. Evi-

dently, no Cdk is active without an associated cyclin. We have only indirect evidence that a D-type

cyclin may be associated to PCNA (Herrera et al., 2000) and no D-type cyclins have yet been re-

ported in maize; however, the G1 state of cells in the 0-6h period of seed germination wouid pointto

the presence of G1 cyclins. More intriguing is the cyclin that may be present in p13Suc1 protein com-

plexes. Since the 36 kDa PSTAIRE kinase is active mainly when cells are in the S phase, other D-, or

, perhaps A-type cyclins may be responsible for controiling transit through S phase during seed germi-

nation. Such associations have been found in tobáceo ceil cultures in which Cdc2a (a PSTAIRE-

containing kinase) bound to both cycíin D- and cyclin A-type proteins (Nakagami eí ai, 1999).
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LEGENDSTO FIGURES

Figure 1. PCNA complexes during maize germination. A) Protein extraéis from 0, 3, 6 and 15h

imbibed maize axes were separated by native polyacrylamide gel electrophoresis and prepared for

immunoblot analysis using the anti-maize PCNA antibody. B) Superdex 200 gel filtration of protein

extracts from 3h-imbibed maize axes. Protein from the different fractions after gel filtration were elec-

trophoresed and prepared for western blotting using the anti-maize PCNA antibody. Molecular size

markers (Boehringer Mannheim) were Ferritin, 450 kDa, Catalase, 240 kDa, Aldolase, 158 kDa, bo-

vine albumine 68 kDa and ovoalbumin, 45 kDa. FN, fraction number.

Figure 2. Detection of a PSTAIRE-containing Cdk during maize germination. Protein extracts from

maize embryo axes imbibed for 0, 3, 6, 15 and 24h were electrophoresed and treated for western

blotting using the anti-PSTAIRE antibody (A). Protein extracts from 6h-imbibed axes were incubated

with alkaline phosphatase for 30 min and then treated as in (A) for western blot using the anti-PSTAIRE

antibody (B); lañe 1, total protein; lañes 2 and 3,1U and 2U of alkaline phosphatase.

Figure 3. PSTAIRE-containing Cdks co-immunoprecipitate with PCNA. Protein extracts from 6h-

imbibed maize axes were ¡mmunoprecipitated using the anti-PCNA antibody (figs A and B) or proteins

were pulled down with p13Sucl (3C). Proteins were separated by SDS-PAGE and immunodetected

with anti-PCNA antibody (A) or anti-PSTAIRE antibody (B): Lañe 1, total protein; lañe 2, ¡mmunopre-

cipitate; lañe 3, supernatant after immunoprecipitation; lañe 4, as in lañe 2 but no antibody was added;

lañe 5, supernatant (no antibody); lañe 6, preimmune serum. Fig. 3C, proteins were immunodetected

with anti-PSTAIRE antibody: lañe 1, total protein; lañe 2, p13Suc1- bound PSTAIRE protein.

Figure 4. Kinase activity in PCNA ¡mmunoprecipitates. PCNA immunoprecipitates, using protein

from 6h-imbibed maize axes, were used as the source of kinase activity. (A) Histone H1 as substrate,

50 (lañe 1), 100 (lañe 2) or 200 u,g (lañe 3) total protein. Lañes 4-6, same assay except that histone

H1 was omitted in the reaction mixture. Lañe 7, kinase activity in immunoprecipitates, using pre-

immune serum. (B) GST-ZmRBR-C protein (4 ¡ag) as substrate in the presence of the PCNA immuno-

precipítate (lañe 1) or using pre-immune serum (lañe 2).

Figure 5. Effect of Cdk inhibitors on PCNA and p13Suc1-associated kinase activity. (A) pro-

teins were pulled down with p13Suc1 (lañes 1-3) or immunoprecipitated with anti-PCNA (lañes 4-

6) and samples were assayed for kinase activity using GST-ZmRB-C as substrate in the pres-

ence of roscovitine (Ros, lañes 2 and 5), PKI (lañes 3 and 6) or nothing (control, lañes 1 and 4).
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(B) PCNA immunoprecipitates were a!so assayed for kinase activity using two different concentra-

tions of olomoucine (Olo), 15 and 30 jiM.

Figure 6. Kinase activity in PCNA immunoprecipitates and p13Suc1agarose beads during maize

germination. Protein extracts from maize axes imbibed for 0, 3, 6,15 and 24h (PCNA) or 0,5 f 10 and

24h (p13Suc1) were immunoprecipitated with anti-PCNA antibody (6A) or pulled down with p13Suc1 beads

(6B) and kinase activity was assayed using GST-ZrtiRb-C as substrate . Immunoblot to show the

amount of PCNA in íhe different immunoprecipitates (6C). Immunoblot to show the amount of the

PSTAIRE kinase in pul! downs (6D).
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Figure 1. PCNA complexes during maize germination.

Figura 7. Complejos que forma PCNA durante la germinación de maíz
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Figure 2. Detection of a PSTAIRE-containing Cdk during maize germination

Figura 8. Detección de una Cdk que contiene el dominio PSTAIRE

durante la germinación de maíz
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Figure 3. PSTAIRE-containing Cdks co-immunoprecipitate wiíh PCNA

Figura 9. Co-inmunoprecipitación de PCNA con Cdks
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Figure 4. Kinase activity in PCNA immunoprecipítates

Figura 10. Actividad de cinasa presente en los inmunoprecipitados de PCNA
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Figure 5. Effect of Cdk inhibitors on PCNA and p13Suc1-associated kinase activity

Figura 11. Efecto de inhibidores de Gdks sobre las cinasas asociadas a PCNA y p13suc1.
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Figure 6. Kinase activity in PCNA ¡mmunoprecipitates and p13Suc1 agarose beads during maize germination.

Figura 12. Actividad de cinasa asociada a PCNA y p13EUC1 durante la germinación de maíz

3.3 Efecto de benciladenina y ácido abscísico sobre el ciclo celular y la actividad

de cinasa asociada a PCNA durante la germinación de maíz

3.3.1 Efecto de benciladenina y ácido abscísico sobre el ciclo celular

durante la germinación de maíz

Cuando las semillas de maíz se ponen bajo condiciones óptimas para germinar, ia reactivación

del ciclo celular no se presenta simultáneamente en todas las células del eje embrionario. Se ha

reportado que las primeras figuras mitóticas aparecen en las células meristemáticas del mesocótilo

y de la raíz (Baíza eí al., 1989), lo que indica que las células de estos tejidos son las primeras que

reactivan su ciclo celular.

Para determinar la fase del ciclo celular en la que se encuentran estas células durante la

germinación de maíz, se realizaron ensayos de citometría de flujo. Al final de la embriogénesis la

mayor parte de las células de la semilla quedan detenidas en la fase G1 del ciclo celular (Deltour

y Jacmard, 1974), por lo que durante las primeras horas de germinación estas células inician su
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ciclo celular y se preparan para dividirse. Los estudios de citología indican que en las primeras

horas de germinación (6 h) solo hay síntesis de DNA de tipo reparativo y que la replicación del

DNA es un evento tardío (Baíza et al., 1989).

El análisis de citometría de flujo muestra que a las 6 h de germinación el 77 % de las células tienen

un contenido de DNA 2 C, lo que indica que esta población está en la fase G1 (figura 13). Conforme

avanza la germinación el porcentaje de células en G1 disminuye, a las 15 h el 63 % de las células están

en C1 , por lo que el 35 % de las células han replicado su DNA y han pasado a la fase G2; en tanto que

a las 24 h de germinación hay un ligero aumento de las células en G1 (68 %) y disminuye la fracción

de células en G2 (19 %); mientras que el resto de las células están en la fase S. Es posible que el

aumento de las células en G1 a las 24 h se deba a que una pequeña población esté reiniciando otro

ciclo celular; opcionalmente, otro grupo celular podría estar iniciando el ciclo.

En maíz, la reactivación del ciclo celular y el avance de éste durante la germinación es afecta-

da por hormonas: La BA estimula la replicación del DNA y la acumulación de algunas enzimas

que participan en el ciclo celular (Vázquez-Ramos y Reyes, 1990; Cruz-García et al., 1998; Riou-

Khamlichi et a/., 1999), consecuentemente, la germinación se lleva a cabo más rápidamente. Por

otro lado, el ABA tiene un efecto inhibitorio sobre la replicación de DNA y la división celular

(Robertsoneta/.,1990).

Cuando la germinación ocurre en presencia de la BA (figura 14), se observó que a las 6 h el

porcentaje de células en G1 (74 %) es similar respecto a lo observado en la germinación normal;

sin embargo, el contenido de células en G2 fue ligeramente mayor (25 %). Conforme avanzó la

germinación, se observó que la BA acelera el avance del ciclo celular ya que a las 15 h sólo el 58

% de las células permanecieron en G1 y el 40 % replicaron su DNA por lo que están en G2. A las

24 h la población en G1 se mantuvo constante; sin embargo, el porcentaje de células en G2

disminuye a un 30 %, pero se incrementó el porcentaje de las células están en fase S (12 %). Lo

anterior indica que hay una población que está entrando a un segundo ciclo celular.

La germinación es inhibida por el ABA. A las 6 h de imbibición ia población en G1 fue igual

que en el control (77 %) y el 21 % de las células se observaron en G2 (figura 15). Conforme avanza

la germinación, a las 15 y 24 h el porcentaje de células en G1 se mantuvo en 68 % y el resto de

la población se encontró en G2 (26 %) o en S (5 %). Estos resultados claramente indican que el

ABA detiene el ciclo celular en la fase G1.
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%G1 = 77.26 ±1.81

%G2/M = 19.72 ±1.39

%S = 2.84 ±2.03

%C1 =63.40 + 1.41

%G2/M = 35.35 ±3.08

%S = 0

%G1 = 68.42 ±1.50
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%S= 11.67 ±1.46

Contenido de DNA

Figura 13. Fases del ciclo celular durante la germinación de maíz.

Contenido de DNA en las células meristemáticas de la raíz de ejes embrionarios germinados por 6 h (A), 15 h (B) y

24 h (C). El área sombreada indica el número de células en fase S.
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%G1 = 73.93 ±1.98

%G2/M = 24.75 ±1.09

%S = 1.33 ±1.75

%G1 =58.4011.39

%G2/M = 39.68 ±2.86

%S = 1.60 ±3.40

%G1 = 58.28 ±1.78

%G2/M = 29.68 ±2.50

%S = 12.02 ±1.90

Contenido de DNA

Figura 14. Efecto de BA sobre el ciclo celular durante la germinación de maíz.

Contenido de DNA en las células meristemáticas de la raíz de ejes embrionarios germinados en presencia de BA por

6 h (A), 15 h (B) y 24 h (C). El área sombreada indica el número de células en fase S.
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%G2/M = 20.82 ±1.68

%S = 1.98 ±2.25

%C1 =68.40 ±3.77

%G2/M = 25.65 ±2.53

%S = 5.90 ±4.90

,ü — ~ %G1 =67.87 ±1.90
u
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%S = 5.47 ±2.90

Contenido de DNA

Figura 15. Efecto de ABA sobre el ciclo celular durante la germinación de maíz.

Contenido de DNA en las células meristemáticas de la raíz de ejes embrionarios germinados en presencia de ABA

por 6 h (A), 15 h (B) y 24 h (C). El área sombreada indica el número de células en fase S.
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6h

15 h

24 h

CONTROL

%G1

77.26±1.81

63.40 ±1.41

68.42 ±1.50

%s
2.84 ± 2.03

0

11.67 ±1.46

%G2/M

19.72 ±1.39

35.35 ±3.08

19.87 ±1,7

BA

%G1

73.93 ±1.98

58.4 ±1.39

58.28 ±1.78

%s
1.33 ±1.75

1.60 ±3.4

12.02 ±1.9

% G2/M

24.75 ±1.09

39.68 ± 2.86

29.68 ±2.5

ABA

%G1

77.18 ±2.6

68.4 ±3.77

67.87 ±1.9

%s
1.98 ±2.25

5.9 ± 4.9

5.47 ±2.9

% G2/M

20.82 ±1.68

25.65 ±2.53

26.67 ±1.15

Tabla 4. Comparación del porcentaje de células que están en fase G1, S y G2/M del ciclo celular a las 6,15 y 24 h

de germinación en presencia o ausencia de hormonas.

3.3.2 Efecto de benciladenina y ácido abscísico sobre CdK A

En el capítulo anterior se demostró que el anticuerpo anti PSTAIRE reconoce dos proteínas, una

de 36 kDa y otra de 32 kDa; nuestros datos sugieren que son dos CdKs tipo A. La Cdk dé 36 kDa

se acumula gradualmente conforme avanza la germinación, en cambio la Cdk de 32 kDa desapa-

rece hacia las 15 h.

Cuando la germinación ocurre en presencia de BA, la proteína de 36 kDa siguió un compor-

tamiento similar al control, pues su nivel se incrementó gradualmente conforme avanzó la

germinación; sin embargo, la BA evitó que la Cdk A de 32 kDa se degradara, ya que se detectó

aún a las 24 h de germinación (Figura 16). Un comportamiento similar se observa en extractos

germinados con ABA. Sin embargo, a diferencia de la germinación normal, tanto la BA como el

ABA promovieron la aparición de una proteína de 34 kDa a las 15 y 24 h de germinación, que

podría representar un estado de fosforilación diferencial.
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Es notable que la cantidad de las Cdks durante la germinación no sea diferente en presencia

de BA y ABA; sin embargo, como se determinó en los ensayos de citometría de flujo, la BA

estimula el avance del ciclo celular y el ABA lo inhibe. Es probable que el efecto de estas hormo-

nas sobre las Cdks se vea reflejado más bien en la actividad de las cinasas, y no en la cantidad de

proteína.

6 15 24

BA

6 15 24 h

ABA

Figura 16. Efecto de la BA y el ABA sobre la expresión de Cok A.

20 iag de extractos proteicos de maíz germinados por 3, 6, 15 y 24 h en presencia de benciladenina (BA) o ácido

abscísico (ABA) fueron utilizados para la determinación de Cdk A, mediante ensayos tipo "western blot".

3.3.3 Efecto de benciladenina y ácido abscísico sobre la actividad

de CdK A asociada a PCNA

Para determinar el efecto que tienen la BA y el ABA sobre la actividad de cinasa asociada a PCNA

se realizaron ensayos de actividad, en los cuales se utilizaron los inmunoprecipitados de PCNA

de extractos proteicos de ejes germinados por 3, 6, 15 y 24 h en presencia o ausencia de BA o

ABA como fuente de cinasa y el extremo carboxilo terminal de Zm RBR como sustrato. Cuando

la germinación ocurre en presencia de BA, se observó que la cinasa asociada a PCNA fue capaz

de fosforiíar a Zm RBR sólo en las primeras 6 h de germinación (figura 17). Sin embargo, a las 15

y 24 h de germinación, la cinasa asociada a PCNA si estaba activa, ya que fue capaz de fosforiiar
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a una proteína de 60 kDa que coinmunoprecipitó con PCNA. Lo anterior sugiere que en tiempos

tardíos de la germinación/ la Cok asociada a PCNA probablemente esté asociada a otra ciclina, lo

que le permite tener una afinidad diferente por otro sustrato.

Cuando la germinación se inhibe con ABA (figura 17), la cinasa asociada a PCNA estuvo activa

hasta las 24 h de imbibición; sin embargo, a las 24 h además de fosforilar a Zm RBR, también fue

capaz de fosforilar a la proteína de 60 kDa que co-inmunoprecipitó con PCNA.

Los resultados anteriores sugieren que ABA inhibe la germinación por medio de la detención

del ciclo celular en la fase G1, lo cual indica que bajo estas condiciones los complejos que forma

PCNA son típicos de fase C1. Lo anterior coincide con el hecho de que BA estimula el ciclo

celular, por lo que bajo estas condiciones la cinasa asociada a PCNA es capaz de fosforilar a Zm

RBR sólo hasta las 6 h de germinación.

15 24

BA

ZmRBR

15 24 h

ABA

Figura 17. Efecto de la BA y el ABA sobre la actividad de Cdk A asociada a PCNA.

Actividad de cinasa presente en los inmunoprecipitados de PCNA de extractos proteicos de maíz germinados por 3,

6, 15 y 24 h en presencia de benciladenina (BA) o ácido abscísico (ABA).
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El presente capítulo esta dividido en dos partes:

En la primera parte se discuten los resultados obtenidos acerca de los complejos proteicos que

forma PCNA durante la germinación de maíz.

En la segunda parte, se discute el efecto que tienen las fitohormonas en la germinación de

maíz, específicamente sobre el ciclo celular y los complejos proteicos que forma PCNA.

COMPLEJOS PROTEICOS QUE FORMA PCNA DURANTE LA GERMINACIÓN DE MAÍZ

El antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) es un factor de procesividad esencial

que estimula a las DNA polimerasas replicativas (Preüch et a/., 1987, Burgers, 1991) y para

realizar su función tiene que formar un homotrímero. Su estructura revelada por cristalografía

de rayos X, indica que es un anillo hexagonal con una cavidad central en donde se amolda

el DNA; esta estructura permite tener una variedad de sitios para que otras proteínas pue-

dan interacctonar. Se ha demostrado que el PCNA es capaz de unir tanto proteínas que

participan en el metabolismo del DNA como proteínas que regulan el ciclo celular (Kelman,

1997); la relevancia fisiológica que tiene la formación de estos complejos no se conoce

totalmente, aunque se sabe que PCNA estimula algunas de las proteínas que participan en la

replicación de! DNA al interaccionar con ellas (Tsurimoto, 1998). Además, se ha reportado

que la interacción de p21 con PCNA es un mecanismo de inhibición de la función de PCNA
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sobre la replicación del DNA (Waga et al., 1994) y se ha sugerido que lo mismo ocurre cuando

ciclina D se une a PCNA (Pagano., et a/1994).

Aun cuando PCNA es una proteína de bajo peso molecular (29 kDa), resulta ser una molécula

muy interesante por su capacidad de unir a una gran cantidad de proteínas y afectar la actividad

o función de éstas. Se ha sugerido que PCNA es una proteína que sirve como plataforma para el

reclutamiento de otras proteínas y así facilitar el acceso de estas a sus proteínas blanco (Kelman y

Hurwitz, 1998).

En plantas se han aislado varios cDNAs ortólogos de PCNA; sin embargo, los estudios se han

enfocado básicamente a la caracterización del gen y su patrón de expresión/ por lo que hay

pocos reportes acerca de los complejos que forma PCNA. Actualmente existen sólo dos reportes

en los que se demuestra la interacción de Fen1 y de una topoisomerasa con PCNA (Van Hop et

al., 1999 y Kimura et a/., 2001) y solo un reporte en donde se muestra la interacción de PCNA

con proteínas de ciclo celular (Shimizu y Mori, 1998).

PCNA de maíz tiene alta identidad con la proteína de mamíferos (López et a/., 1995). La

proteína recombinante es capaz de estimular la actividad de las DNA polimerasas de maíz (Rosas,

1999); durante la germinación, los niveles de la proteína endógena se incrementa de manera

concomitante con el inicio de la replicación del DNA (Herrera et al., 2000). Lo anterior indica

que en maíz se conserva la función de PCNA.

La pregunta que nos llevó a realizar este proyecto fue: ¿Cuál es el estado de oligomerización

de PCNA y con qué proteínas interactúa a lo largo de la germinación de maíz?

En este trabajo Se demostró que en ejes embrionarios de maíz, PCNA se encuentra tanto en

forma de monómero como de trímero y formando complejos de alto peso molecular (160 y 200

kDa) (figura 7). Durante la germinación siempre está presente la forma monomérica de PCNA, en

tanto que el homotrímero de PCNA está en niveles muy bajos en semilla seca y se incrementa

gradualmente conforme la germinación avanza, lo cual coincide con los tiempos en los que se

lleva a cabo la replicación del DNA (Baiza et a/,, 1989); esto sugiere que al igual que en otros

sistemas, el homotrímero es la forma funcional en maíz.

Es probable que durante la replicación del DNA, PCNA se encuentre asociado a las pro-

teínas que participan activamente en este proceso, por lo que el homotrímero, sería capaz

de asociarse a proteínas que participan en la replicación y formar complejos de muy alto

peso molecular. Por ensayos de filtración en gel, se determinó que PCNA forma complejos

77



DISCUSIÓN

entre 300 kDa y 450 kDa (Torres, 2002); sin embargo, aún no se han caracterizado las proteínas

que forman parte de este complejo.

Al estudiar los complejos proteicos que forma PCNA mediante ensayos de co-

inmunoprecipitación, se observó que al menos 10 proteínas de diferentes tamaños se asocian a

PCNA (dato no presentado); sin embargo, en estos ensayos no se logró ¡nmunoprecipitar a todo

el PCNA presente en los extractos proteicos a pesar de utilizar un exceso de anticuerpo, lo ante-

rior sugiere que hay poblaciones de PCNA que forman un tipo de complejo y que al mismo

tiempo coexisten otras poblaciones formando otro u otros complejos en donde PCNA no puede

interaccionar con los anticuerpos.

En la caracterización de los complejos que forma PCNA se determinó que el complejo de 160

kDa contiene una cicüna tipo D; la conservación de los motivos de unión a ciclina D que tiene

PCNA de maíz (López et al., 1995), sugiere que ía asociación entre PCNA y ciclina D es directa.

El complejo de PCNA con ciclina D está presente en las primeras horas de germinación (figura

6) y conforme ésta avanza, el compiejo tiende a desaparecer, lo cual se debe a la degradación de

ciclina D (figura 5). La disociación del complejo se da cuando se inicia la replicación del DNA. Al

respecto se ha reportado que en chícharo, PCNA forma complejos con ciclina D, preferentemen-

te en células que no se están dividiendo (Shimizu y Mori, 1998).

Los datos anteriores sugieren que durante la germinación de maíz existen dos formas de PCNA,

la forma no replicativa, en la cual PCNA se asocia a ciclina D y/o a otras proteínas de ciclo celular

y la forma replicativa, en donde PCNA estaría como trímero formando complejos con proteínas

propias de replicación.

El tamaño del complejo formado por PCNA y ciclina D es de aproximadamente 160 kDa. Si

consideramos el tamaño de PCNA (29 kDa) y el de la ciclina D (52 kDa), se tendría un complejo

de 81 kDa; lo anterior indica que en este complejo PCNA se une a ciclina D en su forma trimérica

ó bien que existen otras proteínas que se asocian al complejo. En mamíferos, la ciclina D es una

proteína que se une y activa a Cdk4 o 6 (Sherr, 1994 ), por lo que es probable que en maíz se

conserve un complejo proteico similar al reportado por Xiong eí al, (1992) quienes demuestran

que en células de mamíferos, PCNA, ciclina D, p21 yCdk4 interaccionan para formar un comple-

jo cuaternario.

Las Cdk4/6 son cinasas típicas de G1, las cuales se caracterizan por su dominio de unión a

ciclinas "PV/ISTVRE" y cuya función es la de fosforilar a Rb (Sherr, 1994). En plantas no hay
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ortólogos de estas cinasas; sin embargo, existen las cinasas Cdk tipo A que realizan la función de

Cdk4/6. Las Cdks tipo A de plantas son activadas por ciclinas D en ía fase G1 del ciclo celular y

son capaces de fosforiiar a Zm RBR, una proteína homologa a Rb mamíferos (Bonnioti et a/.,

2001). Este tipo de cinasas son activas también en la fase G2, por lo que se sugiere que además

de unirse a ciclinas tipo D, también se unen a ciclinas de G2 como son las ciclinas A y B (Huntley

y Murray, 1999). Las Cdks tipo A no conservan el dominio de unión a ciclina que tienen Cdk4/6;

en cambio tienen la secuencia "PSTAIRE" en su dominio de unión a ciclina, secuencia que está

presente en las cinasas de G2 de mamíferos (Cdk1).

En este trabajo, a través de la utilización de un anticuerpo que reconoce la región de unión a

ciclinas de Cdk A (PSTAIRE), se demostró que en ejes embrionarios de maíz están presentes dos

proteínas tipo Cdk A durante la germinación de maíz, una de 36 kDa y otra de 32 kDa (figura 8).

Las diferencias en el corrimiento electroforético de estas proteínas no son debido a un estado de

fosforilación diferencial, ya que esta conducta no cambió cuando se incubaron en presencia de

una fosfatasa alcalina. En maíz se han aislado dos genes de Cdk tipo A (Cdk A, 1 y Cdk A, 2); el

análisis de secuencia predice que el gen de Cdk A, 1 codifica para una proteína de 34 kDa y el de

Cdk A, 2 codifica para una proteína de 31 kDa. Ambas proteínas conservan el dominio de unión

a ciclina "PSTAIRE" (Colasanti, 1991). Es probable que las dos proteínas que reconoce el anti-

cuerpo anti PSTAIRE sean los productos de estos genes; sin embargo, los tamaños moleculares de

estas proteínas (36 kDa y 32 kDa) no coinciden con los señalados por Colasanti, quizá debido a

un corrimiento electroforético anómalo.

Los niveles de estas cinasas cambian durante la germinación, la CdK A de 36 kDa está presen-

te en semilla seca y se incrementa gradualmente conforme avanza la germinación; en cambio, Ía

CdK A de 32 kDa se encuentra principalmente en las primeras 6 h de germinación. Curiosamen-

te, cuando en los ensayos se utilizaron lotes nuevos de semillas que no tenían mucho tiempo de

almacenamiento, se observó a la proteína de 32 kDa hasta las 15 h de germinación (dato no

presentado). Aparentemente la degradación de esta proteína es más rápida cuando las semillas

han envejecido; es probable que el mecanismo de degradación de las proteínas sea más activo

en las semillas envejecidas, y que éste contribuya a una germinación pobre.

La relevancia fisiológica del comportamiento de la Cdk A de 32 kDa se desconoce; sin embar-

go, los datos obtenidos indican que es una proteína cuya función se requiere para la germinación,

de lo contrario en la germinación acelerada por BA la degradación de la proteína debería de
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observarse en las primeras 3 h de germinación, hecho que no sucede, ya que bajo estas condicio-

nes la Cdk está presente hasta las 24 h de germinación.

Las dos Cdks presentes en maíz son capaces de asociarse con PCNA (figura 9). En la literatura

se reporta que la unión de Cdks a PCNA puede darse de dos maneras, una a través de su asocia-

ción con la ciclina D como ha sido reportado (Xiong et ai,, 1992) y otra puede ser una unión

directa sin la necesidad de tener una ciclina (Koundrioukoff et al., 2000). Es difícil pensar que

ambos tipos de Cdks se unan a la misma molécula de PCNA, ya que al tener características

similares deben de reconocer una misma región de PCNA o de ciclina para formar el complejo,

por lo que lo más probable es que cada cinasa se asocie con una molécula diferente de PCNA y

así se tengan dos tipos de compiejos diferentes.

La actividad de cinasa asociada a PCNA es de una Cdk tipo A debido a que es reconocida por

un anticuerpo dirigido contra la región de unión a ciclina de las Cdks tipo A de plantas (PSTAIRE)

(figura 9), es capaz de fosforilar al péptido de Zm RBR, el sustrato natural de este tipo de cinasas,

y a la histona H1 (figura 10); además, es sensible a roscovitinay olomoucina, dos inhibidores de

Cdks tipos A de plantas (Plancháis et al., 2000) y no se inhibe con PKI, un inhibidor de cinasas

dependientes de AMPc (figura 11).

Es de notar que en los ensayos de actividad en los cuales no se adicionó ningún sustrato, la

cinasa asociada a PCNA fosforila a una proteína de 60 kDa que también se asocia al complejo de

PCNA (figura 10 A carriles 4, 5 y 6). En A. thaliana se ha reportado que el complejo ciclina D3/

Cdk A fosforila a una proteína de 60 kDa y los autores especulan que esta fosforilación puede ser

el resultado de una fosforilación de la ciclina D3 (Healy et a/.,2001). En maíz, hasta el momento

no se han aislados los genes de ciclinas tipo D; sin embargo, es probable que también exista una

familia de ciclinas tipo D y que la proteína de 60 kDa sea una ciclina diferente a la que reconoce

el anticuerpo anti-cicíina DI de humanos, de 52 kDa (utilizado en este trabajo). Lo anterior

sugeriría que la Cdk asociada a PCNA sería activada por diferentes ciclinas tipo D.

Las cinasas dependientes de ciclina tipo cdk1/ciclina B han sido tradicionalmente purificadas

a través de su capacidad de unión a p13suc1 (Brizuela et a/., 1987). En A. thaliana se ha reportado

que p13suc1 es capaz de unirse al complejo activo de Cdk A (De Veylder et al., 1997). En maíz, al

realizar un análisis comparativo entre la cinasa asociada a PCNA y la cinasa asociada a p13suc1, se

observó que ambas cinasas se comportan de manera similar frente a los inhibidores químicos de

Cdks (figura 11); sin embargo, la actividad de cinasa asociada a p13sucles mayor que la asociada
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a PCNA, loque indica que sólo una pequeña fracción de laCdk A total presente en las células de

las semillas se une a PCNA y el resto de la proteína se une a p13suc1.

La actividad de la cinasa asociada a PCNA sobre Zm RBR está presente solo en las primeras 6

h de germinación ya que a tiempos posteriores sólo hay una actividad residual; mientras que la

actividad de cinasa asociada a p13suc1 presenta un comportamiento opuesto; es decir, es ligera-

mente activa en las primeras horas de germinación pero conforme ésta avanza la actividad se

incrementa (figura 12). La proteína p13suc1 se une solamente a la cinasa de 36 kDa y los resultados

indican que la actividad de esta proteína se incrementa gradualmente conforme avanza la

germinación, quizá implicando que la cinasa asociada participa primordialmente en las fases S y

G2/M del ciclo celular. La razón por la que la proteína asociada a PCNA solo presente actividad

en las primeras horas de germinación puede ser debido: 1) A que la cinasa de 32 kDa es la que

contribuye con la actividad de cinasa, por lo que al degradarse (después de las 6 h) ya no hay

actividad ó 2) A que ía cinasa de 36 kDa se disocia del complejo después de las 6 h. Ambos casos

son factibles, aunque el último es interesante, ya que alrededor de las 15 h de germinación las

células de las semillas inician la replicación del DNA, por lo que probablemente PCNA tenga que

formar otro tipo de complejos.

Finalmente, la proteína p21 es una proteína que originalmente se reportó como inhibidora de

Cdks y de !a replicación del DNA, ya que tiene la capacidad de unir tanto a PCNA como al

complejo Cdk4/ciclina D al mismo tiempo (Waga et a/., 1994 ). Ai inicio de este proyecto no

había ningún reporte de inhibidores de Cdks en plantas, por lo que no se contempló la posibili-

dad de determinar la presencia de este tipo de proteínas en los complejos proteicos de PCNA.

No se han encontrado ortólogos de esta proteína en plantas; sin embargo, en A. thaliana se han

reportado los genes de una familia de inhibidores de Cdks del tipo p27; aparentemente estos

inhibidores solo interaccionan con Cdk y no con PCNA ( Zhou, et al 2002). Es posible que estos

inhibidores formen parte del complejo de PCNA, pero que la interacción sea a través de su

asociación a Cdks.
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DISCUSIÓN

EFECTO DE HORMONAS SOBRE EL CICLO CELULAR Y LOS COMPLEJOS QUE FORMA PCNA

DURANTE LA GERMINACIÓN

Al final de la embriogénesis, la mayor parte de las células de la semilla quedan detenidas en

la fase G1 del ciclo celular (Deltour y Jacmard, 1974), por lo que al inicio de la germinación

se reactiva el ciclo celular. Sin embargo, no todas las células de la semilla reactivan su ciclo

celular al mismo tiempo; los trabajos de Baíza et al. (1989), indican que las células

meristemáticas del mesocótilo y de la raíz son las primeras que reactivan su ciclo celular, por

lo que a las 15 h inician la replicación del DNA. El contenido de DNA de las céluias

meristemáticasde la raíz a las 15 h de germinación indica que el 63 % de las células están en

la fase G1 y el 35 % ya han replicado su DNA (figura 13). En este momento el complejo

formado entre PCNA, ciclina D y Cdk ha desaparecido, lo que indica que este complejo es

propio de fase G1.

Las hormonas vegetales son señalizadores químicos que controlan el crecimiento y desarrollo

de una planta, algunas hormonas estimulan la proliferación celular mientras que otras la inhiben

y promueven diferenciación. Se ha descrito que la BA estimula la acumulación de algunas ciclinas

de fase G1, la replicación del DNA y la actividad de Cdk1 (Vázquez-Ramos y Reyes, 1990; Cruz-

García et a/., 1998; Riou-Khamlichi et a/., 1999; Brault y Maldiney, 1999). Por otro lado, ABA

tiene el efecto opuesto, ya que inhibe replicación del DNA y estimula la acumulación de inhibidores

de Cdks (Robertson et a/., 1990 y Wang et a/., 1998).

La acción de estas hormonas sobre proteínas del ciclo celular permite regular varias etapas del

desarrollo de la planta. Durante la germinación de maíz, BA estimula la replicación del DNA

(Vázquez-Ramos y Reyes, 1990) y la acumulación de PCNA (Herrera et a/., 2000), por lo que

bajo estas condiciones la replicación del DNA se inicia 6 u 8 h antes con respecto a la germinación

control. Lo anterior coincide con lo que se observa en la figura 14, en donde se muestra que a las

15 h de germinación en presencia de esta hormona, el porcentaje de células que han replicado

su DNA (40 %) es mayor que e! obtenido en la germinación normal.

El ABA tiene un efecto opuesto al de la BA, los ejes embrionarios embibidos en presencia de

ABA no germinan. El efecto inhibitorio de ABA se da a través de la inhibición del ciclo celular

debido a que la mayor parte de las células (68 %) quedan detenidas en la fase G1 del ciclo celular

y solo un 26 % parece estar en G2 (figura 15).
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DISCUSIÓN

El efecto de las hormonas se ve reflejado en la concentración de las proteínas PCNA, ciclina D

y CdkA. Durante la germinación en presencia de BA, PCNA se incrementa rápidamente alcan-

zando un pico máximo mucho antes que el observado durante la germinación normal; en cam-

bio el ABA inhibe la acumulación de PCNA, por lo que bajo estas condiciones permanece en

niveles bajos ( Herrera et a/., 2000).

En cuanto a ciclina D, la BA promueve su degradación 6 h antes respecto a la germinación

normal; en cambio, con ABA la degradación de ciclina D es más lenta que en el control (figura 5).

La cdk A de 36 kDa no es afectada por la BA durante la germinación, pero la BA inhibe la

degradación de la proteína de 32 kDa, ya que ésta se observa incluso a las 24 h de germinación

(figura 17). BA además induce la aparición de una proteína de 34 kDa en tiempos tardíos de la

germinación (15 y 24 h), muy probablemente producto de un estado diferencial de fosforilación

de la Cdk A. En presencia de ABA, ía Cdk A de 32 kDa también se estabiliza y se induce la

aparición de una probable banda de fosforilación diferencial semejante a la que aparece con BA.

Sería importante conocer el estado de activación / inhibición que esta forma fosforilada de Cdk A

represente, desde el punto de vista del estado fisiológico de las semillas en presencia de los

fitorreguladores.

La acción de las hormonas sobre PCNA, ciclina D y Cdk A afecta a los complejos que

estas proteínas forman. Como la ciclina D se degrada más rápidamente en presencia de BA,

el complejo con PCNA sólo se forma en las primeras horas de la germinación, ya que a las 6

h ya no se detecta este complejo; así mismo la cinasa asociada a PCNA tiene actividad sobre

Zm RBR solo en las primeras 6 h de germinación. Sin embargo, después de las 6 h de

germinación la cinasa asociada sigue activa, solo que ya no utiliza como sustrato a Zm RBR,

sino que su sustrato es la proteína de 60 kDa que inmunoprecipita con PCNA, y cuya natu-

raleza es desconocida.

Estos datos podrían ser contradictorios, debido a que la cinasa está activa aún después de que

la ciclina D se ha degradado. Se ha reportado que PCNA de mamíferos es capaz de interaccionar

directamente con una Cdk, sin la necesidad de unirse previamente a una ciclina (Koundrioukoff

et a/., 2000). Es probable que PCNA de maíz también pueda unirse directamente a una Cdk, por

lo que la cinasa asociada a PCNA podría ser activada por otra ciclina, lo que permitiría que la

cinasa cambiara de sustrato. Si este es el caso, indicaría que en la germinación tardía (15 a 24 h),

PCNA esta formando un complejo con proteínas de ciclo celular pero de fase S o G2.
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DISCUSIÓN

El ABA inhibe la germinación al detener a las células en la fase G1 del ciclo celular;, no obstan-

te, el complejo de PCNA con ciclina D sólo se observa en las primeras horas de germinación, a

pesar de que en este caso se inhibe la degradación de ciclina D. Sorprendentemente, la cinasa

asociada a PCNA está activa hasta las 24 h de germinación y de manera interesante, a las 15 y 24

h de germinación la cinasa es capaz de fosforilar tanto a Zm RBR como a la proteína de 60 kDa.

Es probable que el ABA, al detener el ciclo celular, por un lado evite que se disocie el complejo

de PCNA con Cdk A que fosforita a Zm RBR y además promueva la formación de otro tipo de

complejo (PCNA/Cdk) que utilice un sustrato diferente, por lo que bajo estas condiciones coexis-

tirían ambos complejos.

¿Cuál es el mecanismo por el cual el ABA detiene a las células en la fase C1 del ciclo celular?.

Es probable que sea a través de la inducción de un inhibidor de Cdk (ICK); se ha reportado que

ABA induce a ICK1, el cual es capaz de inhibir la actividad de cinasa asociada a p13suc1 en A.

thaiiana (Wang et a/., 1998). Sin embargo, bajo estas condiciones la cinasa asociada a PCNA esta

activa. Una respuesta probable a este dilema es que haya complejos ciclina D/ cinasas en los que

no se encuentre presente PCNA y que estos sean principalmente el blanco de los inhibidores. En

este sentido sería interesante determinar si el ABA afecta la actividad de cinasa asociada a p13sucl.

Con los resultados obtenidos de este trabajo se proponen los siguientes modelos.
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DISCUSIÓN

GERMINACIÓN CONTROL
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Al inicio de la germinación, !a mayor parte de las células están en la fase C1 del ciclo

celular, en este momento PCNA forma complejos con ciclina D y con Cdk A de 36 kDa (Cdk

A,1) y/o de 32 kDa (Cdk A,2). Conforme avanza la germinación la ciclina D y Cdk A,2 se

degradan permitiendo con ello la desaparición del complejo y la pérdida de actividad de

cinasa asociada a PCNA. Cuando se inicia la replicación del DNA, PCNA forma complejos

con proteínas que participan en replicación del DNA (Replicación). Por otra parte, la Cdk

A,1 también se disocia de PCNA, pero su actividad detectada por la unión a p13suc1 se

incrementa conforme avanza la germinación.
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DISCUSIÓN

GERMINACIÓN CON BA
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La BA acelera la germinación permitiendo con ello que la degradación de ciclina D se Heve a

a cabo más rápidamente respecto a la germinación normal. Bajo estas condiciones la replicador»

del DNA se inicia 6-8 h antes respecto a la germinación normal, por lo que el complejo de PCNA

con ciclina D desaparece rápidamente; consecuentemente, ía actividad de cinasa sobre ZmRBR

asociada a PCNA solo se observa antes de que se inicie la replicación del DNA; sin embargo, en

este caso la BA inhibe la degradación de la Cdk A de 32 kDa (Cdk A, 2). Conforme la germinación

avanza, la cinasa asociada a PCNA cambia de ciclina por !o que ya no es capaz de utilizar como

sustrato a Zm RBR, en cambio fosforita a una proteína de 60 kDa que se encuentra asociada al

complejo de PCNA.

Es pobable que la actividad de CdkA,1, que se puede unir a p'\3aK*t se incremente al igual

como sucede en la germinación normal.
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DISCUSIÓN

GERMINACIÓN CON ABA
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Durante la germinación en presencia de ABA, ésta provoca la inhibición del ciclo celular

deteniendo a las células en la fase G1, por lo qué bajo estas condiciones la replicación del DNA

también se inhibe. El complejo de PCNA con dclina D solo se observa en las primeras horas de

germinación a pesar de que ABA retrasa la degradación de ciclina D. Sin embargo, la cinasa

asociada a PCNA está activa hasta las 24 h y es capaz de fosforilar tanto a Zm RBR como a la

proteína p60 que esta unida al complejo de PCNA; quizá en estos momentos PCNA forme dos

complejos con Cdks, pero activadas por diferentes dclinas, por lo que reconocería diferentes

sustratos.

El mecanismo por el cual e! ABA inhibe el ciclo celular puede ser a través de la inducción de

la expresión del inhibidor ICK1, el cual inhibe a las Cdks. En este caso es probable que la cinasa

afectada sea ía que se une a p13suc1 y no la que se une a PCNA.
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CONCLUSIONES

En maíz, la aparición del homotrímero de PCNA coincide con el inicio de la replicación del DNA.

PCNA de maíz se asocia a una proteína tipo ciclina D y a una proteína cinasa dependiente de

ciclina (Cdk A)

La cinasa asociada a PCNA es de tipo Cdk A, tanto por criterios ¡nmunológicos, por preferen-

cia de sustratos, así como por su respuesta a inhibidores químicos específicos.

Durante la germinación, el complejo formado por PCNA y ciclina D desaparece cuando se

inicia la replicación del DNA.

La actividad de cinasa asociada a PCNA sobre Zm RBR, sólo se presenta en las primeras 6 h de

germinación, cuando la mayor parte de las células están en la fase C1 del ciclo celular.

La BA acelera la germinación, estimulando la progresión del ciclo celular.

El ABA inhibe la germinación al detener a las células en la fase G1 del ciclo celular.

Durante la germinación, la BA provoca una rápida desaparición de ciclina D y por lo tanto del

complejo con PCNA. Semejante evento ocurre al inhibir la germinación con el ABA, sin em-

bargo, en este caso ia ciclina D no desaparece.

La BA no tiene efecto sobre la actividad de cinasa asociada a PCNA que fosforila a Zm RBR;

sin embargo, es capaz de inducir la formación de un complejo diferente que fosforila a otro

sustrato. Por otro lado, la inhibición de la germinación por el ABA estabiliza la actividad de

cinasa asociada a PCNA sobre Zm RBR y permite la formación de otro complejo con actividad

•de cinasa que utiliza otro sustrato.
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"Proliferating cell nuclear antigen expression in maize seed development and germination:

regulation by phytohormones and ¡ts association with putative cell cycle proteíns."
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The profiferating cell nuclear antígen (PCNA) plays a funda-
mental rolé in DNA replication and repair and recentíy, it has
been found associated to proteins that control the Gl phase of
the cell cycle, such as cyclin D. Mafze PCNA cDNA has been
ctoned and óverexpressed io order to raise antibodies, The
expressioD of PCNA has been followed during seed development
and seed germinatíon using the homologóos antibodies. The
protein was found at a constant level duríng seed development
up to 48 days after pollínaíion (DAP) and then the amount
deelined to very low levéis, similar to those found in dry seeds.
Upo» germinatíon, PCNA levéis rose gradually reaching a peak
by 20 b germinatíon. ImWbition in the presente of cytokinins
{Bcnzyladeaine, BA) produced a sharp increase in amount durlng

the first 3-6 h germinatíon, whereas Imbibitíon in the presence
of abscisic acid (ABA) did not alter the pattern of expression
as compared with control seeds. Lnmunoprecipitation exp£ri~
ments showed that PCNA was associated to a putative cyclin
D protein during germination and this assodation was alteren
by phytohormonesv While the complex PCNA-cyclin D-like
protein was present along the first 15 h of germinatíon under
control conditíons, ít was dissociated after 6 h if embryo axes
germínated in tbe presence of BA or ABA. However, complex
dissociatíon in the presence of BA was due to degradation of
the putative cyclin D protein while in the presence of ABA the
putative cyclin D was stiU present These resulta aré discussed
in the context of seed gerniination and the cell cycle.

Introduction

DNA metabolism is rapidly activated after seed imbibitíon
with DNA repair and syntheais of organellar DNA taking
place witíiin the first hours of germinatíon (Bewley and
Black 1994). DNA replication is a late event, starting several
hours after imbíbition; however, a- and ¿-replicative-type
DNA polymcrases as weil as DNA primase and DNA ligase
are present and apparcntly in an active state in dry seeds
(Vázquez et al. 1991, García et al. 1997).

In maize, the phosphorylation of a primase-containing
a-type DNA polymerase coincides with both an increase in
activity and with the time al which DNA replication is first
observed in menstematic cells (12-15 h after imbibition)
and has gíven evidence of post-translational control of
DNA metabolism during gerniination (Coello and Vázquez-
Ramos 1995). Phosphorylation of human DNA polymerase
a also correlates with the entry of cells into the S phase of
the cell cycle (Nasheuer et al. 1991).

Activity of (S-type DNA polymerases in eukaryotes
largely depends on the presence of proliferating cell nuclear
antigen (PCNA), an accessory protein required for proces-
sive chromosomal DNA synthesis (Tan et al. 1986, Prelich
et al. 1987). -OriginaUy identified as an auto-antigen in
patients with lupus erithematosis (Miyachi et al. 1978),
PCNA is now recognized as a multi-functional protein that
partkipates in events such as DNA replication (Prelich and
Stillman 1988), DNA repair (Shijvi et al. 1992) and proba-
bly in the control of Gl phase of the cell cycle (Xiong et al.
1992, Waga ét al. 1994).

PCNA is a highly conservad protein in all species studied
ratiging from mammals and inseets to plants (Matsumoto et
a l 1987,Bauer and Burgers 1988, Suzuka et al. 1989). In
human cells, PCNA synthesis reaches a peak during S phase
in the cell cycle (Morris and Mathews 1989) and remains at
a constant level thereafter. In contrast, PCNA amount

Abbreviations - DAP, days after pollination.

Physiot. Plañí. 110.2000 127

90



declines to vcry Jow levéis in quicscent and sencscent cells.
Upon addition of serum or mitogens, PCNA transcript and
protein levéis recover (Keiman 1997).

Through the action of RF-C, a protein that promotes
assembly onto the DNA of the active, homotrimeric form of
PCNA to produce a 'slíding clamp' (Tsurimoto and Stillman
1990), DNA polymerases <5 and e considerably mercase their
processivity during DNA replication. However, there is
evidence that only 35% of all PCNA present associates to
replication loci (Bravo and MacDonald-Bravo 1987).

Besides íts role in DNA replication and repair, PCNA
aiso associates wíth Gl cell eyele proteins like eyelin D,
cycíin E, Cdk2, Cdk4 and p21 (Xiong et al. 1992, 1993,
Waga et al. 1994), somc of the most important regulators of
the commitment to undergo the cell eyele. Its role in these
associations has not been clearly clucidated, although it is
speculated that PCNA is sequestered during Gl by eyelin D
to avoid premature initiatíon of DNA replication (Pagano et
al. 1994). Recent roles of PCNA in chroraalin remodetíng
and ín transcriptional control have also been proposed
(Kehnan 1997),

Plant PCNA genes have been cloaed, and the correspond-
ing sequences are highly conserved (Kodama et al. 1991,
Suzuka et al. 1991, Hata et al. 1992, Matfwimoto et al. 1994,
Keiman 1997). The promotor región of rice PCNA gene has
been sequenced and a 263 bp sequence upstream of the
transcription start site has been proposed as necessary for
expression (Kosugi et al. 1991). Recently, two DNA ele-
raents essential for the proliferating cell-specific transcrip-
tional activity have been found in rice PCNA promoter, and
these are bound by proteins that apparently confer tneris-
tematic tissue-specific expression (Kosugi and Ohashi 1997).
Addítionally, assocíation of PCNA with a Gl cell eyele
proteín, cyclin D3, has also been found in pea axillary buds
(Shimizu and Morí 1998).

Two PCNA cDNAs have been described in maize. These
are almost idéntica] in the coding sequences and although
they difter by 40% in the 5' and 3' non-translated región»,
they have a very similar expression pattern in proliferating
tissues such as spikelets and root and shoot tips (López et
al. 1995, 1997).

Maize seed germinalion accelerated either by adding cy-
tokinins or by osmoprimíng seed$ has been a thoroughly
atudied'model in our Iaboratory. Under these conditions,
the starting time for DNA replication is considerably ad-
vanced, from 12-15 h of imbibition in control germínation,
to only 4-6 h after accelerated germination, whíle the time
of appearance of mitotic figures is also shortened (Reyes-
Jiménez et al. 1991, Cruz-García et al. 1995). Benzyladeníne
(BA), a synthetic cytokinin, stimulates the activity of nuclear
DNA polymerascs and of protein kinases (Vázquez-Ramos
and Reyes 1990, Zúñiga-Aguilar et al. 1995), and promotes
the activation of a putative cyclin D-Cdk4 kinase complex
during caríy germinatiou (Cruz-García et al. 1998). The
mechanism by which BA promotes such effeets is unknown.
AJthough recent evidence indicates that cells respond to
cytokinins by promoting signal trausduction using a system
similar to the two-component regulators found in bacteria
(Kakimoto 1996, Brandstatter and Kieber 1998), this system
appeats to be operative mainly in non-prohferaling tissues.

128

On the other hand, induction of cyclin D3 mRNA (and cell
proliferation) by cytokinins in Arabidopxis cell suspensión
cultures has recently been demonstrated (Riou-Khamlichi et
al. 1999); this induction oceurs in the absence of protein
synthesis, involving a signal transduction event as a re-
sponse to cytokinins.

In the presenl work, we report on the expression of maize
PCNA during erabryogenesis and germination and how
expression during germination ís modified by cytokinins in a
cell cycle-related mode. The effect of abscisic acid (ABA) is
also studied. PCNA association with a putative cyclin D
protein during germínation has been found, association that
is also hormonally modulated. We díscuss the results in
terms of the role of PCNA in cell eyeíe events during early
seed germination.

Materials and methods

Plant material

Maize sceds (Zea mays L. var. Chalqueño) with 95% germi-
nation were used. Embryo axes were hand-dissected from
dry seeds and used immediately or kept at 4°C in a dessfea-
tor until use.

Chemicab

Protein A-agarose, protease ínhibitor cocktail tabiets (Com-
plete™), PCR kit, Batnm and Hindlll were from
Boehringcr-Mannheim (Mannheim, Germany); nylon trans-
fer membranes (Hybond-N+), Hyperfilm ECL and ECJL
westem blotting kit were from Amersham International
PLC (Little Chalfont, UK); Immobílon PVDF membranes
were from Millípore (Bedford, MA, USA); random primer
extensión reagent labeling system and (a-J2P)dCTP (110
PBq mol"1) were from New England Nuclear, Du Pont
(Boston, MA, USA); ampicilin and IPTG were from Re-
search Organics lac. (Cleveland, OH, USA); Keyhole Hmpet
hemocyanin, complete Freund adjuvant, incomplete Freund
adjuvant, lysozyme, protamine, j?-mercaptoethanol and glu-
taraldehyde were from Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA);
anti-Cyclin DI (H-295) rabbit polyclonal igG against full-
length human protein, cat. No. sc-753 and anti-PCNA
(PC-10) mouse monoclonal IgG against human proteín, cat.
No. sc-056 were from Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa
Cruz, CA, USA); goat anti-mouse IgG (H + L) Premium
Quality peroxidase labeled, cat No. 13871-017 and rabbit
antí-goat IgG (H + L) horseradish peroxidase conjúgate,
cat. No. 19814-011 were from Gibco BRL, Life Technolo-
gies (Gaithesburg, MD, USA). AH other chemicals were
from Gibco BRL.

Clornng of PCNA cDNA into pPROEX HTb

The ZmPCNAl cDNA (López et al, 1995) was ampliüed by
PCR Ín order to obtain an in-frame cDNA using
the following primers: 5'-GCCGGATCCATGTTGG-
AGCTGCGGCTT and 5-TGAAAGCTTTCATGGC-
TTCATCTC. The PCR product was puriñed and ligated to
the expression vector pPROEX HTb (Gíbco-BRL) usiag
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the BamHl and Hlndíli sites present in the oligos used for
amplification, Expression in this vector is under the control
of the Lac lq promoter and the recombinant protein is fused
to a tail of 6 histidines in its amitio end. Escherichia coli
BL21 piys celis were transformed with. this plasmid and
grown in Luria-Bertani (LB) agar containing 50 ug mi ~ '
ampioüín. Resistant colonies were transferred to a nylon
membrane and checked for the presence of ZmPCNAl.

For membrane hybridization, ZmPCNAl cDNA was la-
beled with (a-P32)dCTP (1.1 MBq) using the random primer
reaction kit (NEN) foílowing the instractions of the manu-
facturer. Hybridization took place in a buffer containing
0.3 M sodium phosphate, pH 7.2, 0.7% SDS and 1 mM
EDTA at 60°C; the membrane was washed twice with
0.! x SSC, 0.1% SDS (w/v) and exposed to an X-ray film.
Cells from the positive colonies were grown, the piasmid
was extracted, purifled and checked for the presence of
PCNA by Southern blot analysis following the condítions
descríbed above.

Overexpression and purification of PCNA protein

Cells from a positive clone (PE-ZmPl) were grown in 150
mi LB containing ampicílin (50 ug mi"1) at 35°C with
vigorous shaking (250 rpm) up to an óptica! density of 0.6.
IPTG (0.5 mM) was added and the cells were further
incubated for 3 h. The presence of PCNA was íested in an
aliqnot of the cell culture by SDS-PAGE and by western
blot using an anti-human PCNA antibody (see below).

PCNA protein purification was followed using the
ProExt™ HT Prokaryotic Expression System (Gibco-BRL)
according to the instructions provided by the manufacturen
Briefly, after IPTG induction of PCNA, cells were collected
and lysed in lysis buffer (50 mM Trís-HCl, pH 8.5, 10 mM
/í~mercaptoethanol, 1 mg m i " 1 lysozyme» 100 ni m i " 1

protamine aiid protease inhibitor cocktail). The resulting
suspensión was centrifuged and the supernatant was passed
through the Ní-NTA affinity column previously equüibrated
with buffer A (20 mM Tris-HCl, pH 8.5, 100 mM KC1, 10
mM /í-mercaptoethanol, 10% glycerol and 20 mM imida-
zole). PCNA was eluted with buffer A containing 100
imidazole. AU of these steps were performed at 4°C.

Anti-maize PCNA antibodies

Anlibodies agaínst PCNA were raised using the recombi-
nant protein coupled to Keyhole Hmpet hemocyanin
(Jemmerson 1987) as follows: Hemocyanin (2 mg) was first
dissolved in 0.8 mi water and then 0.2 mi FBS (137 mM
NaCl, 27 mM KCI and 4.3 mM sodium phosphate buffer,
pH 7.2) was added. A total of 10 ul of 25% glutaraldehyde
and 90 ni PBS were addcd and the protein solution was
incubated for 12 h at room temperature with shaking. The
excess of glutaraldehyde was removed by filtration through
Centricon-100 tubes.

Purified recombinant PCNA (400 ug) was dissolved in 90
ul PBS and mixed with the hemocyanin solution and incu-
bated 12 h at room temperature.

Phjsiol. Plimt. 110, 20DO

A rabbit was injecled intramuscularly with two pooled
preparations of PCNA (800 ng) coupled to hemocyanin,
emulsifíed with 500 ul of complete Freund adjuvant. A
second immunization was applied 8 days later, using incom-
plcte Freund adjuvant and this scheme was repéated for
further 7 weeks. Anti-PCNA antibodies were inimunop-
urífied by incubatíng the antiserum with recombinant
PCNA bound to Immobilon filters and etuted. Antibody
titration was followed by western blot.

Protein extraction and western blot

Maíze embryo axes were tmbibed for 0, 3, 6, 10, 15, 20 and
24 h in imbíbition buffer (50 mM Tris-HCi, pH 7.6, 2%
sucrose, 10 mM MgCl2 and 10 ug mi ~' chloramphenicol) in
the presence or absence of BA (I u.W) or ABA (20 uiVf).
Máíze embryo axes (germúiation experiments) or maíze
embryos from 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56 and 64 days after
pollination (DAP) were homogenized at 4°C with extraction
buffer (70 mM" Tris-HCl, pH 7.5, 1.0 mM MgCl2, 25 mM
KCt, 0.25 mM sucrose, 15 mM p -mercaptoethanol, 0.1%
Tritón X-IQ0, 5 mM EDTA and protease inhibitor cock-
tail). Protein extraets were centrifuged at 150000 g for 30
min at 4°C and the protein amount was determined (Brad-
ford 1976),

Proteíns (20 ug per lañe) were separated by SDS-PAGE
electrophoresis (10%) for 2 h at 90 mA, the gels were
washed with transfer buffer (20 mMTris-HCI, pH 10.4, 150
mM glycine, 20% methanol) and proteins were transferred
to PVDF filters (0,2 um pore size) by means of a LKB
Transblot apparatus for 1.5 h at 1 mA cm~ 2 using the
semi-discontinuous buffer system recommended by the man-
ufacturers. Membranes were washed in PBS, transferred to
saturation buffer (PBS containing 5% semi-skimmed milk
and 0.6% Tween 20) for 1 h and then the first antibody was
added to saturation buffer and incubated overnight at 4°C
with gentle agitation. Membranes were washed twice in PBS
and once in 0.5 M PBS-NaCl and then probed with the
second antibody for 1 h at room temperature. Membranes
were washed again and visualized using the Enhanced'
Chcmilumincscence reagent (ECL, Amersham). The anti-hu-
man PCNA and antí-human cyclin DI antibodies were used
at a 1:1000 dílution; the anti-maizc PCNA antibody was
used at a 1:1500 dilutíon. AU immunoblots were repéated at
least 3 times.

Immunoprecípitation

Immunoprecipitation was performed according to Duran et
al. (1984). Anti-human cyclin DI or anti-maize PCNA at a
1:75 dílution was pre-treated with protein A-agarose and
then diluted 10-fold with buffer A (10 mM Tris-HCl, pH
7.5, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.05% Nonidet P-40 and
protease inhibitor cocktail). Total protein (50 ug) was added
and the mixture was incubated for 3 h at 4°C with gentle
agitation; the resin was washed twice with buffer B (10 mM
Tris-HCl, pH, 8.0, 140 mM NaCl and 0.025% sodium azide)
and once with buffer A. The bound complex was eluted with
loading buffer for SDS-PAGE (Laemmli 1970) for in>
munoblot processing.
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ZmPCNAl cDNA was clarad m faune into tfee ProEX
HTt* vector and usen used u> transTorm £. &>U Bh2\ply$.
Aftct indaemg PCNA expwassáon with IFTG, PCNA protein
wiih att aíitichcd hc\a-tmtitiins tail w»s purifuxl tfinyugh a
Ni-NTA safímity «ataran; ü»s was pasable bec&ttse ihe
cloníag of PCNA í» t&e vector provides of a (iexa-nísüduie
taiJ. PCNA cernid be detected m proleíit extracu and in
aílinity purífted faettoro
PCNA (Fig. 1A.B).

•. #'/fy;íi^isZsiS£¡a5»S

ZmFl txS» werc growft «i Lü roc*lium iii ihc ptesemx uf auipivüin
mú BPfO- Cefls míe íysed aiHÍ the tíratelo w&s rmciionaicíl
ilirough a Ní-OTA affiníty tolumn (A) í'rotón pn>ük from: lanc 1.

IBWK í and 4, fnOTí fescítotus not

íüiisl human PCNA. ( O Autt-maizc PCNA

, inktt«i to tahUu aad tbe
1 í

amibcxíy
t

a 1:3000 mmkm ílane 3). tañes 2 atsd 4. pfoteáo citracts
P E ^ P í ; toes 5 awá ^, ünnumH í̂of oí mato í £"

ros|weíivei>'. vmág pt&immane

PCKA

8 16 24 «4 OAP

Ftfr 2~ PCNA expression during maia» anfet>'ogenrab. Maize em-
bryoi IK>IÍH«1 aficr S, 16, 24, 32, 40, 4S, 5* aüd 64 DAI» w

PAOf and prepare^ ]br imomnoblat anales, i h í t e
IPCNA antiíJy f«r ¡rnu«m:i*prt¡

PCNA protén coupted to
inU/ rJbbitn ana tbe íiniihotív rwcvi-rrd and tm-

munnpunlieú gave un anttbody titer up u> ):30O0 when u$ed
in w«sicra blot assays (Fig. 1C).

Msi/e PCNA exprtaakra durlog «mtiryí^eat^s and

We rspor«»l pteviowsly ihat PCNA gime wus
maíate tissues such IUJ shoou, rooís

(lépez et al. 1997); howcvcr, no signal was ob-
hy ñúftlisrn írfot aaaíyses raímRNA fro^i genniiiítí-

or from embryos ai tlifterent stares of secd
t. índloatlttg that thc amounl of PCNA mes^igc

iii Uicsc tfessoe$ is cxticmely low, RT-PCR experimenta were
petfonraM! a«4 these showed Ihat PCNA transatfíl c«^(í be
defected oflJy from KH\ samptes eoírfispwiding to $ 0AP
and in RNA sumpics from 24 h of control ^crnunution and
onwards íresttlts not sfeowo), Oa ihe oúm hand, PCKA
proiem WM present during secd íoniwtiün and stísú germi-

. A considerable mnount «rf PCNA ¡protein could be

46 days. dedintóg thereañeif (o a
mínimum añer 64 DAP (Fig. 2). Axes in drv seeds nlsti
©oatainea a minor amount (tf PCNA, simifer to ihal preaent
írt 64 DAP- After seed imfeibitíon, tfee pmtda
mcmned, mt&mg a peak altar abmií 2D h
<Fig. 3). DNA ícphcatiim durmg maize germtnatíon
b>? 15 h íRey^-Jimóieí et al. W l ) .

mod^Ution of PCNA

pM}, PCNA protein lcv«Js i
señor of BAO

¡gttjfieantly after 3 h

PCNA

24 20 15 10 & J U H 6 10 15 20

Fig, j , PCNA ímpressisín diíring matee ^urntaattott. EtTcet of BA,
Emkyo Hxes iroWíwd í« *c pj^ncse&ÍMeaec of BA were imbibed
Itor 3, 6, 10, I I M IWKÍ 2* h, prolein estraets «me ffiiatonaWd
h b S0S*PAGE and preparad fot unmuitobtot ¡inatjais miog

K>EA i f e # C J BA b i ^ I í K
from

M. ymi 1»,:
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PCNA

15 Hi 6 3 i» i |S 20 10 H<WW

* C H

4. De novo si'Mlt«*j$ of PCNA duííng iEermbwtion. TMs
i i n t wasperfórmed aa dramfecci íft Fíg, 3, cxccpt tbai

cycíotaütaide <CM} was addcd to títe ámfetled sampícs at íh«
fvginning <jf ihe ImhiNtíoD porfod and « x a «me teotoiftcd for fi, i«
and 15 íu dt, anees frmo dry seeds.

of imbibítion and by 6 íi tiic anmum of PCNA was similar
ío íhat found in the control after 20 h. N o further mercase
ía PCNA was cbserved at ínter tunes (Fíg. 3). Reyes-
Jiménez et a t (1991) showed thai D N A repKeation starts by
6 h in BA-srtmul.ued maíz*: embryo axes. Addiiion o f
cyctohesimidc (CH, 10 Mg m l ^ 1 ) , a prolíá» svnihesis ¡n-
hibitor, t ó iimbibing BA-trcated mam ax«s p«vtailcd PCNA

af^r 15 h of iinbibítion (Fig. 4), IHiis pesult
iiidicated thai botb PCNA left over from embEyogencsís and
tfie úe novo geímínation-syntt«sJ»BiJ PCNA badl a flut
tumover. The levéis of PCNA in CM-t«¡ated turn wcre ttte
same whelhcr axes were incubalcd in the presenil or &b-
sence of BA.

AbM.'isic add (ABA) ¡s a known inhihitor of seed gerroi-
í d ín maizc and rys inhibits íhc onset oí" DNA

(Vs?qii«-R;i.moi. ursti Cebóme 19^ , Ziirain ct
«I 1987). Tfee awouat of PCNA in «xs$ imbibed in tíic
proonci.- o! ABA rcmmned U & leve! simil.ir la thut in
control mus up to 20 h oí germmation »ml a süght dccrcasc
was ©bsiemd hy 24 h (Fif. $% a «asuít ttot corretatedí with

«MS m putative

la

during thc Q¡
in thc

prutein in

¡, PCNA is assixiated ^
(Matsuoka el al. 1994), Wc have

presence of a putative eyelin D
embryo ases and ii$ associaííon with a

protein fcinasc (Cruz-Garda ct al.

arad alfalfa D»type eydin
42 k0a (Sani et al. I§?5).

S« 5» i» I f • i m 3 é í t ¡5 « *» U n »

BA ABA

ABA <m fCNA
ssíbibed in thc pfcscocc of wtber BA ¿r ASA as already dcscribcd

aunoWot aoalysfef. 4«, ax«s from

«xirttcts fksn J-Jt-imfcibcd a»» ««re imrwunojinsdpitaUíd vssias att
tmtí^uman «yetin DJ antibody aod tbe resuíting pcHet wa*

d i h SiWPAGE ! ^ f i b l
sis ttiiog anú-íoaiae PCNA aatiboííy for íimntrnorcoognitioft.
1. tota! proíein; taiw* 2 and 3, iinmanopitcJíJitatcs usi«g 1:50 or
htOft diííitienít, resjwetíwly, of the aníi^lin D antíbody; km 4,
proKio ¡a tíie supetnataot fmm tbe expmmeet «Jtesctíbed, in lütie 2;
Jane 5. immun(qÑec!pitHtiQB itóag pKfinimaiw serum; 1aae 6( so-
peroatóat from «x|i«rhn«$f in i&m 1

Huofiqr ct «1,0998) ha ve j mí reported 5£M5 fcDa polypep-
tides for in vitro traii?ilarcii Amhid&psis cyclins DI, 2 and 3,
reflectiny an irrcgulnr ekcirúphorcik moMliíy. H e anti-hu-
Efltn cyclin D auíibody agaiast tbc ftilJ-let^lli proidn useá
in this worJk masl rwojEnizc wm& icgions thst are couserveá
in bnth che human and |>3rmt pmtxxm, n¡smc1y ÍH tbe rc îon-̂
of aminoadds 103-126» 143-159 and «spedalíy in thc 181-
210 bíocfc (Soni ^ al. 199S, Rcnaadio ei al. 1996).

Scarchuig I"or an as^odaiion bdtwetn thc putativa cyclm
D and PCNA, proíein extrac&s from malí» as«s wcíe im-
inuiicprixipitatcd using (he anti-humnn c\'din D anttt^tdy
and thc resuiling proíein pcllct was resolved througl) SDS-
PAOE¡ theit, & wcatern blot wm pcifonncíi u&itig ihc ajitt-
body a^iinírt mmm PCNA. Fi£- é !^io«^ fhat ihc putative
maizc tyclin D prottin ássodat»! wiüi PCNA. \'hc comple-
mctiutry ¿xpcnnicnt was also ^rformed with similar resulta:
ttte cydia Ü-likc prottin was immunorecoguí¿cd aftor pfe-
tipitution with the anti-make PCNA airtibodly; howcver,
sincc cyclin D and thc henvy chuin of IgG could nút be
resolved in the ect, it wm difficuh lo clcarlv dcicct thc
ñmw^ <f«tilt not show»). It dMnkl be n&ted that noí all
PCNA te iminunopriícipitatcíl by (he «Rti-cyclin 0 attlib&dy
sin?c a considerable atnoitnt oí protcín icinaintü in the

a result alr^dy reporte^ iii

Bravo 1987). A feandi *tf a iomt taatectikr mm vm abo
obsíned m soinc oj' the ímmunoprccipiiafcs. pmbabiy rep-
msenting thc low molecular v."cigh5 IgG subunit,

Association bctwccn POMA and Uw imiative matee cyclin
D protein was foüowed during germínatiofí of ase» la thc
prí^cnce of BA or ABA. Under control tomlmons. both
proteins reinained associated during Uie 15-h períod mea-
sured (Fig. 7A>. However, ia thc prcscnci- of BA, thc
assodatien bctwesi ihe pufative<yetia D and PCNA gradu*
aily dtewased (Fig. 78), so thai PCNA was no loager

15 h of g^núaatiíín b
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precipítales, ^t reponed prevíously that thc puiative cyclín
D is de^aded by 15 h «f germinalian in ihc pfesence of 8A
(Cn^-García et al. 1W?8). A conlrasting behavior vms fourwJ
for ases imbibed ¡n Ihc presence af ABA. Ahhough PCNA
aml the eyetin D-Iikc protón wem assodated only during
the iirst 6 b of germinalion and by 15 h no PCNA was

Fig. 7. iBtoactioii of PCNA ami Uie puiativc cj-cHa 0 during
scrmiíwtKui. Prolein cstr.icl-. fwm &xeü ir»bii«d an ihc presmee
ratfacr of BA, ABA or noac CiasnlíoD fof 3 h CA), 61» (B) oí 15 IHC»
wat ¡BiitMnoprcGÉpÍíHi«*J usáng «w¡ tuiii-^icltn O aatibody *nd

wcre fractionated thro«síi SDS-PAOE and prepared for
^ l l í using ami-mstiae PCKA Bnübods'. TP. total

d ^ SN,

A 3 i « I < IS J « (5

C BA AMA

Fíg. 8. Píesenos of o pulsitive tytlin 0 duríng germifiatio-ft, Effect
of phytatcgulators. Maize axes « w imWbetl íor 3, 6 aml 15 ti in
the prcscttcc cstb» trf BA. ABA or H ^ K (conud). fVoldns vete

fraetioiiaícd ífcitMjgh SDS-PAGE and pnspared for íot*
atsalysis uoog tbc BOtt-humott c>clio "

the cydtn D-likc proicin ms &ÚU present at 15 li
tion in the ptcseciüc of ABA (Fíg. 6>,

Our rcsuhs show that thc amount of u a'll proliferaiton
marker sach as PC:NA is higb »1 the iniíidl stagrs of mü¡/tf
cmbryogctwsis amJ decüiu» lo veiy Iow levéis as seecf matu-
ration iü reached, suggestiti£ that íf ccli prolifciuiion is
ncedbd dunnp secd gcrmimition, new ^yniliesis of H»s
prolcin would be «<iui«5d. Th« gradual inerease ¡o PCNA
i^otcín that is abserved during «ariy maize ^«nmatíon
indícales thal this Ls itsíksd tías $&m w&á also gives evidence
ihat the reactivado» of (lie cell c^cíe, very lilscíy, plays a
fundamcniitt role for the fbllowing secvUing éMablishment.
The penmí oí'miixímai uctumulatio» of PCNA, bcimx-n 15
and 26 h aíUr mibibitiixu coincides wttJi ihc time at whíeb
UNA replioiiiun is laWing pUce in mcristcmalic lissuc!.
(Bafea el aL Í989t R«^es«J«né«eai et ai, 1990, This cotrcla-
úon k sirungiy uairobomled by tlte r.tpiil ;KXUI ñuta tion of
PCKA u»der conditíoiís iu which «he germinal ion pKX»^ b
accdercfted by cytoküáftft, so thai tíie pmt&n jmk ht ob-
served arouad IÍK 3-6-h i^rktd of germmaíton, the lime at
wbid* DNA repljcaiioü is already t»king plaoc under tíic
acosieíated conditions <Reyes-Jíménez e« al, 1991, Cntz-
Gaitía et al. 1995). Futtheirraore, only a tmiám\ bmntat'in
PCNA ftinüuiu is obtened il' raaíze gennínation is mhibited
by absdtáe acia. Híese «siílts wo«kl indícale ihat DHA
meiubcliüm is vsry i^pOMive dtirinf! seedí gcmunution. lucí-

fCNA can stimulaic a wiaixc d~type 0 N A

tií
J. M Vá«)uty.-Ramo*, nnpubli'ihíxl rcsultüj-

Of ínlwest k the app^rent short half-life of PCN A pratetn
dunjig gemtination, m treatment with cyctoboifenide has
showti. Sbee no PCNA raessage was (kíceted by northern
blot, tiiís result wo«Jd indícale tJhat PCNA ís synth«áaa»l
v»ay elíkiemiy. in a piwcss that wouíd require a continu0us

(rom a few, b«1 siablc. transcripta or, altcraa-
, r^gulatíott oí PCNA acatm»ts«ion b>r a tíghtly can*

iro\kd de aovo traas«*ííHíon «o4 tmiwiatkm. RT-PCR
res«!ts mdeed indicaw that thetc are very Iow ieveis of (he
transcriptís), delectadle <m!y sRcí 241» of germinatton under
conlroJ condUtoa$. suggesting de novo transcríption of
PCKA mRNA as germinatiott advímoes, Apparentíy* UK
messa^ wo»ld be vtrtually absent duting late
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PCNA turnpvcr rcscmbles tlie behavior of othcr ccll
cyclc-related proteras during gemünation. Wc have rccemly
rcpnrtcd (huí the putativc cyctin D prolein that has becn
studícd hcrc is also subjected to a rapid accumutation jwd
dcgradaiion duríng acoelerated genwnatíon (Cruz-Oarcia ct
al. 1998).

A ccrtain amounl of PCNA protejo is prcsent in diy
scodsf us wc huve reported foí other ccll cyclc-related
protón» and actívittes in maize dry seeds, such as replica-
tive-type DNA polyraerases and DNA primase (Cocllo and
Vázquez-Ramos 1995, García et al. 1997), DNA lígase
(Vázquez et a). 1991), putatíve eyelin B, eyelin D, Cdk4
láñase» B2F má pS3 proteins (Cruz-García ei al, 1998) sn<t
p34ote2 binase (Herrera-Teigeiro el al. 1999), It would ap-
pcar ihat during the seed developnient program, tlicrc might
he a decisión tú atore a poteotiat íimount of «11 cyele
proteins thal will be required and essential for the gerraina-
tion process. Anolher possibiKty. Le. that protón producís
tire not degraded due to ihe process of secd dryíng during
late Bccd formation, seems unlik«ly since cell proliferation
duríng seed embryogenesis takes place sevcral wceks before,
i» ihe early stages of seed formation (Rcwlcy and Black
1994). Regulatkm of (hese proteim, nowcvcr, appcars to
difíisr during gemiíniitLon: DNA polymerasc-priniasc com-
plex, 04e*eZ kinase attd the putative cydln B protein, re-
mata prcsent and ftt a coustant levcl throughout
gcrminatiün, bul their activity i» modulatcd post-transla-
liunullv (Coello and VAzq«ez-Ramos 1995, Cruz-García ct
al. 1998f Hertera-Teigfflro et at. 1999), whereas othecs lile
thc pniative j>53 and cydin D proteins disappcar quickly

genaination (CfUZ-Garcia ct al. 1998); ati E2F-like
and the «ctivhy of DNA potymcniscs 1 and 3, do

not aeem to vary mucli (García et a t 1997, Cniz<iaTcia et
al. 199$) and a protein like PCNA acoumulates as germina-
tion advanoes, witfe a dircet cotrctBtíon with DNA «püca-
ttan (ihe presínt work).

Regiilaüon of PCNA t'unction during gcrminaiion nay
not be rtótricitd to its panicipatioTi in DNA replicution as
WB huve fóudd ao associatíon bctwwn PCNA and a putativc
eyelin D. Prevíously,, we gave evídence of this protein as
cyclíii D ffiably becausc it is recognized and immunopmcip-
itated by an antíbody against human eyefin DI (there are
severat cúnserved ara i no acid tracks common to boiK) and
because í( associates to a putative Cdk4 prolein with kinaae
activity, TIiís eyelin D-ííkc protein disappcars as germina*
lioa íidvatices and disappcíirs more rapidly if geiminatton is
aceelerated. The same behavior is found fot thc accompany-
ing kinasC actívity (Cru&G&tcíit et al. 1998). The assoeiatiott
of this pfírtem with PCNA, as demonstrated by thc ün-
mtmopiecipitaUon of cither the putative eyelin or PCNA by
su miííbody againsí thc other, adds furtber eviáeace to ils
de&nítíon as eyelin D. Thc ph^iological signifícanos of this
assocíatiott ís not weft undcr»tood. Howcvcr, ín tnammaEian
s.ysiems it is ípcciilnted that thc inítiatbn of the S phiise
couíd be, at Icast partialiy» controller by 'Hcquesiering'
PCNA {Pagaao et a l 1994), a mochanism that woutd then
apptíai' to be wall consemíd among biaher eukaryotts. In
additioo to th¡5, thc finditig by Shimizu and Morí (1998)
that PCNA and eyelin D form a complex in dormant
íixiíiary pea buds, but not ín growing buds, is also suggestive

of PCNA beíng 'sequcsiered' in üssucs with reslrícled prolif-
eration, a metubolic statc prcseni duríag early aeed
gennination.

Associatíon of PCNA with Ihe putativc eyelin D was
modified if thc gcrmitiattoo Üming wíis chmiged by the
aetton of «xogenaus phyfohormimes. BA cau&ed a raptd
dissociation of the complex. very lilusly due to degrudalion
of the putalive eyelin D, u prooess Ibat takes place at limes
when DNA repHcatíon ia aciivüted by BA (3-6 h Of germi-
natíon), probably indicaling thai PCNA is beiag «leased lo
joín thc replícation appamtus. On the other hand, one
would exped ihai inhibitiOQ of germínation by exogenous
ABA should have praduced the oppostle eítcct, ulbwing
PCNA and thc putativo eyelin D to remam ussociut«l in a
complex for a longcr time. Hcwever, ihe complex dissocíates
by 15 h of gcrmination in íht absence of DNA replication
and the putativo eyelin D protein ÍK still presem. In mam-
malian cells, PCNA is inhibited by the p53-ind«oed p21CEíl]

protein under condilions in wbích DNA replicatlon is
blockcd or if chromosomal damage OCCUTS {Kebuaii 1997).
ftccently, Wang et al. (1998) have demonsttated io Ara-
bidapsis ihat ASA inhibí» Cdc2-üke histone Hl kiiiase
activity lhrough thc inductioo of a p27-like kinase inhibitor.
ICK1, a protein ihat also interact» with eycllo D3, suggest-
ing a mechanism by whkh ABA could control the cclt cycls
in plants- It would be very interestíng to fuid oul wheltver
ABA could also produce iñhibiUoii of DNA replicado» and
the cell «yeto during gennination by ¡nducing the accumula-
íiüñ of iíihibiiois such as p21 that could interiore with both
PCNA and Cyclm D.
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