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Resumen
La productividad de las cosechas ha sido relacionada directamente con el vigor de las

semillas, donde el vigor se asocia con la estabilidad del genoma de las células que
conforman a la semilla. Agentes genotdxicos tales como moléculas quimicas (metales
pesados) o radiacion, asi como procesos metabodlicos durante la formacién de semilla,
pueden causar dafo quimico y estructural sobre el DNA. En algunos casos, se afecta
severamente la integridad del genoma de las células, lo cual afecta los procesos de

replicacion y transcripcién, desencadenando asi la muerte celular.

Existen multiples mecanismos de reparaciéon de dafio al DNA, lo que permite a los
eucariontes contender contra distintos tipos de dafo. La mayoria de los mecanismos de
reparacion del DNA, reportados en mamiferos, se encuentran conservados en plantas, lo
que implica la presencia de proteinas homdlogas o analogas funcionales en ambos

organismos, por ejemplo, las cinasas ATM y ATR.

El Antigeno Nuclear de Proliferaciéon Celular (PCNA) es una proteina “plataforma”, es decir,
favorece la interaccion entre otras proteinas. PCNA se encuentra implicada en diversos
procesos celulares como: replicacion del DNA, remodelacién de la cromatina, regulacion
del ciclo celular y reparacion del dafio al DNA. Se ha observado la participacion de PCNA
en diversos mecanismos de reparacion tales como, Reparacién por Escisién de Bases
(BER), Mismatch Repair (MMR), ademas, se le ha relacionado de forma importante durante

Recombinacion Homologa (RH), donde la actividad de la recombinasa RAD51 es esencial.

Los complejos proteicos Cyc/CDKs son esenciales para la progresion del ciclo celular,
proceso que se inhibe al detectar dafio al DNA. Complejos CycB1/CDKB1 en plantas estan
implicados de forma especifica en la reparacién de rupturas de doble cadena mediante

recombinacion homoéloga.

En este proyecto, a través de estudios in silico, asi como in vitro se muestra la existencia
de complejos proteicos compuestos por actores relacionados al ciclo celular como PCNA 'y
CycB1;2, y a la maquinaria de reparacion (RAD51A) en maiz. Ademas, se encontré que
existe actividad de cinasa asociada a CDKB1;1 y a CycB1;2 sobre RAD51A2. Finalmente,
se comenz6 la estandarizacion de un modelo de induccidon de dafio al DNA para
posteriormente determinar el comportamiento transcripcional, traduccional y de
interacciones entre las proteinas de interés mostrando su participacion durante la respuesta
ante dafio al DNA.



Introduccion

1. Elmaiz
En México, el principal producto agricola es el maiz con 12.4 millones de toneladas

producidas en 2019 (SIAP, 2020), esta planta es empleada tanto para el consumo directo
del humano, como para la produccion de productos derivados como jarabes, almidones y
dextrosa, ademas, se utiliza para la alimentacion de animales bovinos (INEGI, 2017). Por

ello, el estudio del maiz es de alto impacto econdmico, cientifico, politico, social y cultural.

La importancia econoémica y cientifica de los cereales ha permitido un gran avance en la
investigacion sobre su genética, desarrollo y evolucién. La secuencia completa del genoma
del arroz es emblematica, pues marca la transicion a la gendémica y a la biologia
computacional en plantas que también ha penetrado en el estudio de muchos otros cereales

como el maiz (Paterson et al., 2005).

Al maiz se le ha considerado uno de los sistemas de plantas superiores mas accesibles. Su
genoma se encuentra completamente secuenciado, ademas, se ha desarrollado un
conjunto de herramientas citogenéticas, métodos genéticos y marcadores de fenotipo
caracterizados. Esto hace que el maiz sea un modelo de estudio de interés mas alla de la
biologia de las plantas (Nannas y Dawe 2015). El maiz tiene un genoma rico en
transposones, de aproximadamente 2.1 Gpb, organizado en 10 cromosomas y contiene
39,591 genes que codifican a proteinas

(http://plants.ensembl.org/Zea mays/Info/Annotation/#assembly). En la figura 1 se muestra

la clasificacion taxonémica aceptada del maiz.

Reino — Plantae — Plantas
Subreino — Tracheobionta — Plantas vasculares
Superdivision — Spermatophyta — Plantas con semilla
Divisién — Magnoliophyta — Plantas con flores
Clase — Liliopsida — Plantas monocotiledéneas
Subclase — Commelinidae
Orden — Cyperales
Familia — Poaceae — Gramineas
Género — Zea

Especie — Zea mays

Figura 1. Clasificacion taxondmica de la planta de maiz.



Los principales componentes de la semilla de maiz se muestran en la figura 2, entre ellos
destacan:

e Pericarpio: Forma una cubierta cerosa en la semilla y es la pared del ovario.

e Endospermo: Tejido de reserva que alimenta al embrién durante la germinacion.
Este tejido constituye el mayor volumen de la semilla (82%) y esta formado
principalmente de almidon.

e Embrién: Tejido compuesto de diferentes tipos celulares que formaran la planta. La
parte superior del eje embrionario contiene un grupo de células conocidas como
meristemo apical del tallo, las cuales al dividirse generan el tallo y la primera hoja
(cotileddn), mientras que en la parte inferior se tiene al meristemo apical de la raiz

que generara la raiz primaria y posteriormente raices secundarias.

_/\./‘\\
Pericarpio A\

Endospermo harinoso /( \
| fp\\ |

[ [
Endospermo suave 1= /|

[ )]
Eje embrionario |

Pedicelo

Figura 2. Estructura del grano de maiz.

2. Formacion de semilla
Un paso clave para la perpetuacion de las plantas es la formacion de la semilla. Este érgano

se compone por tres tejidos principales: el pericarpio, el endospermo y el embrién (Figura
2). El tamafo y peso de la semilla esta determinado por el tamafo de las células que la
componen, asi como por la cantidad de agua y compuestos de almacenamiento (proteinas,

lipidos y carbohidratos) (Dante et al., 2014).
Las semillas de cereales y leguminosas tipicamente se desarrollan en 3 fases (Figura 3):

e Fase I: Inicia con la polinizacién de una célula huevo, lo cual promueve una rapida
proliferacion celular que se ve reflejada en el aumento de peso seco. Ademas, se

establecen los tejidos de la semilla, por ejemplo, el conducto que genera la conexién



entre la semilla y el tejido vascular de la planta madre que permite la nutricion y
desarrollo de la semilla. Esta fase también se caracteriza por la absorcién de una
gran cantidad de sacarosa, que se convierte rapidamente en hexosas por la
actividad de la enzima invertasa, que se encuentra unida a la pared celular. Se
considera que la fase | es critica para el desarrollo de semilla y el rendimiento del
grano (Dante et al., 2014).

e Fase ll: Llenado de la semilla. El peso seco se incrementa rapidamente debido al
crecimiento celular y la acumulacién de compuestos de almacenamiento,
obteniendo un pico maximo en el peso de la semilla y en la cantidad de agua.
Ademas, se caracteriza por la endorreduplicacién de las células del endospermo
(Dante et al., 2014).

e Fase lll: La cantidad de agua disminuye dramaticamente (10-15%) y se alcanza la
madurez fisiologica. Durante la desecacion, las semillas almacenan mRNAs y
proteinas necesarias para tolerar la baja disponibilidad de agua. Esto es de gran
importancia, pues durante la fase lll las macromoléculas que son necesarias para
mantener con vida a las células, estan especialmente comprometidas, ya que su
estabilidad depende de interacciones hidrofilicas e hidrofébicas, que cambian con
la perdida de agua. El dafio a macromoléculas durante la desecacion es inevitable,
sin embargo, ocurre de forma limitada ya que existen mecanismos que previenen el
dafio masivo por la pérdida de agua. Diversas adaptaciones celulares permiten que,
durante las primeras etapas de la germinacion, el potencial dafno al DNA sea
reparado (Dante, et al., 2014; Bewley, et al., 2012; Banerjee y Roychoudhury 2016;
Smolikova et al., 2021; Waterworth et al. 2019).

Deposicion Maduracién
o o de reservas y secado
Histodiferenciacién y

expansion celular 1 1
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3. Germinacion.
La germinacion es esencial para la perpetuaciéon de cualquier especie de planta. Desde el

punto de vista fisiolégico, se considera que la germinacion es un proceso que comienza con
la entrada de agua a la semilla, lo cual produce que las células en los tejidos se alarguen y
que la radicula logre protruir (Nonogaki et al., 2010). Sin embargo, el enfoque bioquimico
indica que la germinacion involucra el despertar metabdlico de la semilla latente y la
reanudacion de los procesos de desarrollo. Esto significa que las semillas ya contienen la
maquinaria necesaria para los procesos bioquimicos involucrados en el programa
morfogenético que recrea una planta. En este sentido, la germinacion involucra que las
células pasen de un estado metabdlico inactivo a uno activo que culminara con la primera
ronda de division celular sin la necesidad de protruir la radicula (Vazquez-Ramos y
Sanchez, 2003).

El proceso germinativo se ha estudiado para tratar de entender los procesos moleculares
que ocurren desde el momento en que la semilla entra en contacto con agua (imbibicion),
hasta el establecimiento de la planta en eventos post-germinativos. Para tratar de describir
lo anterior se toma como modelo la curva de toma de agua de semillas no dormantes

(Nonogaki et al., 2010), tal como el maiz, que consta de 3 fases (Figura 4):

e Fase 1: En esta fase, ocurre una toma rapida de agua por lo que las membranas
celulares comienzan a rehidratarse, inicia la reparacién de organelos como las
mitocondrias, asi como la reparacion del DNA que pudo llegar a dafiarse a causa
del metabolismo y la perdida de agua durante la formacion de la semilla. Ademas,
comienza la sintesis de proteinas a partir de mRNAs almacenados previamente
(Nonogaki et al., 2010).

o Fase 2: Se trata de la etapa mas larga, donde la entrada de agua es restringida, por
lo que los niveles de agua permanecen constantes. Los procesos mencionados en
la fase 1 continldan y se incrementan, ademas, comienza la sintesis de mMRNAs de
novo y la produccion de proteinas se incrementa. La replicacion del DNA comienza
y concluye durante esta etapa. La division celular ocurre al final de esta fase dando
por concluido el ciclo celular y con ello la germinacion (Nonogaki et al., 2010).

e Fase 3: Es una fase post-germinativa. Ocurre un segundo periodo de entrada de
agua rapida a las células. En esta etapa ocurre la elongacién radicular, asi como la
movilizacion de reservas de carbohidratos provenientes del endospermo hacia el eje

embrionario (Nonogaki et al., 2010).
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Figura 4. Curva de toma de agua de la semilla en la germinacion.
Modificado de Nonogaki et al., 2010.

4. Elciclo celular
El establecimiento del ciclo celular es un evento esencial para el crecimiento tisular y, por

lo tanto, su estudio durante la germinacion es fundamental. Una eficiente sintesis de
proteinas y produccién de ATP son requeridos en la fase preparativa G1, para que las
células entren al ciclo celular. Para obtener dos células genéticamente idénticas, a través
del ciclo celular, se requiere que una célula duplique su contenido de DNA y que
posteriormente se divida. Este proceso es altamente regulado por lo que es unidireccional

e irreversible.

Para poder estudiar los eventos bioquimicos y moleculares que ocurren durante el ciclo
celular, éste se divide tipicamente en dos etapas, la interfase y la mitosis (Figura 5). La

interfase se divide a su vez en tres fases:

1. Fase G1: Durante esta etapa las células perciben las sefales medioambientales,

por ejemplo, los nutrientes presentes en el medio, la presencia de hormonas y



factores de crecimiento. Ademas, las células crecen hasta obtener un tamafo apto
para generar dos células. Ocurre la sintesis de proteinas necesarias para la
progresion del ciclo celular y se percibe si la célula puede generar suficiente energia

para llevar a cabo el proceso (Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003).

Fase S: El proceso principal que se lleva a cabo durante la fase S es la duplicacion
del DNA, para este proceso se requiere que se establezcan y avancen las horquillas
de replicacion. Por otro lado, comienza la transcripcion de genes para la produccién
de proteinas necesarias en las siguientes fases (Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003).

Fase G2: Se verifica que el DNA recién sintetizado sea perfectamente
complementario a la hebra madre. Esta fase ocurre en conjunto con la fase S, es
decir, la maquinaria de replicacion es capaz de detectar si se ha cometido un error,
de ser asi, las DNA polimerasas en su funciéon 3’ exonucleasa puede repararlo
(Yurieva y O'Donnell, 2016) o bien se reclutan proteinas de reparacion (Moldovan
et al., 2007).

Por otro lado, la mitosis se subdivide en cinco fases y posteriormente ocurre la citocinesis
(Figura 5):

1.

Durante la primera fase de la mitosis, conocida como profase, los cromosomas
replicados se condensan hasta obtener a las dos cromatidas hermanas unidas por
el cinetocoro construido en la regidon centromérica del cromosoma. Por su parte, el
huso mitético comienza a formarse fuera del nucleo.

En la prometafase, la envoltura nuclear se rompe y las cromatidas hermanas se
unen al huso mitético, esto ocurre cuando los microtubulos de un polo del huso se
adhieren a un cinetocoro y los microtubulos del polo opuesto capturan el cinetocoro
de la cromatida hermana contigua, lo que da como resultado la unién de cada par
de cromatidas hermanas al huso.

En la metafase ocurre una continua fosforilacion y desfosforilacion del huso por
proteinas cinasas, que permite que los cromosomas sean movilizados y finalmente
queden alineados en el plano metafasico.

Durante la anafase, las cromatidas hermanas se separan de forma sincrénica
debido a que los enlaces con la cohesina se rompen, y el huso las posiciona hacia

los polos opuestos de la célula. Ademas, los propios polos del huso se alejan mas



entre si, completando la segregacion de las cromatidas hermanas de la célula en
division.

5. En la telofase, se reconstituye la envoltura nuclear alrededor de cada conjunto de
cromosomas Y el huso se desmonta, dejando un solo centrosoma asociado con
cada conjunto de cromosomas.

Finalmente, ocurre la citocinesis en la cual se lleva a cabo la division fisica del citoplasma

y otros organelos, generando asi dos células (Alberts et al., 2005; Morgan, 2007).
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Figura 5. Representacion de las fases del ciclo celular y de la mitosis.
Modificado de Klug et al., 2006.
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5.Regulacion del ciclo celular en plantas.
El ciclo celular se encuentra altamente regulado, lo que ocurre a distintos niveles: 1)

transcripcional, 2) traduccional y 3) modificaciones postraduccionales.

En los eucariontes, los principales reguladores proteicos del ciclo celular son los complejos
Ciclinas/Cinasas dependientes de ciclinas (Cyc/CDK). Estos complejos controlan las
transiciones de fase, G1a S, G2 a M y metafase a anafase durante la mitosis, los complejos
Cyc/CDK se encargan de fosforilar proteinas claves en momentos especificos del ciclo

celular para promover su avance.

Durante la transicion de la fase G1 a la fase S, se encuentra el primer punto de control.
Principalmente, los complejos CycD/CDKA son translocados al nucleo donde fosforilan a la
proteina represora RBR (Retinoblastoma Related). Como consecuencia de la
hiperfosforilacién, RBR es removido, liberando al factor transcripcional E2F-DP, el cual
queda activado para favorecer la transcripcion de genes blancos necesarios para la

progresion de la fase S (Figura 6) (Jonson y Walker, 1999).

El segundo punto de control se encuentra en la transicion G2 a M, en donde se verifica que
el DNA se encuentre integro y libre de errores, si el DNA tiene algun tipo de dafio se induce
el arresto de las células en la fase G2. En plantas, se ha encontrado que el dafio al DNA es
percibido por proteinas cinasas que fosforilan y activan al factor Suppressor Of Gamma
Response 1 (SOG1), lo que genera una disminucién en la expresion de factores
transcripcionales MYB activadores que tienen como genes blanco, proteinas necesarias
para la mitosis, ademas, se induce la expresion de proteinas represoras de complejos
Cyc/CDKs, tales como KRPs y SIAMESE-Related, por lo que la actividad de CDKs
disminuye. En adicion a ello, las proteinas MYB de tipo represoras se estabilizan
reprimiendo por completo la expresion de Cycs y CDKs mitéticas. El conjunto de todos estos
mecanismos da como resultado el arresto de las células en G2. Por el contrario, si tode el
DNA se encuentra en condiciones 6ptimas, los complejos CycB/CDKBs fosforilan a factores
MYB represores que son degradados via proteasoma, permitiendo el avance del ciclo
celular (Umeda et al., 2019).

El ultimo punto de control se encuentra en la transicién de metafase a anafase en la cual
las células perciben si los microtubulos se encuentran correctamente unidos al cinetocoro
de los cromosomas. De ser asi, el complejo promotor de anafase (APC) degrada proteinas

como las ciclinas tipo B y la segurina para permitir la progresién de la mitosis (Tin Su, 2001).
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6. Cinasas dependientes de ciclina.
Las CDKs son proteinas cinasas de serina y treonina que requieren de las ciclinas para ser

funcionales. En plantas existen dos tipos de CDKs involucradas en la regulacion del ciclo
celular, las tipo A y las tipo B, siendo estas ultimas exclusivas de plantas (Inzé y Veylder,
2006).

Las CDKs tipo A dentro de su secuencia primaria contienen un motivo de unién a ciclina
constituido por los aminoacidos P-S-T-A-I-R-E. Dada la expresion, actividad constitutiva de
la CDKA y la restriccion en la expresion de los genes de CDKB hasta la fase tardia de S,
se puede asumir que la mayoria de la actividad de cinasa encontrada en la fase G1 es
provista por los complejos de CDKA (Jager et al., 2005). Sin embargo, la union de CDKA
con distintas ciclinas cambia con el avance del ciclo, por ello se sugiere que estas cinasas
se encuentran involucradas en la proliferacion celular (Inzé y Veylder, 2006). Ademas, se
ha observado que la actividad de CDKA no se encuentra restringida a la transicion G1/S,
pues al asociarse a otras ciclinas como las tipo A, pueden actuar en la transicion G2/M
(Jager et al., 2005).

Por otro lado, el grupo de CDKs tipo B contienen motivos de unién a ciclina distintos, CDKB1
contiene el motivo PPTALRE mientras que CDKB2 tiene el motivo PPTTLRE. Los genes
que codifican a las CDKs tipo B estan altamente regulados, por lo que la expresion de
CDKB1 comienza en la fase S, teniendo un pico de expresioén, niveles de proteina y
actividad de cinasa maxima en G2/M. Por otro lado, la expresion de CDKB2 se limita a G2

12



y mitosis (Jager et al., 2005). En afos recientes se ha sugerido una funcién de CDKB1 en
la reparacién del dano a DNA, al asociarse a CycB1 para asi, fosforilar y activar proteinas
clave en la via de Recombinacion Homodloga (RH) en Arabidopsis thaliana (Weimer et al.,
2016). Por otro lado, en arroz se ha mostrado que la abundancia proteica de CDKB2 se

incrementa tras la induccién de dafio a DNA con rayos X (Endo et al., 2012).

7. Ciclinas de plantas.
Las ciclinas, como su nombre lo sugiere, fueron descritas como proteinas cuya abundancia

fluctua a lo largo del ciclo celular (Evans et al. 1983). Las ciclinas son necesarias para la
activacion de las CDKs, ademas, modifican su estabilidad, su localizaciéon y proveen
especificidad hacia el sustrato de fosforilaciéon (Inzé y Veylder, 2006).

A través de la evolucion, las plantas han acumulado un mayor numero de genes que
codifican para distintas ciclinas, a diferencia de otros eucariontes, lo cual les permite
responder de forma mas eficientemente ante diferentes condiciones ambientales. En
Arabidopsis thaliana, se han reconocido hasta 10 familias de ciclinas, sin embargo, las mas
estudiadas son las tipo A, By D (Wang et al., 2004). En maiz se han reportado cerca de 50
miembros de la familia de las ciclinas donde la mayoria no han sido estudiadas (Hu et al.,
2010) (Figura 7).

Figura 7. Arbol filogenético de ciclinas en Zea mays.
Imagen tomada de Hu et al., 2010.
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Las 10 ciclinas tipo A de Arabidopsis thaliana se asocian a CDKA durante la fase Sy en la
transicion G2/M (Wang et al., 2004). La mayoria de las ciclinas tipo D se unen a CDKA para
regular la transicion G1/S (Inzé y Veylder, 2006), sin embargo, en maiz y A. thaliana se ha
observado su asociacion con CDKB (Godinez-Palma et al., 2017; Nakai T. et al., 2006). En
Arabidopsis thaliana existen 10 tipos de ciclinas D, mientras que en arroz se han reportado
14 y en maiz 17, donde todas conservan el dominio amino terminal y la caja ciclina,

necesaria para la unién con CDKs (Buendia-Monreal et al., 2011).

Tipicamente las ciclinas tipo D se asocian con el inicio o reinicio del ciclo celular en
respuesta a sefales externas como fuente carbonada, fitohormonas y diferentes tipos de
estrés bidtico y abiético (Figura 6) (Swiatek et al., 2002).

7.1 Ciclinas tipo B

Las ciclinas tipo B constan de un dominio amino terminal y un carboxilo terminal, cada uno
formado por 5 alfa-hélices, denotadas como H1-5 para el amino, y H1’-5’ para el carboxilo.
En el amino terminal se encuentra la firma caracteristica de estas proteinas
(H/Q)x(K/R/Q)(F/L) localizada en H1, ademas cuentan con un motivo de 9 aminoacidos
(caja de destruccion), el cual media la degradacién de la proteina via proteasoma. Se ha
mostrado la presencia de otros motivos conservados entre las ciclinas B, sin embargo, se

desconoce su funcion (Renaudin et al., 1996; Dewitte y Murray, 2003).

En A. thaliana, se han reportado 9 ciclinas tipo B que regulan la entrada y salida de la
mitosis (Wang et al., 2004). En los ultimos afios se ha estudiado la participacion de las
CycBs en la reparacion del dafio al DNA y se ha demostrado que el gen cycb1;1 en A.
thaliana se encuentra bajo la regulacién de SOG1. Cuando la célula percibe dafio a DNA
por ruptura de doble cadena, se activa la via de ATM, esta cinasa activa al factor
transcripcional SOG1 quien estimula la expresion de cycb1;1, cycb1;2, cycb1;3y cych1;4,
mientras que de forma indirecta se reprime la expresién de otros complejos tipicos de ciclo
celular (Weimer et al., 2016). Ademas, se ha mostrado que otros miembros de la familia de
CycB1 también estan relacionadas con la respuesta al dafo al DNA, ya que plantas
mutantes de cycb1;1, cycb1;2, cycb1;3y cycb1,;4 son sensibles a la induccion de dafio a
DNA por diversos agentes quimicos (Weimer et al., 2016; Chen et al., 2019). En maiz se
han reportado 7 ciclinas B, sin embargo, no se ha mostrado la relacion entre estas y la
reparacion del dafio al DNA.
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8. Regulacién de complejos Cyc/CDK
Existen diferentes mecanismos que regulan la actividad de las CDKs, entre ellos se

encuentran: asociacion a diferentes ciclinas o a otras proteinas, ya sean inhibidoras como
Proteinas relacionadas a Kip (KRPs), o moduladoras como la Subunidad regulatoria de las
CDKs (CKS), o bien, pueden unirse con el Antigeno Nuclear de Proliferacién Celular
(PCNA). Otra forma de regular la actividad de los complejos Cyc/CDK es mediante
modificaciones postraduccionales tales como fosforilaciones activadoras o inhibidoras, por
ejemplo, para que los complejos CycD/CDKA sean activos durante la transicion G1/S, se
requiere una fosforilacion activadora en el residuo T160 de CDKA vy la remocion de las

fosforilaciones inhibitorias en T14 y Y15 (Figura 8) (Dewitte y Murray, 2003).

Fosforilacion
inhibitoria

Fosforilacion

activadora
Destruccion
mediada por Unién de
ubiquitinacién inhibidores

Figura 8. La actividad de las cinasas dependientes de ciclina es
regulada a multiples niveles. Modificado de Dewitte y Murray, 2003.

9. Dafio al DNA
Las plantas se encuentran constantemente sometidas a diversos tipos de estrés, y cuentan

con multiples mecanismos de respuesta. Una de las consecuencias mas importantes es el
dafno al DNA. Esto puede ocurrir por exposicion a agentes fisicos, por ejemplo, radiaciéon o
calor; o bien, por agentes quimicos, presentes en el suelo o proporcionados de forma

artificial; también, puede ocurrir naturalmente por eventos de re-replicacion, por conflictos
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de replicacion-transcripcion, donde ambas maquinarias pueden colisionar causando
rupturas de doble cadena en el DNA (Li et al., 2018) o, tras diferentes ciclos de desecacion

y rehidratacion en las semillas (Waterworth et al., 2015; Waterworth et al., 2016).
9.1 Dafio a DNA en la semilla.

La desecacion y la rehidratacion de las semillas se asocian con altos niveles de dafio,
generado por especies reactivas de oxigeno, lo que resulta en el deterioro de las proteinas,
el DNA vy las estructuras celulares. En particular, el envejecimiento de la semilla se asocia
con la acumulacién progresiva de dafio al DNA en el embrién, incluido el aumento en la
generacion de sitios abasicos, modificacion de bases, rupturas de una cadena del DNA
(SSB: Single-Strand DNA Breaks) y rupturas de doble cadena de DNA (DSB: Double-Strand
DNA Breaks) (Waterworth et al., 2016; Waterworth et al., 2019).

El dafio al genoma se exacerba por las condiciones ambientales adversas, generalmente
alta temperatura y alta humedad relativa, que causan un mayor dafo oxidativo y
envejecimiento de las semillas. Esto resulta en su pérdida de vigor, que se manifiesta como
una disminucion de la rapidez y la uniformidad de la germinacion, lo que lleva a pérdidas
significativas en el rendimiento de las especies de cultivo, y finalmente culmina en una
pérdida de viabilidad (Waterworth et al., 2016). Por lo tanto, el dafio sobre el DNA debe
repararse en las primeras etapas de la imbibicion antes del inicio de la division celular, lo
cual comienza durante la primera toma de agua de la semilla; se trata de un periodo
prolongado de reparacion pregerminativa. Esto se observa como altos niveles de sintesis
de DNA de novo varias horas antes de la entrada de las células a la fase S (Waterworth et
al., 2019; Waterworth et al., 2016).

10.Respuesta ante dafio al DNA
Las plantas cuentan con multiples mecanismos de reparacion de dafio al DNA, los cuales

son desencadenados dependiendo del tipo de dafio generado. Algunas vias de percepciéon
de dafo al DNA, tales como la via ATM/ATR se encuentra conservada entre mamiferos y
plantas. Ademas, se han reportado la presencia de proteinas homodlogas o analogas
funcionales de diversos mecanismos de reparacion; algunos de estos mecanismos son:
Recombinacion homadloga (RH), uniéon de extremos no homodlogos (NHEJ), Base Excision
Repair (BER), Nucleotide Excision Repair (NER), Mismatch repair (MMR) (Spampinato,
2017).

16



10.1 Via ATM/ATR

En plantas y mamiferos se encuentran conservadas, tanto en estructura como en funcion,
las proteinas ataxia telangiectasia mutada (ATM) y ATM relacionada a Rad3 (ATR). Estas
proteinas son los principales transductores primarios en respuesta ante dafio al DNA (DDR)
por rupturas de doble cadena (DSB) o de cadena sencilla (SSB) respectivamente
(Yoshiyama et al., 2013).

Cuando ocurre una ruptura de doble cadena, el complejo proteico MRE11/RAD50/NBS1
(MRN) recluta a la cinasa ATM al sitio de dafio, ademas existe un recambio de nucleosomas
para colocar a la histona marcadora de dafio yH2AX, la cual actia como sefializacion para
el reclutamiento de otras proteinas involucradas en la DDR. ATM es activada mediante
autofosforilacion, lo cual provoca su dimerizacion (Pedroza-Garcia et al., 2021). En
mamiferos, ATM fosforila en los motivos SQ/TQ de sus diversas proteinas blanco, como
BRCA1, p53 y CHK2. La activacion de p53, por la fosforilacion de ATM, permite la
reparacion por dafio al DNA mediante Recombinacién Homodloga, union de extremos no
homologos, y la via de sintesis de translesion (TLS). Ademas, promueve la activacion de
los puntos de control del ciclo celular, la apoptosis y la senescencia (Yoshiyama et al.,
2013).

Por su parte, ATR es reclutado a los sitios dafiados de cadena sencilla por la accion de los
complejos 9-1-1, ATRIP y RPA. ATR fosforila los mismos motivos que ATM y tiene como
blancos las proteinas BRCA1, p53 y CHK1 en mamiferos. En este punto, las rutas de
reparacion convergen, logrando activar también otros mecanismos de reparacion como
BER y NER (Yoshiyama et al., 2013). En maiz se ha mostrado que ATR es necesario para
mantener la estabilidad del genoma y prevenir la endoreduplicacion temprana, asi como la

muerte celular programada (Pedroza-Garcia et al., 2021).

En plantas, no se han encontrado homoélogos de las proteinas CHK1 y CHK2, pero si los
sustratos de estas cinasas, como BRCA1 y E2F, lo cual sugiere la presencia de proteinas
analogas funcionales. Ademas, el genoma de las plantas no contiene el gen p53, sin
embargo, se ha descrito que el factor transcripcional SOG1 puede funcionar como analogo
funcional de la proteina p53, ya que es capaz de regular la respuesta a dafio al DNA. SOG1
es activado por ATM y puede desencadenar la reparacion del DNA, los puntos de control
del ciclo celular y la endorreduplicacion (Figura 9) (Bourbousse et al., 2018; Yoshiyama et

al., 2013). En mutantes de sog? en A. thaliana, que han sido expuestas a radiacién
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ionizante, los genes de respuesta a dafio al DNA no son transcritos por lo que le es
imposible a la planta contender contra dicho dafo, indicando la importancia de SOG1 en la

reparacion de dafio al DNA (Furukawa et al., 2010).

Dafio al DNA

W m Nucleo

Complejo Ruptura de
MRN doble cadena

\ Reparacién de dafio al DNA
O “
Y"\'" Muerte celular programada

O
%Q' SOG1 / Regulacién del ciclo celular,
Regulacién de la

Figura 9. Via de sefalizacion ATM en plantas.
Modificada de Mahapatra y Roy, 2020.

10.2 Recombinacion Homdloga

Uno de los mecanismos para reparar rupturas de doble cadena es la recombinacion
homologa, y las proteinas que participan estan conservadas en plantas y animales. En esta
via, se requiere la disponibilidad de un templado homdlogo y se realiza en 4 pasos

generales:

1. Separacion de la doble cadena de DNA y formacién del filamento
nucleoproteico. Para la separacion de la doble cadena se requiere de la accién del
complejo BLM/DNA2 que tiene actividad de helicasa y nucleasa. Para el
procesamiento inicial se requiere del posicionamiento del complejo MRN en el sitio

de dafo. Los extremos 3’ son rapidamente recubiertos por la proteina de union a
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cadena sencilla RPA, esta proteina es remplazada por RAD51 formando un
filamento nucleoproteico. Para que este ultimo paso ocurra se requiere la acciéon de
otras proteinas como BRCA2 y RADS54. Se han descrito otros miembros de la familia
de RAD51 como XRCC2, XRCC3, RAD51C, y RAD51D, sin embargo, no se ha
establecido con claridad su funciéon, aunque posiblemente favorezcan la
estabilizacién del filamento (Jing et al., 2019; Spampinato, 2017).

2. Busqueda de la homologia e invasiéon de la cadena. RAD51, con su actividad
ATPasa, comienza a buscar la secuencia homodloga y posteriormente invade la
doble cadena intacta, formando una estructura conocida como /oop de
desplazamiento (loop-D) estabilizada por RAD54 (Spampinato, 2017).

3. Extension del heteroduplex. La cadena que invade el loop-D se extiende por la
accion de la maquinaria de replicacion con DNApol & (Spampinato 2017).

4. Procesamiento del loop-D. Una vez que se ha sintetizado el DNA quedan las
cadenas entrecruzadas (estructura de Holliday), las cuales son procesadas por
proteinas resolvasas como GEN1, MUS81-EME1, SLX1-SLX4 (Figura 10)
(Spampinato, 2017; Punatar et al., 2017).

10.3 Unioén de extremos no homologos

Esta via de reparacion de rupturas de doble cadena, mediante su via clasica, es propensa

a errores pues no emplea un templado homologo. Consta de 3 pasos generales:

1. Reconocimiento del DNA dafado. Las proteinas Ku70 y Ku80 reconocen el sitio
dafnado y se unen. Al complejo Ku-DNA se asocia la cinasa DNA-PK, formando una
estructura muy estable que evita la exposicion de los extremos.

2. Procesamiento. Dependiendo del grado de dafio se reclutan diversas proteinas,
usualmente, a través de la interaccion con las proteinas Ku, por ejemplo, PNKP, que
genera extremos 5-fosfato y 3’-OH necesarios para la ligaciéon. Por otro lado, se
requiere la accion de la endonucleasa Artemis para eliminar nucleétidos dafados.

3. Ligacion. La DNA ligasa IV es la encargada de cerrar la DSB, y funciona en conjunto
con otras proteinas accesorias como XRCC4, XLF y PAXX (Figura10) (Spampinato,
2017).

Existe una via alternativa de NHEJ, la cual se lleva a cabo en ausencia de factores

clave de la via canonica y puede implicar el alineamiento de secuencias
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microhomologas; por lo tanto, esta via también se conoce como unién de extremos
mediada por microhomologia (MMEJ). Se ha visto que esta via se activa cuando

ocurre dafo al DNA durante la replicacion (Spampinato, 2017).

Ruptura de doble cadena

Union de extremos

, Recombinacion
no homologos . ,
Reconocimiento homologa
de extremos
Ku Ku

DNA- | DNA- .
PKcs PKcs Reseccion l
RPA RPA

Procesamiento l Rad51 l

:@37@@: —XP>  oy—

Invasion de cadena

Ligacion l
D-loop /' Rags

Cromatida hermana

!

Figura 10. Comparacion de la via de Recombinacién Homadloga y el pegado de extremos
no homaologos en la resolucién de una ruptura de doble cadena.
Modificada de Brandsma y van Gent, 2012.

11.Dafo al DNA vy ciclo celular
Los mecanismos de percepcion de dafo al DNA estan acoplados con la maquinaria del

ciclo celular, con lo cual se limitan los efectos potencialmente mutagénicos sobre la
replicacion del DNA, o la segregacion de cromatidas en presencia de dafio al DNA (Sancar

et al., 2004). Para minimizar las consecuencias celulares del estrés genotoxico, la respuesta
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ante dafo al DNA (DDR) constituye una red coordinada de respuestas que incluye la
activacion de los puntos de control del ciclo celular, los factores de reparacion del DNA, la

muerte celular programada (PCD) y la endorreduplicacion (Waterworth et al., 2019).

En las plantas, la respuesta al dafio a DNA a través de la transcripcion abarca cientos de
genes que codifican proteinas involucradas en la reparacion del DNA, la remodelacién de
la cromatina y el metabolismo del DNA (Bourbousse et al., 2018; Culligan et al., 2006). En
las primeras etapas de la imbibicién de semillas, se reparan las rupturas de doble cadena
que pudieron causarse durante la desecacion, mediante recombinacion homadloga. Las
semillas recién embebidas generan respuesta al dafio dependiente del factor transcripcional
SOG1, indicativo de altos niveles de estrés genotoxico (Bourbousse et al.,, 2018;
Waterworth et al., 2016). Algunos genes blancos de SOG1 estan relacionados al ciclo
celular como los inhibidores de CDKs smr5 y smr7, donde las proteinas provenientes de
estos genes se encuentran presenten en las primeras etapas de imbibicidon para evitar la
progresion del ciclo celular cuando hay dano al DNA (Waterworth et al. 2016; Bourbousse
et al., 2018), ademas, en mamiferos se ha mostrado la unidn directa entre ATM y PCNA lo

cual regula la sintesis de DNA deteniendo o evitando la replicacién (Gamper et al., 2012).

Los puntos de control del dafio al DNA son importantes para determinar el vigor y la
viabilidad, tanto de las semillas como de las plantulas, destacando la importancia de la
sefalizacion del dafio al DNA en la germinacion, para promover el crecimiento de las
plantulas (Waterworth et al., 2019).

12. Antigeno Nuclear de Proliferacién Celular

El Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA) es una proteina altamente conservada
entre especies eucariontes. Esta proteina es parte de la familia de pinzas deslizantes, que
se encuentra presente en levaduras, plantas y animales (Stoimenov y Helleday 2009). En
organismos procariontes existe una proteina homodloga funcional conocida como
subunidad-f, la cual no tiene una secuencia proteica conservada con respecto a la de
PCNA (Figura 11), sin embargo, su estructura tridimensional es similar (Krishna et al.,
1994).
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QOryza sativa PCNA P17070
Triticum turgidum PCHNA ADA446MIBE
Zea mays PCNA Q43266
Sorghum bicolor PCNA C5XV51
Phaseolus vulgaris PCNA A1XCU7
Pisum sativum PCNA 082134
Brassica napus PCNA Q43124
Arabidopsis thaliana PCNA1 QSM7TQ7
Arabidopsis thaliana PCNA2 Q92W35

Drosophila melanogaster PCNA P17917
i Mus musculus PCNA P17918
Homo sapiens PCNA P12004
Schizosaccharomyces pombe PCNA P15873
_|— Saccharomyces cerevisiae PCNA Q03392

Escherichia coli Beta sliding clamp POAS88
T Streptococcus pneumoniae Beta sliding clamp P59651

Staphylococcus aureus Beta sliding clamp P99103

020

Figura 11. Arbol filogenético de la secuencia proteica de PCNA y la subunidad beta
de distintas especies. Secuencias tomadas de www.uniprot.org y construccion mediante
BLAST que calcula una alineacién por pares entre una secuencia query (ZmPCNA) y el resto
de secuencias dadas y comparadas en la base de datos de NCBI.

La proteina PCNA de humano fue cristalizada en 1994 (Krishna et al., 1994) y se determiné
que es un homotrimero cuya estructura tiene forma de anillo, donde el amino terminal de
cada monomero se une al carboxilo terminal del siguiente mediante una regiéon denominada
connecting loop. La regién del connecting loop permite mantener la orientacion adecuada
del anillo para su funcion, ya que las caras frontal y posterior no son equivalentes (Figura
12).

El diametro externo de PCNA mide 80 A, mientras que el interno mide 30 A y esta
enriquecido en aminoacidos cargados positivamente, lo cual le confiere la capacidad de
interactuar con los fosfatos presentes en el DNA (Krishna et al., 1994).

En plantas, la secuencia y estructura de PCNA se conserva. El genoma de maiz tiene dos
genes de PCNA, pcnaty pcna2, cuyos patrones de expresion son similares y sus mRNAs
producen monémeros de 263 aminoacidos (29.1kDa) cuya identidad es de 98% con cuatro
cambios de aminoacidos equivalentes (Lopez I. etal., 1997). De forma similar, en A. thaliana
existen dos proteinas PCNA, PCNA1 con una masa de 29.1 kDa y PCNA2 con 29.2 kDa.
Existe un 96.96% de identidad entre las proteinas, ademas, existe evidencia de la formacion

de homotrimeros y heterotrimeros (Strzalka et al., 2012).
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La funcion méas estudiada de PCNA, en
diferentes organismos eucariontes como
levaduras, animales y plantas, es funcionar
como factor de procesividad para la DNA
polimerasa &, aunque también es capaz de
asociarse a otras DNA polimerasas como € y
las reparativas B, A, n, K y 1 (Vivona y Kelman,
2003; Strzalka y Ziemienowicz, 2010).

Ademas de la replicacién, PCNA se encuentra

Figura 12. Estructura homotrimérica de involucrado en la regulaciéon de otros procesos
PCNA. Tomado de Hishiki et al., 2009. celulares como la reparacion del dafio al DNA,
la cohesion de las cromatidas hermanas, la

remodelacién de la cromatina y el control del ciclo celular (Stoimenov y Helleday, 2009; Li

etal., 2018).

Se ha sugerido la participaciéon de PCNA en la regulacién del ciclo celular, al unirse a
complejos Cyc/CDK que son activos. No se conoce con claridad cual es la funcién de esta
interaccion, sin embargo, se ha especulado de su posible implicacion en el reconocimiento
de sustratos o en la agregacion de complejos proteicos (Sanchez et al., 2002; Vazquez-

Ramos y Sanchez, 2003).

PCNA funciona como plataforma molecular, al ser capaz de reclutar a distintas proteinas,
facilitando que éstas interaccionen entre si. Las proteinas que se unen a PCNA contienen
el motivo conservado QXXZXXAA (PIP; PCNA interacting protein), donde X representa un
aminoacido indistinto, Z un aminoacido alifatico, ya sea leucina, isoleucina o metionina (L, |
o M) y A un aminoacido aromatico (F o Y) (Warbrick, 1998). Existen variaciones de este
motivo, por ejemplo, el motivo PIP like en el cual se puede excluir algin aminoacido
aromatico o la glutamina inicial. Ademas, existe otro motivo llamado APIM (AlkB homologue
2 PCNA interacting motif) el cual consta de los aminoacidos (K/R)-(F/Y/W)-(L/I/V/A)-
(LN/VIA)-(K/R), y se ha mostrado que las proteinas de humano ZRANB3, Topo Il y RAD51B

pueden unirse a PCNA por este motivo (Hara et al., 2018).

PCNA participa en diversos mecanismos de reparacion, por ejemplo, se ha mostrado la
asociacion con DNA glicosilasas y AP endonucleasas, favoreciendo su actividad en la via
de reparaciéon por escision de bases (BER). Por otro lado, resulta indispensable la
asociacion de PCNA con Mutla, con la cual, la maquinaria de MMR reconoce el fragmento
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del DNA que debe ser cortado, mientras que para la via NER se requiere de la funcion

procesiva de PCNA (Spampinato, 2017).

En mamiferos, se ha mostrado que como parte de la respuesta de dafo al DNA via
ATM/ATR, se fosforila al factor transcripcional p53 quien a su vez regula el gen de pcna
activando su expresion (Shan et al., 2003). A pesar de que en plantas no se encuentra
presente p53, SOG1 ha mostrado tener genes blancos similares a p53 (Yoshiyama et al.,

2013). Ademas, SOG1 contiene un motivo de unién a PCNA candnico (PIP).

La funcién mejor estudiada de PCNA en dafio al DNA es durante el proceso conocido como
“tolerancia al dano”, el cual ocurre cuando existe algun tipo de dafo sobre el DNA que no
se repard por la DDR. Este proceso ayuda a que las lesiones sean reparadas en el
momento, o bien puedan ser omitidas por las polimerasas y sean reparadas posteriormente

evitando el estancamiento y colapso de las horquillas de replicacion (Leung et al., 2018).

La tolerancia al dafio se puede subdividir en 2 mecanismos: la sintesis de translesion (TLS)

donde una polimerasa de baja fidelidad como Pol n, Pol 1 o Pol k, colocan un nucleétido al
azar al leer una lesion voluminosa sobre el DNA, por lo que este mecanismo es altamente

propenso a errores (error-prone). Por otro lado, existe el cambio de templado (TS) en el

cual se emplea el material no dafiado del duplex homélogo, similar a la recombinacion
homdéloga, generando un mecanismo sin errores (error-free). Estos dos mecanismos estan
directamente regulados por PCNA; dependiendo del tipo de modificaciéon postraduccional
que adquiera la proteina, se favorecera una via sobre la otra para tolerar el dafio. Si PCNA
se encuentra monoubiquitinado en la K164 se favorecera la via de TLS, por el contrario, si

se poliubiquitina en la misma lisina se desencadena el método TS (Leung et al., 2018).

PCNA también se encuentra implicado en la recombinaciéon homaéloga, y su papel en este
mecanismo también esta influenciado por el tipo de modificacién postraduccional presente
en la proteina, por ejemplo, en levadura, cuando PCNA se encuentra en una horquilla de
replicacion durante la fase S, usualmente se encuentra sumoilada en la lisina164 (K164) lo
que promueve que se reclute a la helicasa Srs2 cuya funcién es evitar la recombinacién
homoéloga no deseada (Pfander et al., 2005; Li et al., 2018). Por otro lado, se ha descrito
que la proteina Eco1 de levadura acetila a PCNA en la lisina 20 (K20), lo que estimula la
recombinacion homoéloga; esta modificacion es inducida por dafio a DNA, por lo que ayuda
a proteger la integridad del genoma, ademas, la acetilacion en K20 es mutuamente

excluyente a la sumoilacion en K164 (Billon et al., 2017). En plantas, se ha mostrado que
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la poliubiquinitacion en K164 también promueve recombinacion homéloga (Sakamoto et al.,
2018).

Antecedentes directos.

La germinacion, desde el punto de vista bioquimico, se encuentra estrechamente
relacionada con el ciclo celular y su regulacion (Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003). Los
puntos de control de dafio al DNA son importantes para determinar el vigor y la viabilidad
de las semillas, destacando la importancia de la sefalizacion del dano al DNA en la
germinacion para repararlo y promover el crecimiento de las plantulas (Waterworth et al.,
2019).

Durante las ultimas dos décadas del siglo XX, quedd bien establecido que durante las
etapas tempranas de la germinacion ocurre la reparacion de las macromoléculas dafadas,
en especial del DNA, mostrando sintesis de novo que ocurre mucho antes de comenzar la
replicacion del DNA (Elder y Osborne 1993; Zlatanova et al., 1987; Bewley et al., 2012).

En las primeras etapas de la imbibicidon se reparan las rupturas de doble cadena y otros
tipos de dafio al DNA, causados por estrés oxidativo, el cual puede generarse durante la
desecacién. Se emplean diversos mecanismos de reparacion, entre ellos la recombinacién
homodloga. Las semillas recién embebidas, generan respuesta al dafio dependiente del
factor transcripcional SOGH1, indicativo de altos niveles de estrés genotdxico (Waterworth et
al., 2016; Bourbousse et al., 2018).

Agentes genotoxicos tales como moléculas quimicas o radiacion ionizante pueden causar
dafno quimico y estructural sobre el DNA. En algunos casos, se afecta severamente la
integridad del genoma de las plantas, lo cual afecta los procesos de replicaciéon y
transcripcion, desencadenando la muerte celular (Balestrazzi et al., 2011). Diversos
agentes genotoxicos, se han empleado en modelos de induccidon de dafio a DNA en plantas,
para el estudio de los diferentes procesos celulares involucrados en la respuesta (Hirakawa
et al.,, 2017; Da Ines et al., 2013; Endo et al.,, 2012), sin embargo, pocos han sido

desarrollados en un contexto de germinacion.

Se ha reportado que, durante la respuesta ante dafio al DNA, uno de los primeros procesos
en detenerse es el ciclo celular, ya que, de no ser asi, se podrian generar células aberrantes

con material genético dafado. Ademas, se ha mostrado que el factor transcripcional SOG1
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es capaz de inhibir la expresion de los genes que producen ciclinas y CDKs tipicas de ciclo
celular, y favorecer la expresion de proteinas inhibidoras de CDKs como Siamese-Related
5 y 7, impidiendo la progresion del ciclo celular (Yi et al.,, 2014; Weimer et al., 2016;
Waterworth et al., 2016; Nisa et al., 2019). Recientemente se ha demostrado que la via de
recombinacion homologa se encuentra activa durante la fase G1 del ciclo celular, aun en
ausencia de las cromatidas hermanas empleando ncRNAs que permiten reclutar la
magquinaria de reparacion (Yilmaz et al., 2021).

Aun cuando SOG1 no regula la expresion de cdkb1, si lo hace sobre los genes de cycb1,
favoreciendo su expresién. Ademas, plantas mutantes para cada cycb? de A. thaliana
muestran que no son totalmente redundantes y que todas contribuyen en la respuesta al
dafno al DNA (Chen et al., 2019; Weimer et al., 2016). También, en raices dafiadas por
radiaciéon se observa la acumulacién progresiva de CycB1-GFP, con un pico maximo 5 h

después de la irradiacién (Ricaud et al., 2007).

Se ha sugerido que los complejos CycB1/CDKB1 en A. thaliana estan implicados en la
reparacion de rupturas de doble cadena mediante recombinacion homologa, al fosforilar a
la proteina RAD51 quien es esencial para la formacion del filamento nucleoproteico. Estos
complejos son especificos, pues la asociacion de CycB1 con CDKB2 no tiene efecto sobre
plantas con dafio a DNA, indicando que estos complejos funcionan como complejos tipicos
de ciclo celular (Weimer et al., 2016; Schnittger y De Veylder, 2018). Ademas, se ha
mostrado que la formacién de foci reparativos de RBR son dependientes de la actividad de
complejos CycB1/CDKB1 y de ATM/ATR (Biedermann et al., 2017; Horvath et al., 2017,
Nisa et al., 2019). Por otro lado, en Oryza sativa se ha mostrado mediante un ensayo de
induccion de dafio al DNA por rayos X, que la proteina CDKB2 se induce tras el tratamiento
(Endo et al., 2012).

En respuesta a dano al DNA se ha descartado la funcién de CDKA, ya que plantas con
pérdida de funcion de esta proteina, en condiciones de dafio al DNA, se comportan similar
a las plantas wild type (WT), indicando que CDKA no participan en la via de sefalizacién

para reparar el dafio (Weimer et al., 2016).

En arroz y A. thaliana se ha observado la induccién de rad51 (Endo et al., 2012; Sidler et
al., 2015), asi como la localizacién de la proteina dentro del nucleo tras la generacion de
dafo al DNA por rayos X y zeocina, un intercalante de DNA que genera rupturas de doble

cadena (Hirakawa et al., 2017; Da Ines et al.,, 2013). Por lo que resulta una proteina
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marcadora de la reparacion del dafo de doble cadena via recombinacion homdloga. En
maiz se ha reportado que existen dos genes de Rad51, inicialmente llamados rad571a y
rad51b que tienen una identidad del 90% (Li et al.,, 2007). Posteriormente fueron
renombrados como Rad51A1 y Rad51A2 por su homologia con genes de otras especies
como trigo y arroz (Sidhu et al., 2017). Recientemente se ha mostrado que RAD51A1 podria
interaccionar con proteinas involucradas en la respuesta por estrés bidtico y abidtico
(Milsted et al., 2022).

Por otro lado, el Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA) esta involucrado en
multiples mecanismos de reparacion del dano al DNA (ver introduccion), sin embargo,
resulta de gran interés su participacion en la via de recombinacién homdloga. La
modificacién postraduccional presente influye en la funcién de la proteina: cuando PCNA
se encuentra en una horquilla de replicacion en la fase S, usualmente se encuentra
sumoilada en K164 con lo cual se recluta a la helicasa Srs2 cuya funcion es evitar la
recombinacion homologa no deseada (Pfander et al., 2005; Li et al., 2018). Por otro lado,
se ha descrito que la proteina Eco1 acetila a PCNA en K20, lo que estimula la
recombinacion homoéloga; estas modificaciones son inducidas por dafio al DNA, por lo que
ayudan a proteger la integridad del genoma, ademas la acetilacion en K20 y la
poliubiquitinacién en K164 resultan mutuamente excluyentes a K164 sumoilada (Billon et
al., 2017).

En mamiferos, se ha mostrado que tras la induccion de dafo al DNA mediante radiacion vy,
la cantidad total de PCNA no cambia, sin embargo, existe una mayor cantidad de esta
proteina unida a cromatina de forma dosis dependiente al nivel de la radiacion recibida.
Ademas, PCNA co-localiza en el DNA en foci donde se ha incorporado BrdU, es decir,
donde se ha encontrado sintesis de novo de DNA después de la induccion de dafio,
indicativo de la reparacion del dafio al DNA (Balajee y Geard, 2001), lo anterior sugiere la

participacion de PCNA en la reparacion de rupturas de doble cadena.

En plantas se han estudiado los sistemas de ubiquitinacion y sumoilacién de PCNA, tanto
los residuos donde ocurren las modificaciones, como la funcién de estas, y se ha mostrado
su conservacion en relaciéon a mamiferos, por ejemplo, la poliubiquitinacion en K164
desencadena la sefalizacion para la reparacion de dafo via recombinacion homéloga
(Strzalka et al., 2013; Strzalka et al., 2012).
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En plantas de A. thaliana, donde se indujo dafo al DNA por ruptura de doble cadena debido
a la presencia de bleomicina, se mostro que el nivel de transcripcion de PCNA no parece
aumentar de forma significativa, sin embargo esto no es indicativo, necesariamente, de que
no se encuentre participando en la reparacion, ya que en el mismo estudio se mostré que
los niveles de los mensajeros de las cinasas ATM y ATR tampoco son afectados, aun
cuando esta ampliamente demostrada la funcién de estas en la reparacién del dafio al DNA
(Biedermann et al., 2017).

Por ultimo, PCNA se postula como una plataforma molecular que permite interacciones
entre proteinas, mediadas por el motivo de interaccion PIP. En maiz se ha estudiado la
interaccion entre PCNA y proteinas reguladoras de ciclo celular a lo largo de la germinacion,
por ejemplo, CycD2;1, CycD3;1, CycD4;2, CycD5;3, CycD6;1, CDKA y CDKB1;1 (Garza-
Aguilar et al., 2019; Becerril et al., 2012; Sanchez et al., 2002; Gutiérrez et al., 2005; Lara-
Nufez, et al., 2008).

En mamiferos, se ha observado la interaccién entre p53 y PCNA, por otra parte, en plantas,
no se ha mostrado la interaccion de PCNA con SOG1, sin embargo, SOG1 y RAD51
contienen motivos PIP, lo que permitiria su interaccion con PCNA.

Justificacion

La integridad del DNA es fundamental para el desarrollo de todos los organismos. Para las
plantas, es de suma importancia mantener el programa morfogenético que les permitira
generar una nueva planta a partir de una semilla, dentro de este programa se encuentran
los mecanismos necesarios para conservar la viabilidad, al mantener la integridad de su
material genético. Por ello, resulta de interés el estudio de marcadores moleculares que
permitan dilucidar los mecanismos de reparacion de macromoléculas, especialmente del
DNA.

En los ultimos afios se ha mostrado evidencia de que algunas proteinas relacionadas con
ciclo celular, tales como CycB1, CDKB1 y PCNA también participan en la reparacién del
dafio al DNA; sin embargo se desconoce si estas tres proteinas actuan regulando la misma
via, por lo que sera importante mostrar las posibles asociaciones CycB1-PCNA, CDKB1-
PCNA y RAD51-PCNA, con la finalidad de mostrar la posible participacion de estas
proteinas en la reparacion de rupturas de doble cadena de DNA, empleando un modelo de

induccion de dafio al DNA en la germinacién de maiz.
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Hipdtesis

Las proteinas relacionadas a ciclo celular CycB1;2 y PCNA interaccionan de forma
independiente con la proteina reparativa RAD51A2, ademas existe actividad de cinasa
especifica sobre RAD51A2, mostrando su posible participacion durante la respuesta ante
dafo al DNA.

Objetivo general

Determinar la interacciéon entre RAD51A2 con CycB1;2 o con PCNA, asi como la actividad
de cinasa asociada a CDKB1;1 y CycB1;2 sobre RAD51A2.

Objetivos particulares

1. Generar un modelo in silico de la interaccion RAD51A2-PCNA.
Clonar los genes Rad51A2y cycb1,2 de maiz en vectores de expresion bacterianos.
Sobre expresar y purificar las proteinas recombinantes His-PCNA, MBP-CycB1;2,
PEX-RAD51A2 y MBP-RAD51A2.

4. Determinar las asociaciones PCNA-RAD51A2, CycB1;2-RAD51A2 y PCNA-
CycB1;2.
Evaluar la actividad de cinasa asociada a CycB1;2 y CDKB1;1 sobre RAD51A2.
Generar y estandarizar un modelo de induccién de dafio al DNA en ejes

embrionarios de maiz.
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Metodologia

Las secuencias proteicas en formato FASTA se obtuvieron de
http://plants.ensembl.org/Zea_mays/Info/Index, asi como de https://www.ncbi.nim.nih.gov/.
Posteriormente, empleando la herramienta fuzzpro (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
binfemboss/fuzzpro) asignando los motivos: Q-x-x-[LIM]-x-x-[FY], Q-x-x-[LIM]-x-x-[FY]-[FY],
Q-x-x-[LIM] o [FY]-x-x-[MLI]-x-x-Q se recabaron las posiciones en la secuencia primaria de

cada una de las proteinas, donde se encuentran estos motivos.

Modelado por homologia

A partir de las secuencias proteicas primarias obtenidas, se realizé6 un modelo de estructura
tridimensional empleando el servidor SWISS-MODEL de Expasy tools, el cual compara la
secuencia proporcionada, con la base de datos de estructuras cristalizadas (PDB),
buscando similitudes. Para RAD51 y CDKB1;1 se generaron los modelos basados en la
estructura de humanos y para PCNA en las estructuras cristalizadas de Arabidopsis
thaliana. En el caso de CycB1;1 y CycB1;2, que no mantiene alta conservacion, el modelo
se realizé con base en la estructura de CycA2 de humanos, logrando predecir Unicamente

el carboxilo terminal.

También empleando las estructuras primarias se realizé el modelado por homologia
mediante MODELLER. Para cada modelo obtenido se generé su diagrama de

Ramachandran y se analizé mediante QMEAN.

Modelado por plegado

A partir de las secuencias proteicas primarias obtenidas, se realizé un modelo de estructura
tridimensional empleando el servidor I-TASSER, el cual fragmenta la secuencia y compara
la formacion de estructuras secundarias con estructuras cristalizadas, posteriormente se
reensambla de acuerdo a la estructura primaria y se minimiza la energia. Cada modelo se

analizé mediante RMSD.

Los codigos PDB empleados para cada modelo por homologia y plegado se muestra en la
Tabla 1.
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Tabla 1. PDB moldes para modelado de estructura terciaria.

Proteina a modelar Proteina molde PDB Servidor
PCNA AtPCNA 6009 Swiss-Model
PCNA AtPCNA 6009 Modeller
RAD51B HsRAD51 5NWL Swiss-Model
Homodlogo1
RAD51B HsRAD51 5NWL Modeller
Homodlogo1
RAD51B HsRAD51 5JZC I-TASSER
Homodlogo1
CDKB1;1 HsCDK2 6GUE Swiss-Model
CDKB1;1 HsCDK2 6Q4G Modeller
CDKB1;1 HsCDK12 4CJY I-TASSER
CycB1;1 HsCycA2 4CFU Swiss-Model
CycB1;1 HsCycA2 7B5L Modeller
CycB1;1 HsCycA 3DDQ I-TASSER
CycB1;2 HsCycA 4BCO Swiss-Model
CycB1;2 HsCycB 2JGZ I-TASSER

Dinamica molecular

Cada sistema fue sometido a simulacion por dinamica molecular (DM) por 200 ns utilizando
el campo de fuerza AMBER14SB, implementado en el software GROMACS 2019.6. Cada
sistema se solvaté con moléculas de agua TIP3P en una caja cubica cuyas caras se
encuentran a 1.0 nm de distancia de la proteina. Se afiadieron aleatoriamente iones de
sodio y cloruro para neutralizar el sistema y alcanzar una concentracion de 0.15 M. Se
minimizo la energia y se equilibré durante 1.0 ns en condiciones isotérmico-isocérico (NVT)
e isotermo-isobaricos (NPT) antes de las producciones de DM. La temperatura se fijé a 300

K, mientras que la presién se mantuvo a 1.0 bar.

Semillas de maiz Chalqueio fueron desinfectadas con NaCIO al 0.2% en agitacion
constante por 5 min, posteriormente se realizaron 5 lavados con agua desionizada estéril,
se colocaron sobre papel filtro estéril para remover el exceso de agua. Se colocaron en
cajas de agar 0.7 % y se incubaron por 36 h a 25 °C en oscuridad. Al menos 15 semillas
protruidas se transfirieron a cajas de agar 0.7 % + zeocina 40 uM y se incubaron por 0, 6 o
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24 h. Finalmente, se recolectaron raices (1 cm) y se congelaron a -80 °C hasta su

procesamiento.

Por cada tratamiento se emplearon 15 ejes embrionarios o 15 raices. Las muestras se
congelaron en nitrogeno liquido y fueron pulverizadas finamente. Se pesaron 100 mg de
cada muestra y se mantuvieron congeladas hasta comenzar el proceso de extraccion. Se
siguieron las indicaciones sugeridas por el proveedor de Spectrum Plant Total RNA Kit. Se
cuantificé el RNA obtenido espectrofotométricamente (Bio-Drop) y se realizo la reaccién de
DNasa (Promega) siguiendo el manual de usuario. Se monitore¢ la integridad del RNA en
un gel de agarosa 2 % con TAE-DEPC.

Partiendo de 1 ug de RNA, se agregaron 2 uL de una mezcla de oligo dT (500 pg/mL) y se
incubd por 5 min a 65 °C, concluida la incubacién se realizo la retrotranscripcion con la
transcriptasa reversa M-MuLV (NEB, N° cat. M0253L) y se siguieron las instrucciones del
fabricante. La reaccion se realizé a 42 °C por 1 h y, por ultimo, la enzima se inactivo

incubando la mezcla de reaccion a 65 °C por 20 min.

Rad51A2

Se disenaron primers especificos para la amplificacion del cdsDNA de Rad51A2
(Zm00001d041757), agregando los sitios de restriccion para el reconocimiento de las
enzimas Ncol y Notl en los primers forward y reverse respectivamente. Se tomé en cuenta
el numero de nucleétidos requeridos por cada enzima para el reconocimiento 6ptimo. Se
eligieron dichas enzimas con la finalidad de realizar clonacion sitio-dirigida dentro del vector
de expresion pPAL7. Los oligos fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacién de DNA del IBT de la UNAM.

Partiendo de cDNA obtenido de los tratamientos en raiz, se optimizaron las condiciones de
amplificacion y se escalé la reaccion a 50 uL empleando la DNA polimerasa de alta fidelidad,
| Proof (Bio-Rad N° cat 1725300) a 59 °C como temperatura de alineamiento y 35 ciclos. El
producto de PCR se purificd por gel empleando GeneJET gel extraction Kit. Se cuantifico y
se realizé una doble restriccion con Ncol y Notl en 600 ng de inserto y se purific6 mediante
Expin PCR Sv protocol (N° cat. 103-102).
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A partir de 50 ng de vector pPAL7, previamente digerido con Ncol y Notl, y usando una
relacion 2:1, se realiz6 la ligacion, Ligasa T4 (Promega), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
Subclonacién de Rad51A2

Se realizé una reaccion de PCR (50 uL) usando como templado 8 ng de la construccion
PPAL7-Rad51A2 y los primers de clonacién con sitios de restriccion para Ncol y Notl. El
producto de PCR se purific6 mediante Expin PCR Sv protocol, se cuantificd y se realizé una
doble restriccion con Ncol y Notl en 600 ng de inserto y se purificd nuevamente mediante

Expin PCR Sv protocol.

A partir de 50 ng de vector pMAL-c5X, previamente digerido con Ncol y Notl, y usando una
relacion 2:1, se realizé la ligacion con Ligasa T4 (Promega), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
CycB1,;2

Se disefaron primers especificos para la amplificacion del cdsDNA de cycb1;2
(GRMZM2G034647_P01), agregando los sitios de restriccion para el reconocimiento de las
enzimas Ncol y EcoRI en los primers forward y reverse respectivamente. Se tomo en cuenta
el numero de nucledétidos requeridos por cada enzima para el reconocimiento 6ptimo. Se
eligieron dichas enzimas con la finalidad de realizar clonacion sitio-dirigida dentro del vector

de expresiéon pMAL-c5x.

Partiendo de cDNA obtenido de ejes embrionarios de maiz embebidos por 24 h, se
optimizaron las condiciones de amplificacion mediante Touch-Down (Tabla 2) y se escald
la reaccion a 50 yL empleando DNA polimerasa de alta fidelidad, Phusion Plus DNA
Polymerase (Thermoscientific N° cat F630S). El producto de PCR se purificé por gel
empleando GeneJET gel extraction Kit. Se cuantifico y se realizé una doble restriccion con
Ncol y EcoRI-HF en 600 ng de inserto y se purific6 mediante Expin PCR Sv protocol (N°
cat. 103-102).

A partir de 50 ng de vector pMAL-c5x, previamente digerido con Ncol y EcoRI-HF, y usando
una relacion 3:1, se realizo la ligacion con Ligasa T4 (Promega), siguiendo las instrucciones

del fabricante.
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Tabla 2. Condiciones de amplificacion por Touch Down

Step Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 99 180
Desnaturalizacién 99 10
Alineamiento1* 70-55 45 1
Extension 72 60
Desnaturalizaciéon 99 10
Alineamiento2 60 45 25
Extension 72 60
Extension final 72 300 1

*Durante cada ciclo la temperatura disminuye 1 °C, de tal forma que el primer ciclo tiene

como temperatura de alineamiento 70 °C y el tltimo 55 °C.

Todas las construcciones fueron verificadas mediante secuenciacién en la Unidad de
Sintesis y Secuenciacion de DNA del IBT, UNAM.

Para realizar la expresion de las proteinas de interés, se transformaron células de E. coli
BL21-RILP para His-PCNA, Rosetta2 para PEX-RAD51A2 y MBP-CycB1;2 y Tuner para

MBP-RAD51A2 empleando ampicilina (100 ug/mL) como marcador de seleccion.

Una colonia de cada cultivo se inoculé en 3 mL de medio LB+Amp independientemente y
se incubaron a 37 °C ON. Posteriormente, se tomaron 2 mL del precultivo y se afiadieron a
200 mL de LB+Amp. Se incubaron a 37 °C en agitacion hasta que se obtuvo una densidad
optica entre 0.6 y 0.8, a continuacion, se agrego la cantidad necesaria de IPTG para una
concentracion final de 0.5 mM para las cepas Rosetta y BL21-RILP, mientras que para la
cepa Tuner se empled una concentracion final de IPTG de 0.05 mM. Las bacterias se
mantuvieron a 37 °C por 3 h. Una vez transcurrido el tiempo necesario se centrifugaron a
4000 rpm por 10 min, se retird el medio de cultivo y el botdn celular se almacend a -80 °C

hasta su procesamiento.

Las bacterias provenientes de la induccién se resuspendieron en 3 mL de buffer de lisis
(Tabla 3) y se agregaron 10 unidades de lisozima (SIGMA-ALDRICH®, cat: L6876) por 20
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min a temperatura ambiente. Las muestras se sonicaron (SONICS Vibra Cell®, VC 505) a
una amplitud del 20 %, con 3 pulsos de 20 s ON/ 20 s OFF. Posteriormente, se agrego
inhibidores de proteasas PMSF 1 mM y benzamidina 1 mM. El lisado se centrifugé a 12000
rpm por 30 min a 4 °C y el sobrenadante se filtr6 por una membrana de 0.45 um. Elfilirado
se coloco en contacto con la resina en una columna previamente empacada y equilibrada.
Se incubd por 30 min a 4 °C en agitacién. Para la purificacion de PCNA se empled Co-NTA
Agarosa, para MBP-RAD51A2 y MBP-CycB1;2 se empled Amintra agarosa. Se realizaron
10 lavados de 5 mL cada uno con buffer de lavado. Finalmente se realizaron 4 eluciones
con 500 pL.

Las bacterias provenientes de la induccién se resuspendieron en 3 mL de buffer de lisis
(Tabla 3) y se agregaron 10 unidades de lisozima (SIGMA-ALDRICH®, cat: L6876) por 20
min a temperatura ambiente. Las muestras se sonicaron (SONICS Vibra Cell®, VC 505) a
una amplitud del 20 %, con 3 pulsos de 20 s ON/ 20 s OFF. Posteriormente, se agregé 1 %
de sarkosyl mas inhibidores de proteasas y se incub6 en agitacion a 4 °C por 30 min. Tras
la incubacién se agrego triton al 2 % y se mantuvo en agitacion por 30 min. Después el
lisado se centrifugd a 12000 rpm por 30 min a 4 °C y el sobrenadante se diluyé de tal forma
que la concentracion final de triton fuera 1 %, se filtré6 por una membrana de 0.45 pm vy el
fitrado se colocd en contacto con la resina en una columna (Profinity eXact resin)
previamente empacada y equilibrada. Se incubd por 30 min a 4 °C en agitacion. Se
realizaron 10 lavados de 5 mL cada uno con buffer de lavado. Finalmente se realizaron 3

eluciones con 500 pL incubando cada una por 10 min a temperatura ambiente.

Tabla 3. Soluciones empleadas durante la purificaciéon

Buffer de Lisis NTA-Co Buffer de Lisis Profinity Exact Buffer de lisis Amintra-agarosa

System
NaH2PO4 50 mM NaH2PO4 0.1 M Tris-HCI 20 mM
NaCl 300 mM pH= 7.2 ajustado con NaOH NaCl 200 mM
Imidazol 10 mM EDTA 1 mM
pH= 8.0 ajustado con pH=7.4

NaOH
Benzamidina 1 mM se

agrega en fresco
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PMSF

agrega en fresco

1 mM se

Buffer de lavado NTA-Co

NaH2PO,; 50 mM

NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM

pH= 8.0 ajustado con
NaOH

Buffer de elucion NTA-Co

NaH2PO; 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 300 mM
pH=

NaOH

8.0 ajustado con

Buffer de lavado Profinity Exact
System
NaH2PO4 0.1 M
pH= 7.2 ajustado con NaOH

Buffer de elucion Profinity Exact

System

HsPO, 0.1 M

NaH2PO; 0.1 M pH=7.2
NaF 0.1M

Todos los buffers se usan y almacenan a 4°C.

Buffer de lavado Amintra-
agarosa

Tris-HCI 20 mM

NaCl 200 mM

EDTA 1 mM

pH=7.4

Buffer de elucion Amintra-
agarosa

Tris-HCI 20 mM

NaCl 200 mM

EDTA 1 mM

Maltosa 10 mM

pH=7.4

Cada pellet fue resuspendido en 3 mL del buffer correspondiente. Se mezclaron los cultivos

de las proteinas a interaccionar y se agregaron 10 unidades de lisozima por 20 min a

temperatura ambiente. Las muestras se sonicaron a una amplitud del 20 %, con 3 pulsos

de 20 s ON/ 20 s OFF. El lisado se incubd por 1 h a 4 °C en agitacién. Posteriormente, se

centrifugd a 12000 rpm por 30 min a 4 °C y el sobrenadante se filtré6 por una membrana de

0.45 ym. Elfiltrado se colocé en contacto con la resina en columna previamente empacada

y equilibrada. Se incubd por 30 min a 4 °C en agitacion. Se realizaron 10 lavados de 5 mL

cada uno con buffer de lavado. Finalmente se realizaron 4 eluciones con 500 uL. En el caso

de lavados astringentes se agregdé B-mercaptoetanol 5 mM, glicerol 5 % y tritén 1 % al buffer

de lavado (50 mL) y posteriormente se lavé con 30 mL de buffer sin astringentes.
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Complejos recombinantes

Las proteinas recombinantes CDKB1;1 y CDKA se activaron por la coexpresion con la
cinasa activadora Cak1. Los complejos recombinantes CDKB1;1-CycB1;2, CDKB1;1-
CycB2;1, CDKA-CycB1;2 y CDKA-CycB2;1 se formaron y se incubaron con buffer de cinasa
(Tris-HCI 70 mM pH 7,5, MgCl, 10 mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM, EGTA 5 mM, ATP 1 mM)
con 1.5 uCi de [y-*2P] ATP por 1 h a 30 °C. Como sustrato de fosforilacion se empleé 500
ng de MBP-RAD51A2. Las reacciones se detuvieron agregando buffer de carga-SDS. Las
muestras se desnaturalizaron a 85 °C por 5 min y se separaron mediante un gel de
poliacrilamida al 10% SDS-PAGE. Tras la electroforesis se enjuagaron los geles para retirar
el exceso de SDS, se tifieron con Azul Coomassie por 10 min y se dejaron destefir en agua
toda la noche. Los geles se secaron al vacio a 80 °C durante 1 h y luego se expusieron
durante 5 dias a la placa de deteccion de Europio (Kodak). La deteccién se realizd

escaneando la placa de Europio utilizando el equipo Personal Imager FX (Bio-Rad).
Actividad cinasa asociados a inmunoprecipitados.

Los complejos obtenidos mediante inmunoprecipitacion se lavaron con 450 pl de buffer de
cinasa. Posteriormente, se incubaron con 20 ul de buffer de cinasa con 2 uCi de [y-32P] ATP
por 30 min a 30 °C. Como sustrato de fosforilacion se empleé 1.5 uyg de MBP-RAD51A2.
Las reacciones se detuvieron agregando buffer de carga-SDS. Las muestras se
desnaturalizaron a 85 °C por 5 min y se separaron mediante un gel de poliacrilamida al 12%
SDS-PAGE. Tras la electroforesis se enjuagaron los geles para retirar el exceso de SDS,
se tifleron con Azul Coomassie por 10 min y se dejaron destefiir en agua toda la noche.
Los geles se secaron al vacio a 80 °C durante 1.5 h y luego se expusieron durante 48 h a
la placa de deteccion de Europio (Kodak). La deteccion se realizé escaneando la placa de

Europio utilizando el equipo Personal Imager FX (Bio-Rad).

Se colocaron 90 semillas o ejes embrionarios en agua por 24 h a temperatura ambiente,
para lograr reblandecer los tejidos. Se prepard una solucién de cloruro de tetrazolio al 1 %

en agua desionizada estéril, la cual se puede almacenar por hasta 24 h a4 °C en oscuridad.

Para realizar el ensayo, se elimind el exceso de agua de las semillas o ejes en papel
absorbente, se les realizé un corte longitudinal y se recolectd una de las mitades. Se
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colocaron en una caja Petri, preparada previamente con papel filtro humedecido en la
solucion de tetrazolio, de tal forma que el embrién pueda tomar la solucién. Se cubrio la

caja con papel aluminio y se colocé a 25 °C por 1 h.

Finalmente, se cuantificaron las semillas y ejes donde el embridn se tifid completamente de
color morado (viables), parcialmente tefidas (viables no vigorosas) y las que no se hayan

tefiido (No viables).

Con ayuda de una navaja se extrajeron los ejes embrionarios de semillas secas de maiz
variedad Chalquefio y se retiré el excedente de endospermo. Los embriones fueron
desinfectados con NaClO al 0.2 % en agitacion constante por 5 min, posteriormente se
realizaron 5 lavados con agua desionizada estéril, se colocaron sobre papel filtro estéril
para remover el exceso de agua. Los ejes se colocaron en buffer de imbibicién (BI) (50 mM
Tris—HCI pH 7.6, 2 % m/v sacarosa, 10 mM MgCl,) y se incubaron por 0 o 1 h en oscuridad
a 25 °C. Los ejes fueron transferidos a una caja de Petri pequefia, quedando sumergidos
en BI, Bl + zeocina 20 uM o Bl + zeocina 200 uM. Se colocaron en una camara de vacio en
periodos de 5 min vacio/ 30 s sin vacio hasta completar 45 min totales. Se recolocaron en
las cajas iniciales y se agregé mas BIl. Finalmente, los ejes fueron incubados por 3, 12, o
24 h en oscuridad a 25 °C.

5 ejes embrionarios de maiz congelados en nitrégeno liquido se molieron en mortero hasta
obtener polvo fino. Se transfirié a un tubo Eppendorf y se agregaron 500 uL de buffer de
lisis (Tabla 4). Se mezclé gentilmente, evitando usar vortex. Se afiadi6 300 yL de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se mezclé por inversidon durante 5 min.
Posteriormente, los tubos se centrifugaron por 5 min a 12000 g a temperatura ambiente. El
sobrenadante (~450 pL) se transfirié a un tubo nuevo, se afiadié un volumen de una mezcla
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se homogeneizo por inversion. Se realizé una nueva
centrifugacion bajo las mismas condiciones y se recuper6 el sobrenadante (~280 uL). Se
agregaron 3 volumenes de la solucion de precipitacion (Tabla 4), se mezclé gentiimente por
inversion y se centrifugd por 10 min a temperatura ambiente. Se eliminé el sobrenadante y
se realizaron 2 lavados con etanol al 70 %, centrifugando entre cada uno. Se dej6 secar el

pellet y se agregdé 100 uL de buffer TE (Tabla 4) y 1 uL de RNasa A (Thermoscientific
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ENO0531). Se almacend a 4 °C toda la noche. EI DNA se repurificod repitiendo el protocolo
desde la adicidon de la mezcla cloroformo-isoamilico. Finalmente, se cuantificé a 260/280

nm y se monitorearon 300 ng en un gel de agarosa 1.5 % 60 V por 2 h.

El DNA (1.5 ug) se traté con NaOH a una concentracion final de 0.1 N. La muestra se
desnaturalizé a 95 °C por 15 min. Finalmente, se monitored por electroforesis en gel de
agarosa al1 % en TAEa 70V por 1.5 h.

Tabla 4. Buffers de extraccion de gDNA

Buffer de lisis Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico

Tris-HCI pH=7.5 50 mM Fenol pH=7.8-8.0 25 partes

NaCl 250 mM Cloroformo 24 partes

EDTA pH= 8.0 10 mM Alcohol isoamilico 1 parte

SDS 1% Permitir la separaciéon de fases y no mezclar,

almacenar a 4 °C en oscuridad

Almacenar a temperatura ambiente

Cloroformo: alcohol isoamilico Solucién de precipitacion

Cloroformo 24 partes NaCl 266.67 mM

Alcohol isoamilico 1 parte Etanol 80 %

Almacenar a 4°C Disolver NaCl en agua y después agregar etanol

absoluto. Almacenar a temperatura ambiente

Buffer TE
Tris-HCI pH= 7.5-8.0 10 mM
EDTA pH= 8.0 0.1 mM

Almacenar a temperatura ambiente

30 ejes embrionarios embebidos, se molieron en morteros congelados hasta la obtencién
de una masa homogénea, se agregaron 3 mL de buffer de extraccion (Tris-HCI 70 mM pH
7.5, MgCl; 15 mM, KCI 25 mM, Na;EDTA*2H,O 5 Mm pH 8.0, sacarosa 250 mM, B-
mercaptoetanol 15 mM, tritén 0.2%, PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM y una tableta de
inhibidores de proteasas complete (Roche)), se colocd en tubos ependorff y se
centrifugaron a 12000 rpm por 30 min a 4 °C. Se recolecté la fase soluble y se sometieron
a otras 2 rondas de centrifugacion, nuevamente se recolecté la fraccion soluble. Finalmente,

se alicuot6 y cuantific6 mediante el método de Lowry.
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Se prepararon geles de poliacrilamida como se indica en la tabla 5, se colocaron en una
camara para electroforesis con 1 L de buffer de electrodos (TRIS-HCI 25 mM, Glicina 250
mM, SDS 0.1 %), se cargaron las muestras proteicas desnaturalizadas a 85 °C en buffer de
carga (TRIS-HCI 50 mM pH 6.8, SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol y B-
mercaptoetanol 100 mM) y se separaron por 90 min a 130 V.

Tabla 5. Preparacion de 2 geles de poliacrilamida al 12%

Gel concentrador Gel separador

H20 252mL  H0 3.5mL
Acrilamida/Bisacrilamida 30%  0.81 mL  Acrilamida/Bisacrilamida 30% 4.0 mL
TRIS-HCI 1.0 M pH 6.8 1.66 mL TRIS-HCI 1.5 M pH 8.8 25mL
SDS 10% 50 pl SDS 10% 100 pl
Persulfato de amonio 10% 50 ul Persulfato de amonio 10% 100 pl
TEMED 99.5% 5ul TEMED 99.5% 8 ul

Los geles obtenidos tras la electroforesis SDS-PAGE se colocaron en una camara humeda
de transferencia con membranas de Immobilon-PSQ (Merck Millipore) con tamafio de poro
de 0.2 ym y 1 L de buffer de transferencia (TRIS-HCI 25 mM, Glicina 192 mM pH 8.3). Las
muestras se transfirieron a 60 V y 350 mA por 1 h. Las membranas se bloquearon por 1 h
a temperatura ambiente en agitacién con una solucién al 5 % de leche semi descremada
en PBS 1X (NaCl 0.13 M, KCI 2.7 mM, Na;HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM pH 7.4). Se retird
la leche y posteriormente las membranas se incubaron con el anticuerpo primario (Tabla 6),
por 1 h a temperatura ambiente para las proteinas recombinantes. Las membranas fueron
lavadas 3 veces con PBS por 10 min cada una, se incubaron con anticuerpo secundario
(Jackson ImmunoResearch) (1:20000) por 1 h a temperatura ambiente en agitacion. Para
la deteccién se empled el fotodocumentador ChemiDoc (Bio-Rad).

Tabla 6. Titulos de anticuerpos empleados

Anticuerpo Titulo empleado
a-PCNA 1:10000
a-MBP 1:40000
a-RAD51 1:20000
a-PEX 1:20000
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Resultados

1. Estudio de filogenia.
El genoma de maiz tiene dos genes de rad51, ZmRad51A1y ZmRad51A2, localizados en

los cromosomas 7 y 3 con un porcentaje de identidad de 84 a nivel nucleotidico y 90 en la
estructura primaria (Li et al., 2007). Ademas de estas dos proteinas, la familia de RAD51
estd compuesta por otros miembros paralogos menos conservados, entre los cuales se
encuentran: RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2, XRCC3 y Dmc1 (Figura 13A, Figura
S1). El analisis de filogenia muestra un claro agrupamiento de cada uno de los miembros
de la familia de RAD51, al comparar las secuencias proteicas de humanos, levaduras y
plantas como Arabidopsis thaliana, Physcomitrium patens, Oryza sativa y Zea mays.
Ademas, se observa una relacion mas cercana entre ZmRAD51A1 y OsRAD51, asi como
ZmRAD51A2 con AtRADS51A. Basado en la semejanza entre estos ultimos, a que
ZmRad51A2 es transcrito como mensajero unico y que las predicciones de expresion entre
Rad51A1 y Rad51A2 no cambian, se eligi6 a Rad51A2 como el gen candidato para los

analisis posteriores.

La familia de cinasas dependientes de ciclina tipo B (CDKB) son proteinas conservadas,
exclusivas de plantas y algunas algas. Las CDKs tipo B, se subdividen en las clases 1y 2
donde sus miembros se agrupan entre plantas monocotiledéneas (maiz, trigo y arroz) y

dicotileddneas (A. thaliana, tomate y tabaco) (Figura 13B, Figura S2)

Por otro lado, la familia de ciclinas tipo B (CycB), son un grupo de proteinas menos
conservadas en comparacion a las CDKBs, donde unicamente conservan los dominios N-
terminal y C-terminal. Ademas, la divergencia entre las ciclinas B de monocotiledéneas y
dicotiledéneas es evidente, evitando que puedan ser relacionadas directamente (Figura
13C, Figura S3)

Por ultimo, el analisis filogenético y de alineamientos muestra que PCNA es una proteina
altamente conservada entre eucariontes, tal como se ha reportado previamente (Figura
13D, Figura S4) (Iwai, T. et al., 2000). En el caso de maiz se tienen codificados dos genes:
pcnal (Zm00001d018415) y pcna2 (Zm00001d051995) cuyos patrones de expresion en
tejidos proliferantes son similares y la secuencia proteica es idéntica (Lopez et al., 1997).
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Figura 13. Arboles filogenéticos de las familias: (A) RAD51, (B) CDKB, (C) CycB y (D) PCNA. A. thaliana (At),

Solanum licopersicum (SI), Nicotiana tabacum (Nt), Oryza sativa (Os), Triticum aestevium (Ta), Physcomitrium patens (Pp),

Zea mays (Zm), humanos (Hs), Saccharomyces cerevisiae (Sc) y Schizosaccharomyces pombe (Sp). IDs en Tabla S1.
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2. Busqueda de motivos PIP.
Se ha descrito que las proteinas que interaccionan con PCNA contienen motivos

conservados conocidos como PIP, PIP-like, APIM y caja KA. Para determinar si las
proteinas de interés en diferentes organismos conservan estos motivos, se realizo la
busqueda dentro de la estructura primaria (Tabla 7). Todas las ciclinas tipo B de A. thaliana
contienen al menos un motivo PIP-Like y CycB1;5 contiene un motivo PIP. Por su parte, en
maiz CycB1;1 y 1;4 solo contienen motivos PIP-Like, mientras que CycB1;2 y 1;3 tienen
motivos PIP y PIP-Like. Las CDKBs, que Uunicamente se encuentran en plantas y algunas
algas, presentan motivos PIP, asi como las proteinas RAD51 de A. thaliana, maiz, humano
y levadura. Interesantemente, solo RAD51 de humano contiene un motivo APIM, KFLAR
en la posicion 233-237.

Tabla 7. Proteinas con motivos de interacciéon a PCNA

PIP PIP-Like

Organismo Proteina Q-x-X-[MLI]-x-X-[FY] Posicion Q-x-x-[MLI] Posicion
QPDI 189-192
CycB1:1 QVPI 354-357
QPPI 53-56
CycB1;2 QPKM 198-201
QTEM 206-209
QMYM 177-180
QPEI 183-186
CycB1;3
Arabidopsis y QPKM 472-475
Sl QTEM 480-483
QRGI 12-15
CycB1:4 QPEI 154-157
QYPI 294-297
378-384
YLTIPTQ (imvertido) QHVL 30-33
CycB1:5 QPPI 165-168
QPKM 288-291
QTEM 296-299
QEQl 65-68
QVEI 214-217
CycB1:1 QPVL 257-260
QYGL 357-360
QLALVDY 180-186
Zea mays CycB1:2 QHTINFF 338-344
QYAMLVY 389-395 QEQM 33-36
CycB1:3 QAEI 250-253
QYRL 269-272
CycB1:4 QLEI 208-211
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QPVL 251-254

QYDL 351-354
. QQLLHIF 226-232 QKLM 120-123
CDKB1:1 QNLL 146-149
Arabidopsis ) QQLLHIF 228-234 QRFM 122-125
thaliana CDKB1;2 QNLL 148-151
CDKB2;1 QQLLHIF 229-235
CDKB2;2 QQLLRIF 231-237
CDKB1;1 QQLLHIF 247-253 QNLL 167-170
Zea mays CDKB1;2 QQLLHIF 242-248 QTIL 102-105
CDKB;2 QQLLHIF 241-247 QTIL 101-104
QMHLAKF 245-251 QEIl 100-103
Arabidopsis QLPM 148-151
thaliana RADS1 QRLL 172-175
QSRL 203-206
QMHMAKF 243-249 QLPL 146-149
RAD51A1 QRLL 170-173
Zea mays QSRL 201-204
QMHLAKF 243-249 QLPL 146-149
RAD51A2 QRIL 170-173
QSRL 201-204
QMHLARF 242-248 QMQL 4-7
QCal 30-33
Homo sapiens RAD51 QGal 114-117
QLPI 145-148
QTQL 200-203
Saccharomyces QMHLAKF 300-306 QGEM 64-67
cerevisiae RAD51 QIPL 203-206
QLRL 258-261

3. Modelado de estructuras proteicas.
Con lafinalidad de conocer la posicién de los motivos PIP y PIP-like en la estructura terciaria

de las proteinas, se realizaron diferentes modelados de las estructuras de ZmRAD51A2,
ZmCycB1;1, ZmCycB1;2, ZmCDKB1;1 y ZmPCNA, ya que no se cuenta con las estructuras
cristalizadas de estas proteinas en maiz.

En la figura 14 se muestran los modelos de Zm RAD51A2, obtenidos por tres servidores
distintos, SWISS-Model, Modeller e I-TASSER, donde los dos primeros, emplean modelado
por homologia, usando como cristal base HsRAD51 homologo 1 (5NWL), y el tercero, se
basa en modelado por plegado, usando principalmente la estructura cristalizada registrada
en 5JZC que corresponde a una cristalizacion independiente de HsSRAD51 homdélogo 1. En

la figura S5 se muestran los estadisticos de cada modelo.
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Aminoacidos en regiones permitidas de Aminoacidos en regiones permitidas de C-score: -0.40
Ramachandran: 94.7% Ramachandran: 87.3%

QMEAN: -0.53 QMEAN: -4.87 RMSD: 7.3 + 4.2A

Figura 14. Estructuras tridimensionales predichas para RAD51A2 de maiz. (A) Modelo obtenido mediante
SWISS-Model. La estructura azul representa el cristal SNWL y la estructura azul claro el modelo de ZmRAD51A2. En amarillo
se muestra ATP unido al cristal y en magenta un ion Mg?*. (B) Modelo obtenido por Modeller. La estructura anaranjada
representa el cristal SNWL y la estructura color crema el modelo de ZmRADS1A2. En amarillo se muestra ATP unido al cristal
y en cian un ion Mg?*. (C) Modelo obtenido por I-TASSER. La estructura morada representa el cristal 5JZC vy la estructura lila
el modelo de ZmRAD51A2. En la tabla se muestran los estadisticos de cada modelo.

Partiendo del modelo generado en I-TASSER, se realizé dinamica molecular por 200 ns,
con la finalidad de obtener el mejor modelo de estructura terciaria de la proteina. En la figura
26A, se muestra la comparacion entre el modelo original (azul) y el obtenido tras la dinamica
(azul claro). Se analizé la dinamica a través de calculo de RMSD (Figura 15B), el cual se
incrementa durante los primeros 25 ns y posteriormente desciende y se estabiliza. Se
determind mediante RMSF que fluctuaciones de las cadenas laterales se presentan
principalmente en la regidon N-terminal y la regién entre los aminoacidos 270-288 (Figura
15C). Finalmente, se realizd un analisis de cluster para determinar cual es la estructura mas
estable a lo largo del tiempo (Figura 15D). Del grupo mas representado se extrajo una
estructura representativa, que se muestra en la figura 15A.

Una vez validado el modelo, se realizé la busqueda de los motivos PIP contenidos en la
proteina, para determinar su localizacién dentro de esta (Figura 16). Se observa que los
motivos PIP-Like de las regiones 146-149 y 170-173 se encuentran en zonas superficiales,
mientras que las cadenas laterales de la region 201-204 se encuentran internalizadas hacia
el core de la proteina. En el caso del motivo PIP, los aminoacidos Q243 y L246 se
encuentran expuestos mientras que la F249 se encuentra mas internalizada.

Por otro lado, también se encontraron tres sitios putativos de fosforilacion por Cinasas

dependientes de ciclinas (CDKs), dos de estos son motivos subdptimos que Unicamente
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conservan la serina y la prolina (SP) necesarias para la fosforilacion. El primero se
encuentra en los aminoacidos 11 y 12 posicionados en un loop expuesto. De la misma
forma, el motivo contenido en 318-319 se encuentra en una regién poco ordenada en la
superficie de la proteina. Finalmente el tercer motivo se trata de la secuencia 6ptima S-P-
X-K (56-59) y esta localizado en la interseccion entre una zona desordenada y una alfa-

hélice.
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Figura 15. Andlisis de dinamica molecular de RAD51A2. (A) Modelo generado por I-TASSER de RAD51A2
en azul, estructura mas estable durante la dinamica en azul claro. (B) Analisis de RMSD de la proteina a lo largo
del tiempo. (C) Analisis de RMSF de las cadenas laterales. (D) Analisis de cluster de las estructuras proteicas en
la dinamica.
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SP site 11-12

¢
Phospho site 56-59

PIP-Like201-204

SP site 318-319

Figura 16. Localizacién de motivos PIP y posibles sitios de fosforilacion de RAD51A2. En amarrillo se
muestran los residuos PIP-Like 146-149, en verde los correspondientes a 170-173, en azul 201-204, en
anaranjado el motivo PIP 243-249, en rojo se muestran los sitios putativos de fosforilacion por CDKs 11-12,
56-59 y 318-319.

Los mismos analisis se realizaron para ZmCDKB1;1. Los modelos iniciales se muestran en
la Figura 17, y sus estadisticos en la figura S6. Se puede observar que ambos modelados
por homologia muestran estadisticos poco confiables pues no son capaces de predecir la
estructura de la regidon N-terminal. Por otro lado, el mejor modelo obtenido fue mediante el

servidor I-TASSER, sin embargo, sigue presentando un RMSD alto (Figura 17).

Tras realizar la dinamica molecular y su analisis (Figura 18), se observé una gran variacion
en los niveles de RMSD (Figura 18B) y RMSF (Figura 18C), debido a la gran movilidad de
la regién N-terminal, donde parece no haber terminado de plegarse por completo. El analisis
de cluster muestra la estructura mas abundante durante la dinamica (Figura 18D).
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Aminoacidos en regiones permitidas de Aminodcidos en regiones permitidas de C-score: -0.12
Ramachandran: 88.8 % Ramachandran: 91.2%

QMEAN: -1.85 QMEAN: -3.15 RMSD: 6.7 + 4.0A

Figura 17. Estructuras tridimensionales predichas para CDKB1;1 de maiz. (A) Modelo obtenido mediante SWISS-Model. La
estructura naranja representa el cristal 6GUE y la estructura color crema el modelo de ZmCDKB1;1. En azul se muestra un analogo de
ATP unido al cristal. (B) Modelo obtenido por Modeller. La estructura verde representa el cristal 6Q4G y la estructura color azul el
modelo de ZmCDKB1;1. En azul se muestra un analogo de ATP unido al cristal. (C) Modelo obtenido por I-TASSER. La estructura morada
representa el cristal 4CJY y la estructura lila el modelo de ZmCDKB1;1. En la tabla se muestran los estadisticos de cada modelo.
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Figura 18. Analisis de dinamica molecular de CDKB1;1. (A) Modelo generado por I-TASSER de
CDKB1;1 en azul, estructura mas estable durante la dinamica en azul claro. (B) Analisis de RMSD de la
proteina a lo largo del tiempo. (C) Analisis de RMSF de las cadenas laterales. (D) Analisis de cluster de las
estructuras proteicas en la dinamica. 48



Se realizé la busqueda de los motivos PIPs, encontrando que el motivo PIP se encuentra
cerca de la superficie de la proteina, por el cual podria interaccionar con PCNA, mientras
que el motivo PIP-Like se encuentra embebido en el centro de CDKB1;1 por lo que es

probable que no se encuentre disponible para la interaccion, ademas, la glutamina 167

forma parte del sitio activo (Figura 19).

Sitio activo 114-116,
121, 167

Figura 19. Localizaciéon de motivos en CDKB1;1. En azul se muestran los residuos PIP 247-253,

en morado el motivo PIP-Like 167-170 y en rojo los aminoacidos del sitio activo 121-167.
Por otro lado, CycB1;1 es la proteina con menor porcentaje de identidad con su cristal, pues
unicamente comparte 34.5% de identidad con HsCycA2, por lo que los modelos por
homologia resultan de baja calidad pues no son capaces de predecir el N-terminal (Figura
20A y B). A pesar de que se trata de una region grande (184 aminoacidos), el servidor I-
TASSER fue capaz de predecir una estructura desordenada mas plegada que el resto de
los servidores (Figura 20C). Cabe destacar que debido a que se trata de una region grande,
la cual es omitida en SWISS-Model no resulta de utilidad obtener el diagrama de

Ramachandran. Por su parte, en el modelo generado por Modeller, al tener una region sin
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estructura, no se pueden obtener los estadisticos de validacion. En la Figura S7 se

muestran los estadisticos que tienen relevancia.

Aminoacidos en regiones permitidas de Aminoacidos en regiones permitidas de C-score: -3.15
Ramachandran: NA Ramachandran: NA
QMEAN:- 2.29 QMEAN: NA RMSD: 14.9 + 3.6A

Figura 20. Estructuras tridimensionales predichas para CycB1;1 de maiz. (A) Modelo obtenido mediante SWISS-
Model. La estructura amarilla representa el cristal 4CFU y la estructura anaranjada el modelo de ZmCycB1;1. (B) Modelo obtenido
por Modeller. La estructura roja representa el cristal 7B5L y la estructura rosa el modelo de ZmCycB1;1. (C) Modelo obtenido por I-
TASSER. La estructura azul representa el cristal 3DDQ y la estructura lila el modelo de ZmCycB1;1. En la tabla se muestran los
estadisticos que se lograron obtener de cada modelo.

A diferencia de CDKB1;1, el N-terminal de CycB1;1 obtuvo una conformacion relativamente
estable, formando pequenas alfa-hélices (figura 21A), lo cual se ve reflejado en el RMSD
(Figura 21B), mientras que el RMSF confirma que la regién con mayor movilidad de la

proteina se trata de los aminoacidos 1-185 (Figura 21C).

Finalmente, se analizaron las posiciones de los cuatro motivos PIP-Like, encontrando que,
principalmente, el que se localiza entre los aminoacidos 257-260, es el mas expuesto para
una posible interaccién, mientras que los otros tres se encuentran mas embebidos en el

core de la proteina (Figura 22).
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Figura 21. Analisis de dinamica molecular de CycB1;1. (A) Modelo generado por I-TASSER de
CycB1;1 en azul, estructura mas estable durante la dinamica en azul claro. (B) Analisis de RMSD de la
proteina a lo largo del tiempo. (C) Analisis de RMSF de las cadenas laterales. (D) Analisis de cluster de las
estructuras proteicas en la dinamica.

Figura 22. Localizacién de motivos PIP en CycB1;1. En rojo se muestran los residuos PIP-Like 65-
68, en morado 214-217, en amarillo el motivo PIP-Like contenido entre 257-260 y en azul el PIP-Like de

357-360.
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Por otro lado se realiz6 el modelado por homologia (SWISS-MODEL) y por plegado (-
TASSER) de otro miembro de la familia de las ciclinas tipo B, CycB1;2. Esta proteina tiene
dos motivos candénicos de unién a PCNA y de forma similar a lo obtenido en CycB1;1, el
modelado por homologia no resulta de utilidad pues se trata de una proteina con baja
identidad, mientras que el modelado por plegado obtiene una estructura completamente

plegada (Figura 23).

Aminoacidos en regiones permitidas de C-score: -2.77
Ramachandran: NA

QMEAN:- 2.71 RMSD: 10 =+ 4.6A

Figura 23. Estructuras tridimensionales predichas para CycB1;2 de maiz. (A) Modelo obtenido mediante SWISS-
Model. La estructura azul representa el cristal 4BCO y la estructura verde el modelo de ZmCycB1;2. (B) Modelo obtenido por I-
TASSER. La estructura azul representa el cristal 2JGZy la estructura lila el modelo de ZmCycB1;2. En la tabla se muestran los
estadisticos que se lograron obtener de cada modelo.

Tras el analisis por dinamica molecular se obtuvo un comportamiento similar al de CycB1;1,
tanto en plegamiento estable (Figura 24B), como en la movilidad de las cadenas lateral de
los aminoacidos del N-terminal, por lo que el valor de RMSF fluctia en esta region (Figura
24C).

Por ultimo, se determind la posicion de los motivos PIP dentro de la estructura terciaria,
encontrando que el motivo que comprende los aminoacidos 180-186, se encuentra en la
superficie de la proteina, quizas disponible para la interaccion con PCNA (Figura 25). Por
el contrario, el motivo PIP (338-344) se encuentra embebido dentro del core de la proteina.
Ademas, a diferencia de CycB1;1, CycB1;2 contiene un motivo candénico de fosforilacion

por CDKs (TPXR) que se encuentra expuesto (Figura 25).
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Figura 24. Analisis de dinamica molecular de CycB1;2. (A) Modelo generado por I-TASSER de CycB1;2 en
morado, estructura mas estable durante la dinamica en lila. (B) Analisis de RMSD de la proteina a lo largo del
tiempo. (C) Analisis de RMSF de las cadenas laterales. (D) Analisis de cluster de las estructuras proteicas en la
dinamica.

o
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PIP 180-186

Phospho site 256-259

Figura 25. Localizacién de motivos en CycB1;2. En naranja se muestran los residuos PIP 180-186 y en
magenta el motivo PIP 338-344. En amarillo el motivo candnico de fosforilacion por CDKs TPXR 356-359.
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Tabla 8. Motivos PIP expuestos en la superficie de las proteinas.

Proteina Tipo de motivo Region
RAD51A2 PIP-Like 146-149
PIP-Like 170-173
PIP 243-249
CDKB1;1 PIP 247-253
CycB1;1 PIP-Like 257-260
CycB1;2 PIP 180-186

En la Tabla 8 se muestra un resumen de los motivos PIP/PIP-Like que se encuentran

expuestos de las proteinas de interés de estudio.

Por ultimo, se generaron dos modelos por homologia para PCNA (Figura 26), encontrando

buenos estadisticos para ambos (Figura S8), ya que se trata de una proteina con alto
porcentaje de identidad 85.55% con respecto al cristal de AtPCNA 6009.

Aminoacidos en regiones permitidas de Aminoacidos en regiones permitidas de
Ramachandran: 94.0% Ramachandran: 96.7%
QMEAN: -0.33 ‘ QMEAN: -0.15

Figura 26. Estructuras tridimensionales predichas para PCNA de maiz. (A) Modelo obtenido mediante SWISS-Model.
La estructura magenta representa el cristal 6009 y la estructura café el modelo de ZmPCNA. (B) Modelo obtenido por Modeller. La
estructura naranja representa el cristal 6009 y la estructura color crema el modelo de ZmPCNA. En la tabla se muestran los
estadisticos de cada modelo.
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Tras realizar la dinamica molecular y su analisis (Figura 27), se observa una variacién en
los niveles de RMSD y RMSF muy baja (Figura 27B y C), encontrando Unicamente
movilidad de la regidon C-terminal, en los ultimos 10 aminoacidos de la proteina, mostrando
que el homotrimero de PCNA es estable a lo largo del tiempo. El analisis de cluster muestra

la estructura mas abundante durante la dinamica (Figura 27D).
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Figura 27. Analisis de dinamica molecular de PCNA. (A) Modelo generado por MODELLER de PCNA
en azul, estructura mas estable durante la dindmica en azul claro. (B) Analisis de RMSD de la proteina a lo
largo del tiempo. (C) Analisis de RMSF de las cadenas laterales. (D) Andlisis de cluster de las estructuras
proteicas en la dinamica.

Se ha reportado la region estructural de PCNA en la cual diferentes proteinas con motivos
PIP y PIP-Like se unen, siendo esta el dominio IDCL que comprende los aminoacidos
Leu118 a Tyr133 (Figura 28A) (Punchihewa et al., 2012; Hara et al., 2018; Strzalka and
Ziemienowicz 2010). Ademas, en la figura 28A en un acercamiento donde la proteina ha
sido rotada 90° en un plano transversal, se observa la superficie electronica que generan
los residuos de aminoacidos presentes, formando una cavidad, donde se ha demostrado
que interaccionan diversas proteinas (Punchihewa et al., 2012; Hara et al., 2018). En la
figura 28B se muestra el acoplamiento de AtPCNA y un fragmento de la proteina Hsp21

cristalizado (PDB: 2ZVV), donde se observa la unién del motivo PIP presente en p21 sobre
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el surco IDCL. De la misma forma en la figura 28C y D se muestra el acoplamiento de
AtPCNA y ATXR6 (PDB: 6009) en la misma region.

Figura 28. Estructura tridimensional de PCNA y acoplamientos. (A) Estructura homotrimérica de ZmPCNA en
representacion de listones y superficie. La region marcada en azul muestra el dominio IDCL de un mondémero.
Representacion de superficie rotada 90° de forma transversal. (B) Acoplamiento de AtPCNA (representacion de
superficie) y un fragmento de p21 (ilustracion) (PDB: 2ZVV). (C) Acoplamiento de AtPCNA y ATXRG6 en representacion

de superficie. (D) Acoplamiento de AtPCNA (representacion de superficie) y un fragmento de ATXR®6 (ilustracion) (PDB:
6009).

4. Acoplamiento molecular
Tras la obtencién de los modelos de estructura terciaria de las proteinas de interés, se

minimiz6 la energia de estas y se realizaron 150 acoplamientos proteina-proteina semi-
flexible entre ZmMRAD51A2 y ZmPCNA empleando el servidor ClusPro. Posteriormente, se
determinaron los posibles acoplamientos que interaccionan por las regiones esperadas, es
decir, por alguno de los motivos PIP de RAD51A2 y el IDCL de PCNA. En la figura 29A se
muestra la interaccién candidata entre estas dos proteinas, la cual esta mediada por el
motivo PIP 243-249 de RAD51A2. Este complejo fue sometido a dinamica molecular
encontrando que se trata de un complejo estable, pues el RMSD no varia a lo largo del
tiempo (Figura 29B). De la misma forma, el movimiento de las cadenas laterales (RMSF)

no cambia considerablemente (Figura 29C). Finalmente, tras el analisis de cluster (Figura
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29D) se determinod la posicion mas estable de los residuos involucrados en la interaccién
(Figura 29E). Ademas, se observa que la glutamina 243 y la leucina 246 no cambian de

posicion tras la dinamica, mientras que la fenilalanina 249 si es desplazada de su posicion

original (Figura 29E).

B 0.8
06 .
£ MV
o 04
@
=
o
0.2
0.0 T T T
0 5 10 15
Tiempo (ns)
Cc 08
MonémeroA
06- MonémeroB
'g\ MonémeroC
L 0.4 — RAD51
2 1 AR,
2 ]ﬂ L) ‘ I
0.2\ T ,~\|l L
U
0.0

v T T T T r .
0 50 100 150 200 250 300 350
Numero de residuo

O

N° de estructuras (%)
n w &> o o
A

o
1

o
I

1 2 3 4 5 6 7
Numero de Cluster

Figura 29. Acoplamiento molecular PCNA-RAD51A2. (A) Acoplamiento molecular entre ZmPCNA y ZmRAD51A2.
(B) Analisis de RMSD del complejo PCNA-RAD51A2 a lo largo del tiempo. (C) Analisis de RMSF de las cadenas
laterales. (D) Analisis de cluster de las estructuras proteicas en la dinamica. (E) Comparacién del posicionamiento de
los aminoacidos involucrados en la interaccién antes (morados) y después (amarillos) de la dinamica molecular.

5. Modelo experimental.
Una vez determinada la posible interaccion PCNA-RAD51A2 por métodos

computacionales, se decidié probar de forma experimental, para ello se partié de la
clonacion de Rad51A2.

5.1 Clonacion e induccion de Rad51A2.
En maiz se identificaron dos genes de rad51, Rad51A1 (Zm00001d021898) y Rad51A2

(Zm00001d041757) que tienen una identidad del 90% (Li et al., 2007). Se realizé la
busqueda in silico de las secuencias de DNA, se alinearon (Figura 30) y se eligio trabajar
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Rad51A1 |
Rad51A2

con el gen Rad51A2, puesto que este gen no presenta transcritos generados por splicing

alternativo (Figura S9) (obtenido de http://plants.ensembl.org/Zea_mays).
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Figura 30. Alineamiento del cdsDNA de Rad51A1 y Rad51A2. Los nucledtidos sombreados
corresponden a nucledtidos idénticos en ambas secuencias.

Se realizd el disefio de primers de clonacion, especificos para Rad51A2 (Figura S10),
agregando los sitios de restriccion Ncol y Notl, pues estas enzimas no cortan el inserto y
tienen secuencia de reconocimiento del sitio de clonacion multiple del vector pPAL7 (Figura
31). El vector permite producir proteinas recombinantes fusionadas a profinity exact tag

(PEX), en el amino terminal de la proteina de interés. Los primers disefiados se muestran

en la tabla 12.
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52.. .36 Profinity eXact tag

329..1353 Rad31A2

14091456 T7 terminator|

pPAL7-Rad51A2

Figura 31. Construccién pPAL7-Rad51A2. En
morado se muestra la region del promotor lac
inducible, en azul el proafinity eXact tag, en rosa el
inserto del gen Rad51A2, en violeta la region
terminadora, en verde el gen de resistencia a
ampicilina, en naranja el origen de replicacion y en
rojo el gen constitutivo de /acl.

Tabla 9. Primers para Rad51A2

Fwd/Rev Primer Tm (°C) GC (%) Enzimade
restriccion

Forward ATA TGTCCTCGTCTTCGGCGCACCA 69 58 Ncol

(5’23

Reverse  TAT TCAGTCCTTGACATCAGTGA 68 54 Notl

(523

En naranja se muestran los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion.

Partiendo de distintas muestras de cDNA obtenido de raices de maiz que fueron crecidas
en medio Agar mas 40 uM de zeocina (ver metodologia), se realizé una amplificacién por
PCR y se observé una banda en el tamano esperado (1042 nt), en la muestra proveniente
de 24 h de exposicion a zeocina (Figura 32A). Se realizé un gradiente de temperatura en la
amplificaciéon para determinar la temperatura de alineamiento éptima, encontrando que a

59 °C se obtiene una banda bien representada (Figura 32B).
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Figura 32. Condiciones de amplificacion para Rad51A2. (A) PCR de cDNA de raices tratadas con zeocina.
MW: Marcador de masa molecular. C- se realiz6 sin templado. — carril vacio. 0, 6, 9 y 24 h: muestras de raices
expuestas a zeocina por determinado tiempo. (B) Gradiente de temperatura de alineamiento con cDNA de raices
expuestas por 24 h a zeocina 40 uM.

Una vez obtenidas las condiciones ideales, se realizd la amplificacion con una DNA
polimerasa de alta fidelidad. El fragmento fue purificado y digerido con las enzimas de
restriccion Ncol y Notl. Se purifico el DNA y se ligd con el vector pPAL7 previamente
digerido con las mismas enzimas. Dos volumenes distintos del producto de ligacion (5 y
10uL) fueron transformados en bacterias E. coli XL10-gold. Se realizé PCR en colonia,
empleando los primers de clonacién, de 6 colonias independientes de cada volumen de
transformacion, obteniendo 5 y 4 colonias positivas respectivamente (Figura 33A).

Posteriormente, a 4 colonias independientes, se les realiz6 PCR en colonia empleando el
primer forward T7 que se ancla al promotor del vector y el primer reverse de clonacién que
se une a la parte final del inserto. Se obtuvieron 2 colonias positivas de cada volumen en el
tamano esperado de 1272 nt (Figura 33B), con lo cual se comprueba que el inserto se
encuentra posicionado en la orientacion correcta dentro del vector. Por ultimo, dos colonias
de ambos volumenes (2.5, 3.5, 2.10 y 3.10) se crecieron de forma independiente en medio
LB mas ampicilina y se realizé una extraccion para obtener los plasmidos, a los cuales se
les realiz6 PCR con los primers de clonacion, obteniendo un unico fragmento de 1042 nt
(Figura 33C). Finalmente se realizé un ensayo de doble restriccion con 500 ng del plasmido
extraido, obteniendo una banda de 5.9 kb correspondiente al vector vacio y una de 1042 nt
del inserto (Figura 33C).

60



A

Vol de transformacion SpL 10uL

MW c.1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 Colonia

ool [ —— f— s s s |«— Rad51A2 1042nt
500
B
Vol de transformacién 5L T0pL
MW C- 1 2 3 4 - 1 2 3 4 Colonia
112%% e — — [ — «— Rad51A2 1272nt
C .
PCR Doble restriccion
Mw C-25 35 210310 p 25 35 210310
— — — — | g pPAL7 5.9Kb
1500
1000 W — e — <«—— Rad51A2 1042nt

Figura 33. Verificacion de clonacion de Rad51A2. (A) PCR en colonia de bacterias transformadas con pPAL7-
Rad51A2 con primers de clonacion. (B) PCR de colonias independientes a las empleadas en A con el primer
forward T7 y reverse de clonacion. (C) PCR con primers de clonacién sobre plasmido extraido y doble restriccion
sobre plasmido. MW: Marcador de masa molecular. C- se realizé sin templado. — carril vacio. 1-6 representan el
numero de colonias, 2.5 corresponde al plasmido extraido de la colonia 2 del volumen de transformacion 5 pL, el
resto de los plasmidos estan nombrados de forma respectiva, P plasmido sin digerir.

Los plasmidos 2.5 y 3.10 fueron verificados por secuenciacion.

Bacterias de expresion E. coli Rosetta2 fueron transformadas con la construccion pPAL7-
Rad51A2. A dos colonias independientes se les realizé una prueba de induccion con una
concentracion de 0.5 mM de IPTG por 3 h a 37 °C en agitacion. Se cargaron lo equivalente
a 0.15 unidades de densidad 6ptica en cada carril, y se realizé una electroforesis en gel de
acrilamida 12%. En la figura 34A se observa que ambas colonias sobreexpresan la proteina
en el tamafo esperado de 46 KDa.

Posteriormente se realizé la purificacion de la proteina a través de una columna de afinidad
(Profinity eXact system) que cuenta con una proteasa inactiva unida a la matriz (perlas de

agarosa). Esta proteasa es altamente afin por el Profinity eXact tag (PEX). Como se observa
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en la figura 34B, se logré purificar a la proteina PEX-RAD51A2, sin embargo, una gran
cantidad de esta queda retenida en la faccion no soluble, por lo que se utilizé la estrategia
de solubilizacién con sarkosyl reportada por Tao y colaboradores (2010) con lo que se

obtuvo una mayor cantidad de proteina soluble (Figura 34C).
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Figura 34. Purificacion e interaccidn de proteinas recombinantes. (A) Prueba de induccién de PEX-RAD51A2. Tincion con
azul coomasie. (B) Purificaciéon de PEX-RAD51A2 por unién a Profinity eXact system, panel superior muestra el gel tefiido con azul
coomasie y el panel inferior muestra el Western Blot inmunodetectando al tag PEX. (C) Purificacion de PEX-RAD51A2 por unién a Profinity
eXact system solubilizando con sarkosyl. NI: No inducido, I: Inducido, FS: Fraccién soluble, FNS: Fraccion no soluble, NA: Fraccién no
absorbida a la columna, LF: Lavado final, Ei: Eluciones.

Por otro lado, se decidié subclonar el gen Rad51A2 (Figura 35A) dentro del vector de
expresion pMAL, con la finalidad de obtener a la proteina con un tag distinto que ademas
aumenta la solubilidad de la proteina. Se amplifico el gen a partir de la construccion pPAL7-
Rad51A2y se purifico el inserto, se digirid y se ligé dentro del vector pMAL-c5x. Se verifico
la transformacion mediante PCR en colonia (Figura 35B). Se realiz6 la extraccion de
plasmido de las colonias positivas y se verifico por PCR (Figura 35C). Posteriormente se
transformaron dos cepas de E. coli con dos de los plasmidos obtenidos y se realizé una
prueba de induccién, encontrando que el plasmido proveniente de la colonia 4
sobreexpresaba la proteina MBP-RAD51A2 (Figura 35D). La construccion fue verificada

por secuenciacion. Por ultimo, se realizé la purificacién de la proteina MPB-RAD51A2
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mediante la resina MBP-Amintra, obteniendo una gran cantidad de proteina en la fraccion

soluble y en los eluatos (Figura 35E).
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Figura 35. Subclonacion de Rad51A2. (A) Subclonacion del gel Rad51A2 en pMAL-csx. (B) PCR en colonia con
primers pMAL-c5x, (C) PCR sobre plasmidos provenientes de colonias positivas con primers pMAL-c5x y de clonacion.
(D) Western Blot de la sobreexpresion de MBP-RAD51A2 en bacterias E. coli rosetta2 y tuner. (E) Purificaciéon de MPB-
RAD51A2 por union a resina Amintra, NI: No inducido, I: Inducido, FS: Fraccion soluble, NA: Fraccién no absorbida a la columna,
LF: Lavado final, Ei: Eluciones.

5.2 Clonacién, expresion y purificacion de CycB1;2
En maiz existen 7 proteinas de la familia de ciclinas tipo B, cuatro de la subfamilia de CycB1

y tres de CycB2 (Figura 13C). Se trata de una familia con baja identidad entre los miembros
de la misma (Figura S3), sin embargo, se ha reportado en A. thaliana que todos los
miembros de la familia de ciclinas B1 son esenciales para la respuesta ante dafio al DNA
(Weimer, et al., 2016).

Para el andlisis de esta familia se seleccionaron a dos miembros, CycB1;1 y CycB1;2. Se
realizé el disefio de primers especificos para cada uno utilizando sitios de restriccion para
el vector pMAL-c5x (Tabla 10). Partiendo de cDNA de ejes de maiz embebidos por 0, 12y
24 h, se probaron diferentes condiciones de temperatura y disolventes para la amplificacion

por PCR. Mediante la metodologia de TouchDown se obtuvo una banda en el tamafo
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esperado para cycb1;2 (Figura 36B), mientras que cycb1;1 no se logré amplificar por lo que
los analisis posteriores solo se realizaron con cycb1;2 (Figura 36A). Se purificd el amplicon
de cycb1;2 y se digirid con las enzimas Ncol y EcoRl, se ligd en una proporcion 3:1 con el
vector pMAL-c5x previamente digerido. Finalmente, se transformé la construccion pMAL-
c5x-cych1;2 (Figura 36B) en bacteria E.coli XLgold y se monitorearon las colonias por PCR
empleando los primers de clonacién obteniendo una colonia positiva (Figura 36C). Se
propago la colonia positiva y se extrajo el plasmido el cual se verificod por PCR con primers
que se unen al vector, con primers de clonacion y por ensayo de doble restriccion (Figura

36D). Finalmente fue secuenciado en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion, IBT, UNAM.

Tabla 10. Primers de clonacién cycb1;1y cycb1;2

gen Fwd/Rev Primer Tm (°C) GC Enzima de
(%) restriccion
Cycb1;1 Forward (5’>3’) AAT TGCCCACGCGCAACCACAA 58 57 Ncol
1367nt Reverse (5>3’) TAT TTACTTGATCTCCACTGCG 46 BamHI
Cycb1,2 Forward (5’ >3’) TATT CGACGAGGAACCACC 56 Ncol
1353 nt Reverse (5'>3) | TAT GACAAGGTCGGGAAGAGCAG 00 48 EcoRl

En naranja se muestran los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion.

Posteriormente se transformaron dos cepas de E. coli con el plasmido obtenido y se realizd
una prueba de induccién, encontrando que la proteina MBP-CycB1;2 es producida por la
cepa de E. coli Rosetta2, la cual contiene plasmidos que codifican para tRNAs de codones
raros, mientras que la cepa E. coli Tuner DE3 no sobreexpresa la proteina (Figura 36E).
Por otro lado, se purificé la proteina mediante el anclaje de MBP a la resina Amintra-agarosa
y se observd que se obtiene una gran cantidad de MBP-CycB1;2 en la fraccion soluble y

que se puede purificar sin contaminantes (Figura 36F).
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Figura 36. Clonacién de cych1;2. (A) Construccién pMAL-cycb1;2. (B) TouchDown para amplificacién de cycb1;1y cycb1;2.
(C) PCR en colonia de bacterias E. coli transformadas con pMAL-cycbh1;2. (D) Verificacion del plasmido por PCR con primers del
vector (C5X), de clonacién (Cycb1,2) y ensayo de doble restriccion. (E) Sobreexpresiéon de MBP-CycB1;2 en bacterias E. coli
rosetta? y tuner. (F) Purificacion de MPB-CycB1;2 por unién a resina Amintra. Ensayo de western blot en el panel
superior y tincién azul coomasie en el panel inferior. NI: No inducido, I: Inducido, FS: Fraccion soluble, FNS: Fraccion no
soluble, NA: Fraccion no absorbida a la columna, LF: Lavado final, Ei: Eluciones.

Finalmente, se purificé a la proteina His-PCNA, cuya clonacion fue reportada por Herrera y

colaboradores (2000) (Figura 37A). Se empled una columna de NTA-Co a pH= 8.0. Como

se observa en la figura 37B, se recupera una gran cantidad de His-PCNA mediante esta

purificacion.
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Figura 37. Purificacién de PCNA. (A) Construccién pPROEX Htb-pcnat. (B) Purificacion de His-PCNA por union a resina
NTA-Co. Ensayo de western blot en el panel superior y tinciéon azul coomasie en el panel inferior. NI: No inducido, I: Inducido,
FS: Fraccion soluble, FNS: Fraccion no soluble, NA: Fraccion no absorbida a la columna, LF: Lavado final, Ei: Eluciones.

5.3 Ensayos de interaccidn in vitro

Previo a los estudios de interaccion se verificd que no existieran interacciones inespecificas
de las proteinas con las resinas de purificacion, asi como con los tags bajo las condiciones
a utilizar. Para ello, se realizé la sobreexpresion de las proteinas a utilizar incluyendo los
tags individuales. Las bacterias se lisaron por sonicacion y la fraccién soluble se puso en
contacto con la resina a la cual no es afin. Se realizaron los lavados pertinentes y se eluyé

para determinar que no existieran interacciones inespecificas (Figura S11).

Una vez determinado lo anterior, se realiz6 el ensayo de interaccion entre His-PCNA y MBP-
RAD51A2 mediante la unién de los cultivos bacterianos y se purificaron los complejos a
través de la columna NTA-Co. El ensayo se realizé con lavados astringentes (buffer wash
+20 mM imidazol + 5 mM B-mercaptoetanol + glicerol 5% + tritén 1%) y se observo la
presencia de ambas proteinas en los eluatos (Figura 38A), sin embargo, la abundancia de
RAD51A2 es baja, lo cual podria deberse a una interaccion relativamente débil. Para probar
lo anterior, se realizé un ensayo de interaccién donde se lavd en condiciones astringentes
y otro a la par en condiciones no astringentes, encontrando que en condiciones no
astringentes la interaccion es mas fuerte con respecto a los lavados con detergentes (Figura
38 A y B). Ademas, se realiz6 la interaccion RAD51A2-PCNA empleando resina Amintra
que une a MBP-RAD51A2, y se observé que PCNA se encuentra en una cantidad baja, lo
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cual concuerda con la interaccion antes mencionada (Figura 38C). De la misma forma, se
encontro interaccion entre PEX-RAD51A2 y His-PCNA purificado por NTA-Co (Figura 38D).
Todos estos experimentos indican la interaccion directa entre PCNA y RAD51A2 de maiz.
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Figura 38. Interaccion RAD51A2-PCNA. (A) Interaccion His-PCNA/MBP-RAD51A2 por NTA-Co en condiciones

astringentes.

(B) Interaccion His-PCNA/MBP-RAD51A2 por NTA-Co en condiciones no astringentes. (C) Interaccion His-

PCNA/MBP-RAD51A2 por Amintra agarosa. (D) Interaccién His-PCNA/PEX-RAD51A2 por NTA-Co. NI: No inducido (azul
representa las muestras de RAD51A2 y naranja las de PCNA), I: Inducido, FS: Fracciéon soluble, NA: Fraccidon no absorbida a la

columna, LF: Lavado final, Ei: Eluciones.

Por otro lado, se analizé la interaccion MBP-CycB1;2 con PEX-RAD51A2 uniendo a

columna de Profinity, encontrando a ambas proteinas en los eluatos (Figura 39A) lo que

indica su posible interacciéon. Por ultimo, se realizé el ensayo de interaccion entre MBP-

CycB1;2 y His-PCNA encontrando interaccion directa entre estas proteinas (Figura 39B).

Estas interacciones sugieren que podrian formarse diversos complejos que contengan

proteinas relacionadas al ciclo celular y a la reparacion del dafio al DNA.
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Figura 39. Interaccion RAD51A2-CycB1;2. (A) Interaccién MBP-CycB1;2/PEX-RAD51A2 por Profinity. (B) Interaccion His-
PCNA/MBP-CycB1;2 por NTA-Co. NI: No inducido (azul representa las muestras de CycB1;2 y naranja las de PCNA y RAD51A2),
I: Inducido, FS: Fraccién soluble, NA: Fraccion no absorbida a la columna, LF: Lavado final, Ei: Eluciones.



5.4 Actividad de cinasa

Previamente se reporté la interaccion directa entre PCNA y |a cinasa dependiente de ciclina
CDKB1;1 (Garza-Aguilar et al., 2019), asi como la formacion de complejos CDKB1;1-
CycB1;2 en extractos proteicos de maiz (Lara-Nunez et al., 2021). Para determinar si los
complejos CDKB1;1-CycB1;2 son activos sobre RAD51A2 se realizaron ensayos de
actividad de cinasa con complejos recombinantes formados por la interaccion entre
CDKB1;1, fosforilada por la cinasa activadora de CDKs (Cak1), y CycB1;2, utilizando como
blanco de fosforilacion a MBP-RAD51A2, encontrando que el complejo CDKB1;1-CycB1;2
reconoce al sustrato RAD51A2 y lo fosforila. Interesantemente, los complejos formados por
CDKB1;1 y CycB2;1 también tienen actividad cinasa sobre RAD51A2, pero no asi los
complejos de estas dos ciclinas B con CDKA, sugiriendo un mecanismo de fosforilacién
especifico para RAD51A2. Ademas, se observé la fosforilacién sobre CycB1;2 por CDKA 'y
CDKB1;1, mientras que CycB2;1 es fosforilada unicamente por CDKB1;1 y a un nivel menor

que la fosforilacion sobre CycB1;2 (Figura 40A).

Por otro lado, se puedo observar la fosforilacion sobre MBP-RAD51A2 por complejos de
CDKB1;1 o CycB1;2 provenientes de extractos totales de maiz sugiriendo que esta

fosforilacion podria ocurrir in vivo (Figura 40B).

A B
pCDKA pCDKB1;1

CycB1;2 + - + . IP a-CDKB1;1 a-CycB1;2
CycB2;1 - + - + ET - + + - + +
MPB-RAD51A2 + + + + MBP - + - - + -

B pesm—" <— pCycB RAD + - + + - +

% . |e—pRAD51A2 1' g‘ - ; <—— pRAD51A2
Coomasie . ~ |«— CycB
RAD51A2 Coomasie
e )

Figura 40. Actividad de cinasa sobre RAD51A2. (A) Actividad cinasa de complejos los recombinantes pCDKA-
CycB1;2, pCDKA-CycB2;1, pCDKB1;1-CycB1;2 y pCDKB1;1-CycB2;1 sobre MPB-RAD51A2 n=1. (B) Actividad de
cinasa asociada a CDKB1;1 y CycB1;2 en extractos totales de maiz sobre RAD51A2 n=2.

Finalmente se requiere realizar réplicas para confirmar este comportamiento, asi como
determinar si la presencia de PCNA puede modificar este patréon de fosforilacion sobre
RAD51A2.
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6. Establecimiento de un modelo fisiolégico para estudiar la reparacion del DNA.

Ahora bien, resulta de interés determinar si estas asociaciones encontradas con los
ensayos de interaccion in vitro, pueden ocurrir de forma fisiolégica dentro de un extracto
proteico de maiz, y si estas son favorecidas ante estimulos externos que enciendan la
respuesta de dano al DNA. Para ello se inicio la construccion de un modelo de induccion
de dafio al DNA.

Con la finalidad de validar la viabilidad y el vigor del lote de semillas de maiz Chalquefio a
emplear, se embebieron 75 semillas repartidas en 3 rollos de papel absorbente, se dejaron
a 25 °C en oscuridad por 41, 54 y 72 h. Como parametros fisioldgicos se conté el numero
de semillas en que hubo protrusién de radicula, los pelos radiculares y las raices seminales.
También se registraron los parametros mencionados en plantas de maiz de 2 semanas,

ademas se cuantificé el numero de hojas y el tamafo de la segunda hoja.

Previamente, Vazquez-Ramos y colaboradores reportaron que a las 36 h post-imbibicion el
50 % de las semillas (maiz chalquefio) presentan protrusion de radicula y a las 72 h cerca
del 100% (Garcia, Jiménez and Vazquez-Ramos 1995; Sanchez-Camargo et al., 2020). Se
analizo un primero lote en el cual no se obtuvieron los parametros 6ptimos en las semillas
(Figuras S12 y S13), por lo que se analizé un segundo lote. En la figura 41 se muestran los
parametros medidos del segundo lote de semillas, mientras que en la figura 42 se muestran
las plantas y hojas obtenidas a las 2 semanas. El segundo lote cumple con los parametros
establecidos, por lo que se eligié para los analisis posteriores.

Tiempo después de la imbibicion (h)
36 54 72

WI00000090¢
AL

Tiempo después de Semillas Semillas con pelos |Semillas con raices
la imbibicién (h) | protruidas (%) radiculares (%) seminales (%)
0 0 0 0
36 52 0 0
54 88 61.3 26.7
72 96 88 86.7

Figura 41. Medicion de parametros fisioldgicos del lote 2 de semillas embebidas por 36, 54 y 72 h.
Los recuadros amarillos sefalan las semillas no protruidas. La tabla muestra el porcentaje de las
semillas totales con cada parametro.



Tiempo Semillas con Longitud
después de la| Semillas | Semillas con raices promedio
imbibiciéon | protruidas pelos seminales |N° de hojas| dela 2?
(semanas) (%) radiculares (%) (%) promedio | hoja (cm)

2 95 95 920 2.8+0.6 | 13.9+4.3

Figura 42. Planta de maiz de 2 semanas, lote 2, se embebieron 75 semillas repartidas en 3 rollos por 72 h en
oscuridad a 25 °C y posteriormente fueron incubadas en camara de fotoperiodo 12 h luz/ 12 h oscuridad, hasta
que cumplieron 2 semanas. Tamafio de la segunda hoja. Cuantificacion de parametros fisioldgicos.

Como siguiente parametro fisioldgico, se midié la viabilidad del lote de semillas. Esta se

determiné mediante la tincion de las semillas con azul se tetrazolio, siguiendo la

metodologia reportada para especies vegetales (Govender, Aveling, and Kritzinger 2008;

Santos, Novembre, and Marcos-Filho 2007). En la figura 43A se muestra un ejemplo de

semillas viables que son capaces de reducir el tetrazolio y generar un derivado colorido.

Como se puede observar en la figura 43C, el 96.6% de las semillas son viables, por lo que

se comprueba que se trata de un lote adecuado para los analisis.

Como control negativo de tincidn, se hirvié un lote de semillas en agua por 4 h, para obtener

semillas muertas, posteriormente se realizé la tincién y se obtuvo el 100% de semillas

incapaces de reducir el compuesto quimico, por lo que no presentan una coloracion purpura

(Figura 43B).
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C Viabilidad de semillas
100
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Viabilidad (%)

Figura 43. Viabilidad medida por ensayo de azul de tetrazolio. (A) Ejemplo de semillas viables. (B)
Ejemplo de semilla no viable por tratamiento al calor. (C) Cuantificacién de un lote de 90 semillas.

De acuerdo a lo reportado por Santos (2007) las semillas tefiidas pueden subdividirse de
acuerdo al grado de tincion en el eje embrionario y el endospermo suave en:
e Viable-vigoroso, cuando el color de la tincién es morado en todo el embrién y el
endospermo, ambos con tejidos turgentes y sanos, sin lesiones visibles.
¢ Viable-no vigoroso, cuando el endospermo y / o cotiledones tienen menos del 50%
de areas sin teiir, sin lesiones visibles; punta de la radicula sin tefir y que muestra

tejido turgente.

¢ No viable, cuando no existe tincion del endospermo y cotiledones.

Siguiendo esta clasificacion (Figura 44A), se observé que el 87.6 % del lote de semillas son

viables vigorosas, el 8.99% son no vigorosas y Unicamente el 3.37% no son viables (Figura
44B).

Vigor de semillas

100
87.64

80

60

Vigor en las semillas (%)

Viable Viable no No viable s
vigorosa vigorosa W& ® e

Figura 44. Vigor medido por ensayo de azul de tetrazolio. (A) Ejemplo de semillas

vigorosas, no vigorosas y no viables. (B) Cuantificacion de un lote de 90 semillas. 71



Ya que el modelo de estudio a emplear son ejes embrionarios de maiz, se analizé la
viabilidad y vigor de los ejes extraidos. Como se observa en la figura 45, los valores de los
parametros medidos no cambian sustancialmente entre semillas completas y ejes

embrionarios, mostrando que en el proceso de extraccion, las células presentes en los ejes
embrionarios se mantienen con vida.

A B
Viabilidad de ejes embrionarios Vigor de ejes embrionarios
100 1007
98.89 86.67
804 80-
S <
& £ 60
= 60- =
S .
2 S 40-
3 40- =
=
= 20- 12.22
0_

Viable Viable No No viable
vigoroso vigoroso

Figura 45. Viabilidad y vigor de ejes embrionarios de maiz. (A) Cuantificacién de viabilidad en un

lote de 90 ejes embrionarios. (B) Cuantificacidon de vigor en un lote de 90 ejes embrionarios. (C) Ejemplo
de ejes: vigoroso, no vigoroso y no viable.

7. Modelo de induccidon de dafio al DNA

Se realiz6 el ensayo de viabilidad en ejes tratados con zeocina 10 y 200 uM, asi como sus
respectivos controles, tras 3,12 y 24 h de recuperacion después de la exposicién. Como se
observa en la figura 46, no existen cambios significativos entre los grupos control y los
tratados con zeocina en los tiempos de estudio. Esto podria deberse a dos razones, por un

lado, la sensibilidad de la técnica es baja y permite evidenciar unicamente una gran cantidad

72



de dafo, lo cual no se esta generando con el tratamiento, o bien, la zeocina no esta siendo

introducida en las células.

Viabilidad y vigor

100.00
80.00
o 60.00
w
< 40.00
20.00
0.00
N\ N\ N
C S E ST eSS S
& D & P S D P & D S S
< N < < > < A < > < A
& & @ Q& & & e & ¢ &L L
< 9 < O < o < N < “ < )
V /\/Q/ '\,Q’ ,\/Q, AS /\/Q,O
Tiempo de recuperacién 3h 12h 24h

EVV EVNV mNV

Figura 46. Viabilidad y vigor de ejes embrionarios de maiz tratados con zeocina o control.
VV: Viable-vigorosos, VNV: Viables-No vigorosos, NV: No viables. Para cada grupo control o
tratado se emplearon 60 ejes embrionarios, repartidos en dos réplicas de 30 cada una.

Para determinar si la zeocina es introducida a los ejes embrionarios y causa dafio al DNA,
se realizé una extraccion de DNA gendmico (gDNA) tanto de ejes control que no fueron
sometidos a vacio, ejes control que se trataron en vacio con buffer de imbibicién y tratados
con 200 uM de zeocina. Las muestras se cuantificaron y a 1.5 yg de DNA se les agrego
NaOH 0.1 N y se desnaturalizaron a 95 °C por 15 min. Como se observa en la figura 47A,
tras 24 h después de la exposicion a zeocina, el DNA de ejes tratados con 200 uM genera
un corrimiento de fragmentos de distintos tamarios, indicando que el DNA se fragmentd, a
diferencia de lo observado en los controles. Ademas, se cargaron 300 ng de gDNA si tratar
con NaOH mostrando que la extraccion del DNA se realizé6 de forma correcta, evitando
fragmentarlo (Figura 47A). Por otro lado, se observé que el crecimiento de los ejes tratados
con 2000 yM de zeocina se reduce, mientras que a concentraciones de 20 y 200 uM los
ejes crecen similar al control (Figura 47B y C). Ahora bien, se requerira realizar una curva
dosis-respuesta entre concentraciones de 20 a 200 yM para determinar la concentracion
optima, asi como un ensayo de recuperacion que demuestre que el dafio generado puede
ser reparado.
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Figura 47. Modelo de dafo al DNA. (A) gDNA de Gel de agarosa 1.5%. (B) Fenotipo de ejes embrionarios
tras 54 h de imbibicién después de exposicion a zeocina. Barra blanca = 1 cm. (C) Cuantificacion de la longitud
de los ejes embrionarios en B n=10.

Discusion de resultados

El estudio de las plantas y sus mecanismos de reparacién ante dafio al DNA ha cobrado
gran importancia, entre otras razones, por el hecho de que la integridad del genoma esta
directamente relacionada con la viabilidad de las células en los diferentes tejidos de las
semillas, lo cual se ve reflejado durante la germinacion y que impacta en el rendimiento de
las cosechas. Por ello, la interconexion entre los procesos de germinacion y reparacion del
dafio al DNA son de interés. Algunos marcadores claves de estos procesos son las

proteinas relacionadas al ciclo celular: PCNA, Ciclinas tipo B (CycB) y Cinasas
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dependientes de ciclinas tipo B (CDKB) asi como la proteina RAD51, fundamental para la

reparacion, especificamente via recombinacién homologa.

El genoma del maiz, al igual que el de otras plantas, ha tenido duplicaciones génicas
completas por lo que usualmente las superfamilias de proteinas contienen mayor nimero
de miembros comparado con otros organismos eucariontes, por ejemplo, mientras que en
humanos solo existen tres ciclinas tipo B, en maiz existen 7 (Figura 13C), lo que ha sugerido
que esto les permite a las plantas, dada su naturaleza sésil, responder ante diversos
estimulos medioambientales (Hughes et al., 2014). En este estudio se analizaron las
secuencias proteicas de las familias de RAD51, Cyc tipo B, CDKsB y PCNA, encontrado
que PCNA y RAD51A son proteinas conservadas entre los diferentes organismos, mientras
que las CDKsB y CycsB son menos conservadas, ademas se observa una clara separacion
entre los miembros de las familias 1 de las familias 2 de CycsB y CDKsB, habiendo también
separacion entre plantas monocotiledéneas (maiz, arroz, trigo) y dicotiledéneas (A. thaliana,
tomate, tabaco) (Figura13), no solo en estructura sino también en funcion (Chen et al., 2019;
Weimer et al., 2016; Endo et al., 2012).

Por otro lado, desprendido de las evidencias mostradas sobre la relevancia de los motivos
de interaccion con PCNA, se decidioé analizar la presencia de estos motivos dentro de las
proteinas de interés. Debido a que no se cuenta con las estructuras cristalizadas se

realizaron modelos in silico de las estructuras terciarias de las proteinas de interés.

El modelado in silico, asi como la dinamica molecular, son herramientas poderosas que
permiten determinar con precision la disposicion tridimensional de los aminoacidos, ya sea
basandose en estructuras semejantes que ya hayan sido cristalizadas previamente, o en el

calculo de velocidad, energia y posicion de cada atomo dentro de un sistema.

En este sentido, las proteinas mejor conservadas, como RAD51A2 y PCNA, generan
estructuras mas confiables y completas, cuando son modeladas por homologia, mientras
que, para las menos conservadas, como es el caso de CycB1;1, CycB1;2 y CKDB1;1 resulta
complicado obtener un modelo completo por homologia. Sin embargo, otros métodos como
el modelado por plegado, donde se analizan fracciones de la proteina en busca de
secuencias homoélogas, permiten una reconstruccion mas probable. Finalmente, la
validacion mas rigurosa y aceptada para modelos de proteinas es someter los sistemas

obtenidos a dinamica molecular, donde el calculo de posicion y velocidad de cada atomo
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en el tiempo, tomando en cuenta su energia y las posibles interacciones con el resto de los

atomos en la molécula, permite obtener un modelo certero.

Los modelos obtenidos mediante homologia deben ser analizados a partir de pruebas
estadisticas, y una de las mas empleadas es el analisis QMIEAN, el cual es una funcién de
puntuacién que consiste en la combinacion lineal de al menos 4 descriptores estructurales:
primero, el potencial de interaccion dependiendo de la distancia y fuerza entre cada residuo,
el segundo se realiza entre todos los atomos para evaluar las interacciones de largo
alcance, también se determinan los angulos de torsién donde cada uno se calcula sobre
tres aminoacidos consecutivos para analizar la geometria de la cadena principal y
finalmente un potencial de solvatacion para describir el estado conformacional de los
residuos. ElI mejor modelo obtenido tendra un valor numérico de QMEAN mas grande
(Benkert et al., 2011). Ademas, resulta de gran utilidad obtener los diagramas de
Ramachandran, que permiten observar si los aminoacidos que se encuentran en una
estructura secundaria en especifico mantienen angulos de torsién validos. Dentro de los
modelos obtenidos en este trabajo, los mejores valores de QMEAN y diagramas de
Ramachandran, corresponden a los modelos de PCNA y RAD51A2 debido a la alta

identidad con sus homalogos cristalizados.

Por otro lado, los modelos por plegado se validan mediante el C-score; se trata de una
puntuacién de confianza para estimar la calidad de los modelos predichos por I-TASSER
(Yang et al., 2015). Se calcula sobre los alineamientos de los moldes y los parametros de
unién de las simulaciones del ensamblaje en la estructura. La puntuacion C se encuentra
tipicamente en el rango de -5 a 2, donde una puntuacion C de valor mas alto significa un
modelo con una confianza alta (Yang et al., 2015). Dentro de los modelos analizados,
RAD51A2 y CDKB1;1 tienen los mejores C-score. Sin embargo, los calculos de RMSD
(Root-mean-square deviation), que determinan la desviacién en posicién de un modelo, con

respecto a una referencia, son altos indicando que no son los modelos 6ptimos.

A su vez, los ensayos de dinamica molecular deben ser analizados mediante métodos
estadisticos, que permitan determinar la calidad de las estructuras a lo largo del tiempo. El
céalculo de RMSD es esencial, pues permite precisar si el sistema ha llegado al equilibrio,
pues todas las interacciones permanecen estables y por ello la estructura deja de tener
grandes movimientos. En los casos de estudio, se observa que tanto RAD51A2 como
CycB1;1y PCNA logran llegar al equilibrio, a pesar de que CycB1;1 mantenia su N-terminal
no estructurado. Por el contrario, para CDKB1;1 y CycB1;2 parecieran no alcanzar el
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equilibrio por completo pues se observa una tendencia a incrementar hacia el final de la
dinamica, esto debido a que sus N-terminal se pliegan en una conformacién poco estable,
por ello deberia alargarse el tiempo de simulacién para permitir el equilibrio o bien realizar

una dinamica molecular unicamente del N-terminal.

Otro parametro clave es la medicion de root-mean-square fluctuation (RMSF) que permite
determinar cuales cadenas laterales dentro de la proteina son aquellas que se mantienen
en constante movimiento, en este caso se observan las mayores fluctuaciones en los
residuos de los N-terminales pues se trata de regiones intrinsecamente moviles, ademas
en el caso de CycB1;1, CycB1;2 y CDKB1;1 se debe tomar en cuenta que, desde los

modelos, estos extremos no mantenian una conformacién especifica.

Finalmente, el analisis de cluster permite determinar cuantas estructuras son lo
suficientemente parecidas (+0.2 nm de RMSD) a lo largo del tiempo, mostrando la
estructura que mas veces se repite, es decir la mas estable, las cuales seran de utilidad

para el estudio de interaccion con PCNA.

El estudio de motivos de union a PCNA muestra que las proteinas de interés, RAD51A2,
CycBs y CDKBs, contienen PIPs conservados en plantas, mientras que esta conservacion

se mantiene en plantas, mamiferos y levadura para RAD51 (Tabla 7).

Al analizar la localizacion de los motivos PIP en las estructuras tridimensionales, obtenidas
por dinamica molecular, se puede notar que aquellos que se encuentran en la superficie de
las proteinas (Tabla 8), podrian interactuar con PCNA con mayor facilidad, esto, con
respecto a los motivos que se encuentran internalizados en el core de las proteinas, pues
el impedimento estérico causado por las nubes electrénicas de los residuos de aminoacidos

contiguas al motivo, podrian impedir que la interaccion ocurra.

Existen multiples estudios que demuestran la funcionalidad de los motivos PIP y PIP-Like
indicando que son suficientes y necesarios para las interacciones proteina-proteina con
PCNA (Warbrick 1998; Acharya et al., 2011; Prestel et al., 2019; Lowran et al., 2020; Andrs
et al., 2020), resaltando el hecho de que las proteinas con motivos PIP parecieran unirse
con mayor afinidad, comparando con las que se unen por un PIP-Like. Esto permite sugerir
que CycB1;1, CycB1;2, CDKB1;1 y RAD51A2 podran unirse a PCNA in vivo. El determinar
las regiones putativas de interaccion entre CycB1;1, CycB1;2, CDKB1;1 y RAD51A2 con
PCNA permitira realizar un modelo in silico para la formacion de este complejo que podria
estar implicado en la reparacion del dafio al DNA.
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El analisis de acoplamiento molecular entre RAD51A2 y PCNA muestra que la interaccion
podria llevarse a cabo mediada por el motivo PIP 243-249, ademas, la dinamica molecular
revela que este complejo es estable (Figura 29). Asi mismo, se determiné que RAD51A2
presenta dos sitios suboptimos y uno 6ptimo para la fosforilacién por CDKs, sugiriendo que
los complejos de CDKs podrian ser activos sobre este sustrato, tal como fue reportado en
A. thaliana (Weimer et al., 2016).

Existen diversos reportes en plantas y mamiferos que muestran la conservacion en funcién
y estructura de la proteina reparativa RAD51, siendo esta una proteina esencial para la
recombinacién homéloga al funcionar como recombinasa dependiente de ATP (Dray et al.,
2010; Boyko et al., 2006; Hirakawa et al., 2017; Li et al., 2007); por esta razén se ha
empleado como proteina marcadora de la reparacién ante dafio al DNA. En maiz existen
dos genes para RAD51, Rad51A1y Rad51A2 que mantienen un 90% de identidad y cuya
expresion es muy similar (Maize GDB). Debido a que ZmRad51A2 es transcrito como

mensajero unico fue el gen candidato para realizar la clonacion.

Una proteina implicada en el ciclo celular y la reparacion de dafio al DNA es el Antigeno
Nuclear de Proliferacién celular (PCNA) (Strzalka et al., 2013; Strzalka et al., 2012). PCNA
es una proteina plataforma que permite la interaccion de diversas proteinas. Dentro de los
mecanismos de reparacion, se ha observado su participacion al asociarse a proteinas clave,
por ejemplo glicosilasas, Mutla y DNA polimerasas reparativas (Spampinato, 2017; Leung
et al.,, 2018). Ademas, durante la tolerancia al dafio se ha observado que Ia
poliubiquitinacién en la K164 de PCNA favorece la recombinacion homaologa (Sakamoto et
al., 2018). En este estudio se mostré la interaccion directa entre PCNA y RAD51A2 de maiz
(Figura 38), lo cual sugiere que esta interaccion podria llevarse a cabo durante la reparacién
del dafio al DNA mediante recombinacién homéloga. Ademas, esta interaccion puede estar
mediada por los motivos PIP de RAD51A2, tal como lo mostré el modelo de acoplamiento

molecular (Figura 29).

Otro grupo de proteinas relacionadas al ciclo celular que se han asociado a la reparacion
de dafo al DNA es la familia de CycB1 en A. thaliana, donde se ha mostrado que son
necesarias para la formacion de foci reparativos, ademas en complejo con CDKB pueden
fosforilar a RAD51 (Biedermann et al., 2017; Weimer et al., 2016). En maiz existen pocos
estudios sobre la funcién de ciclinas tipo B fuera de su papel en ciclo celular, y Unicamente
se ha sugerido que CycB1;1 podria estar implicada en procesos diferentes, pues

permanece presente aun después de la fase M, en diversas secciones del eje embrionario,
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mientras que CycB1;2 se ha relacionado como marcador de ciclo celular pues desaparece
tras la anafase (Mews et al., 1997). Sin embargo, resulta de interés un estudio con técnicas
mas directas que permitan dilucidar con claridad la posible participacion de cada una de

estas proteinas en diversos procesos.

En este sentido, la produccion de proteina recombinante derivada de la clonacion del gen
cycb1;2 permitio mostrar sus interacciones con otras proteinas, entre ellas PCNA (Figura
39B), interaccién que podria estar mediada por los motivos PIP presentes en CycB1;2
(Tabla 8). Ademas, permitio el analisis de interaccion directa con RAD51A2 (Figura 39A),
lo cual sugiere que CycB1;2 podria reconocer a RAD51A2 como posible sustrato de

fosforilacion por una CDK.

En plantas se ha reportado que las cinasas dependientes de ciclina tipos A y B pueden
interaccionar y formar complejos activos con diversas ciclinas, las cuales provén
especificidad hacia el sustrato a fosforilar (John et al., 2001; Kitsios et al., 2011; Godinez-
Palma et al., 2013). En este estudio se mostré que los complejos recombinantes CDKB1;1-
CycB1;2 son activos sobre RAD51A2 y, como previamente se mostrd, CycB1;2 podria estar
dirigiendo este proceso. Previamente se habia reportado que RAD51 es blanco de
fosforilacion por complejos CDKB-CycB1;1 en A. thaliana (Weimer et al., 2016), similar a lo
encontrado en este trabajo usando maiz. Interesantemente los complejos formados por
CDKB1;1-CycB2;1 también son activos sobre RAD51A2.

En A. thaliana se mostré que los complejos CDKA-CycB son activos sobre RAD51 (Weimer
et al., 2016), esto parece ser distinto en maiz pues complejos activos de CDKA-CycB1;2 y
CDKA-CycB2;1 no son capaces de fosforilar a RAD51A2, demostrando que se requiere la
actividad de CDKB, pero no la de CDKA. De forma similar, en maiz se ha observado la
formacion de complejos CDKA/CycB2;2 los cuales no son activos sobre histona H1,
indicando que la actividad de complejos CDKB/CycB es especifica sobre ciertos sustratos
(Sabelli et al., 2014). Del mismo modo, se observo que CycB1;2 y CycB2;1 son sustratos
de fosforilacion de CDKB mientras que para CDKA solo se observa fosforilacion sobre
CycB1;2; esta fosforilacion podria ocurrir sobre el sitio 6ptimo que se encuentra en la

superficie de la proteina como lo mostré el modelo en la figura 25.

Por otro lado, se observo también que complejos obtenidos de extractos proteicos de maiz,
conteniendo CDKB1;1 o CycB1;2, son capaces de fosforilar a RAD51A2, indicativo de que

podria tratarse de un sustrato fisiolégico y que su fosforilacién es importante para la
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regulacién de su actividad. Seria interesante determinar si la adicion de PCNA modifica la
actividad de cinasa de los complejos CDKB1;1-CycB1;2 sobre RAD51A2.

Una vez determinadas las posibles asociaciones entre reguladores del ciclo celular y la
proteina reparativa RAD51A2, sera interesante determinar si estas asociaciones pueden
ocurrir de forma fisiolégica en maiz, y si estas interacciones son favorecidas ante estimulos
externos que enciendan la respuesta de dafo al DNA, por ejemplo, agentes quimicos con

la zeocina. Para ello se inicid la construccion de un modelo de inducciéon de dano al DNA.

Estos modelos de induccion de dafio al DNA en plantas se han empleado para dilucidar las
proteinas y mecanismos involucrados en los procesos de reparacion, ya que son vitales
para las células. (Balestrazzi et al., 2011; Hirakawa et al., 2017; Endo et al., 2012). Resulta
de gran importancia para un modelo de induccion de dafio al DNA, mostrar que el material
biolégico a utilizar no se encuentre dafiado por si mismo, por ello se debe validar el lote de

semillas a emplear.

El lote 2 utilizado en estos estudios muestra parametros fisioldgicos correctos, es decir, su
temporalidad en germinacién es la adecuada y el ensayo con azul de tetrazolio indica que
tiene alta viabilidad y vigor, comprobando que se trata de un lote éptimo para realizar la
induccion de dano al DNA (Figuras 41, 42, 43 y 44).

La estructura de una semilla de maiz esta compuesta por diversas capas (Figura 2), algunas
de las cuales son duras, cerosas y resistentes a la penetracion de compuestos exdégenos,
logrando asi la preservacion de las células encargadas de generar una nueva planta.
Debido a esta resistencia, resulta poco factible la induccion de dafio a DNA por zeocina en
la semilla completa, por lo que se decidi®6 emplear como modelo de estudio ejes
embrionarios de maiz. Al analizar la viabilidad y vigor de los ejes no se hallé diferencia en
estos parametros entre semillas y ejes embrionarios (Figura 45), indicando que el método

de extraccion de ejes no modifica su viabilidad y vigor.

La zeocina (PubChem 159333) es un glicopéptido de la familia de las bleomicinas, la cual
originalmente se aislé de la bacteria Streptomyces verticillus que se intercala en el DNA
causando rupturas, principalmente, de doble cadena (Gatignol et al., 1988). Se trata de una
molécula relativamente grande (1427.5 g/mol), por lo que introducirlo dentro de una
estructura rigida, como lo son los ejes embrionarios de maiz, podria resultar complicado,
por ello se decidié favorecer la introduccion de esta molécula mediante vacio, aun asi, no

se observaron diferencias significativas en viabilidad entre los grupos control y tratados
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(Figura 46). Interesantemente, cuando los ejes se incuban por 24 h a 25 °C tras el vacio, el
numero de ejes viables no vigorosos disminuye, mientras que los ejes no viables se
incrementan ligeramente, indicando que los ejes no vigorosos son mas susceptibles.
Ademas, este efecto se observa Unicamente a las 24 h, momento en el cual el metabolismo
celular de los ejes embrionarios se encuentra mas activo (Figura 4), donde el ambiente
quimico y metabdlico determina si la célula podra contender contra el dafio o se

desencadena la muerte celular.

Para determinar si el tratamiento con zeocina genera rupturas en el DNA se realizd
extraccion de DNA gendmico de ejes embrionarios, y se observo que a una concentracion
de 200 uM el DNA se dafia de forma muy evidente, El crecimiento de los ejes después de
la exposicién al agente genotodxico, no parece estar comprometido hasta una concentracién
de 200 yM a pesar del dafo al DNA generado, esto podria deberse a un efecto de
reparacion donde las células son capaces de contender contra el dafio. Sin embargo, a una
concentracion de 2000 uM el dafio es tan severo que las células son incapaces de hacer
frente a dicho estrés, posiblemente desencadenando la muerte celular programada. Sera
muy importante estandarizar este modelo para que pueda ser utilizado en el estudio de la
respuesta de los marcadores de ciclo celular y reparacion del DNA utilizados en esta tesis,

ante dafo al DNA, y la posible funcion de cada uno de ellos.

Conclusiones

v' Se generaron modelos de estructura terciaria de CycB1;1, CycB1;2, CDKB1;1,
RAD51A2 y PCNA.

v" Los modelos obtenidos tras dinamica molecular de RAD51A2, CycB1;1, CycB1;2,
PCNA y CDKB1;1 se pueden utilizar para modelar sus interacciones.

v' Las proteinas de interés CycB1;1, CycB1;2, CDKB1;1 y RAD51A2 contienen
motivos PIP y PIP-Like en la superficie de estas, sugiriendo su posible interaccion
con PCNA.

v" El modelo computacional sugiere una interaccion estable entre RAD51A2 y PCNA.

v' Existe una interaccion directa entre RAD51A2 y PCNA, CycB1;2 con PCNA y
CycB1;2 con RAD51A2.
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v' Los complejos recombinantes de CDKB1;1-CycB1;2 y CDKB1;1-CycB2;1 son
activos sobre RAD51A2, mientras que los complejos CDKA-CycB1;2 y CDKA-
CycB2;1 no lo son.

v" En extractos proteicos de maiz se encontré actividad asociada a CDKB1;1 vy
CycB1;2 sobre RAD51A2.

v El lote de semillas a emplear tiene parametros de viabilidad y vigor correctos para
el estudio.

v' Se construyé un modelo de induccién de dafio al DNA por zeocina que genera
ruptura del DNA.

Perspectivas

e Generar un modelo computacional del macro-complejo CycB1;2-CDKB1;1-
PCNA-RAD51A2.

e Determinar si PCNA modifica la actividad de cinasa de CDKB1;1 sobre
RAD51A2.

e Concluir la estandarizacion del modelo de dafio al DNA tanto por zeocina como
por radiacion gamma.

o Evaluar el efecto de dafo al DNA en ejes embrionarios de maiz sobre la
expresion y abundancia proteica.

e Determinar la formacién de complejos binarios PCNA con CycB1;2, CDKB1;1y
RADS51A respectivamente en la cromatina ante dafio al DNA.

o Identificar la co-localizacion de PCNA con CycB1;2, CDKB1;1 y RAD51
respectivamente en sitios con dafio al DNA, mostrando su posible participacién

en la respuesta ante dafo al DNA.
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Figura S1. Porcentaje de identidad entre los miembros de la familia RAD51 de A. thaliana (At), Oryza sativa (Os), Physcomitrium
patens (Pp), Zea mays (Zm), humanos (Hs), Saccharomyces cerevisiae (Sc) y Schizosaccharomyces pombe (Sp).



AtCDKB1;1 100

AtCDKB1;2 88.75 100

AtCDKB2;1 65.79 63.07 100

AtCDKB2;2 65.81 65.06 88.93 100

SICDKB1;1 83.17 82.32 66.89 67.21 100

SICDKB2;1 65.15 65.05 83.06 83.71 67.55 100

NtCDKB1;1 84.14 83.28 67.56 68.3 95.05 68.54 100

NtCDKB1;2 84.14 83.28 67.56 68.3 95.38 68.54 99.67 100

OsCDKB1;1 77.99 77.17 68.9 69.61 83.5 68.98 85.48 85.48 100

OsCDKB1;2 62.78 63.02 76.77 78.45 64.14 76.25 64.47 64.47 65.13 100

TaCDKB1;1 61.66 63.14 78.01 78.84 63.31 78.28 64.52 64.52 64.52 88.21 100

TaCDKB1;2 76.05 75.24 65.69 66.88 84.16 65.4 84.16 84.49 88.12 64.8 62.9 100

ZmCDKB1;1 76.05 75.24 65.69 66.88 84.16 65.4 84.16 84.49 88.12 64.8 62.9 100 100

ZmCDKB1;2 63.43 63.34 76.74 77.08 64.47 77.05 64.8 64.8 65.46 88.08 86.16 63.17 63.17 100

ZmCDKB2 63.73 63.64 77.36 77.7 64.78 77.85 65.12 65.12 65.78 88.04 86.16 64.69 64.69 99.69 100
AtCDKB1;1 | AtCDKB1;2 | AtCDKB2;1 | AtCDKB2;2 | SICDKB1;1 | SICDKB2;1 | NtCDKB1;1 | NtCDKB1;2 | OsCDKB1;1 | OsCDKB1;2 | TaCDKB1;1 | TaCDKB1;2 | ZmCDKB1;1 | ZmCDKB1;2 | ZmCDKB2

Figura S2. Porcentaje de identidad entre los miembros de la familia CDKB de A. thaliana (At), Solanum licopersicum (Sl),

Nicotiana tabacum (Nt), Oryza sativa (Os), Triticum aestevium (Ta) y Zea mays (Zm).
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Figura S3. Porcentaje de identidad entre los miembros de la familia CycB de A. thaliana (At), Oryza sativa (Os), Zea mays (Zm),
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SpPCNA 100%

HsPCNA 51.96%
AtPCNA2 53.54%
AtPCNA1 53.93%
SIPCNA 53.54%
NtPCNA 54.72%
ZmPCNA 53.14%
TaPCNA 54.72%
OsPCNA 54.33%
ScPCNA 45.27%
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AtPCNA1
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100%
39.76%
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100%
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Figura S4. Porcentaje de identidad entre PCNA de A. thaliana (At), Solanum licopersicum (Sl), Nicotiana tabacum (Nt),Oryza
sativa (Os), Zea mays (Zm), Triticum aestevium (Ta), humanos (Hs), Saccharomyces cerevisiae (Sc) y Schizosaccharomyces

pombe (Sp).
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Tabla suplementaria 1. ID proteinas empleadas para la construccion de filogenias.

Proteina ID Proteina ID Proteina ID Proteina ID
AtRAD51A P94102 AtCycB1;1 NP_195465.1 AtCDKB1;1 BAA01624.1 AtPCNA1 | AAM63900.1
AtRA51B Q9SK02 AtCycB1;2 Q39067.2 AtCDKB1;2 NP_001031507.1 AtPCNA2 | NP_180517.1
AtRA51C Q8GXFO AtCycB1;3 NP_187759.2 AtCDKB2;1 NP_177780.1 SIPCNA NP_001234844.1
AtRA51D Q9oLQQ2 AtCycB1;4 AT2G26760.1 AtCDKB2;2 NP_173517.1 NtPCNA AAC34126.1
AtDMC1 Q39009 AtCycB2;1 AT2G17620.1 SICDKB1;1 CAC15503.1 OsPCNA AAK98707.1
AtXRCC2 FAKDQ6 AtCycB2;2 AT4G35620.1 SICDKB2;1 CAC15504.1 TaPCNA AIF35058.1
AtXRCC3 QI9FKM5 AtCycB2;3 AT1G20610.1 NtCDKB1;1 AAG01532.1 ZmPCNA | NP_001105461.1
OsRAD51A Q8SBB8 AtCycB2;4 AT1G76310.1 NtCDKB1;2 AAG01533.1 HsPCNA NP_872590.1
OsRAD51B AAS88797.1 AtCycB2;5 AT1G20590.1 OsCDKB1;1 BAD82176.1 ScPCNA QDQ36644.1
OsRad51C NP_918529.1 AtCycB3;1 AT1G16330.1 OsCDKB1;2 BAA19553.1 SpPCNA CAB38513.1
OsRAD51D AOAO075DNI2 OsCycB1;1 LOC_0s01g59120.1.1 TaCDKB1;1 BT009641
OsDmclA AAM76791.1 OsCycB1;2 LOC_0s05g41390.1.1 TaCDKB1;2 BT009182
OsDMC1B BAB85214.1 OsCycB1;3 LOC_0Os01g17402.1.1 ZmCDKB1;1 | AY106440
OsXRCC2 NP_915678.1 OsCycB2;1 LOC_0Os04g47580.1.1 ZmCDKB1;2 | AY106029
OsXRCC3 XP_466261.1 OsCycB2;2 LOC_0Os06g51110.1.1 ZmCDKB2 GRMZM2G416791_P01
PpRad51A CAC82996.1 ZmCycB1;1 | GRMZM2G310115_T04
PpRad51B CAC86604.1 ZmCycB1;2 | GRMZM2G034647_T01
ZmRAD51A1 Q67EU8 ZmCycB1;3 | GRMZM2G005619_T01.1
ZmRAD51A2 Q9XED7 ZmCycB1;5 | GRMZM2G073003_T01.1
ZmDMC1 G5CCL9 ZmCycB2;1 | GRMZM2G073671_T01.1
ZmRAD51B DT947589.1 ZmCycB2;2 | GRMZM2G138886_T01.1
ZmRAD51C BD270520.1 ZmCycB2;3 | GRMZM2G061287
ZmRAD51D AOA1DG6IL54 HsCycB1 EAWS51306.1
ZmXRCC2 COPEK6 HsCycB2 BAA78387.1
ZmXRCC3 AOA3L6ES87 HsCycB3 CAC94915.1
HsRAD51A NP_002866.2 ScClbl NP_011622.1
HsRA51B 015315.2 ScClb2 NP_015444.1
HsRAD51C NP_478123.1 ScClb3 NP_010126.1
HsRAD51D NP_002869.2 ScClb4 NP_013311.1
HsDMC1 Q14565.2
HsXRCC2 NP_005422.1
HsXRCC3 043542.1
ScRAD51 CAA45563.1
ScDMC1 P25453.1
ScRad55 NP_010361.1
ScRAD57 NP_010287.1
SpRad51 BAA02963.1
SpDMC1 BAA28671.1
SpRADS55 NP_593604.1
SpRAD57 NP_593627.1
EcRecA CAA23618.1
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Figura S6. Estadisticos de validacién de modelos de CDKB1;1. (A) QMEAN y diagrama de Ramachandran
del modelo generado por SWISS-Model. (B) QMEAN y diagrama de Ramachandran del modelo generado por
Modeller. (C) C-score y RMSD de los modelos generados por I-TASSER.
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Figura S7. Estadisticos de validacién de modelos de CycB1;1. (A) QMEAN del modelo generado por
SWISS-Model. (B) C-score y RMSD de los modelos generados por I-TASSER.

Giobal Quality Estimate

|
o HEET il o7
anacom I T 071
|

Model Template Alignment

ompanson

QMEAN

8L

B

Quality Estimate

Ramachandran Plot
saves

Plot statistics

o I ‘ Residues in most favoured regions [A,B,L] 21
] . r R Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 10
7 a Residues in generously allowed regions [~a~b,~l~p] 3
20 | I Residues in disallowed regions 1
T oas] - | Number of non-glycine and non-proline residues 235
I Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
9% | ;
d Number of glycine residues (shown as triangles) 13
1351 z Number of proline residues 7
. . ;
) - >
180 135 90 s 90 135 1so Total number of residues 257
Phi (
Ramachandran Plot
saves
180
- . § 7
% ., | |
4s r r | .
7 a 7‘ | Plot statistics
g s |
30 -1 — 1 ] 233
7 & | a.b.p 8
S | [~a~b~1.~p) 0
br | 0
90+ I Number of and non-proline residues 241
) | Number of (excl. Gly and Pro) 1
138 J Number o (shown as triangles) 13
ulf . Number of prolin 8
135180 Total number of 63

94.0%
43%
13%
04%

100.0%

100.0%

Figura S8. Estadisticos de validacién de modelos de PCNA. (A) QMEAN y diagrama de Ramachandran del modelo
generado por SWISS-Model. (B) QMEAN y diagrama de Ramachandran del modelo generado por Modeller.
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Gene: recombination protein51 gene a zmo0001d021893

Description
Synonyms
Location

About this gene

Transcripts

[ Show/hide columns (1 hidden)

Name Transcript ID

Zm00001d021898_T001

Zm00001d021898_T002 K 1336

recombination protein51 gene a
GRMZM2G121543, rad51a, Rad51a1, ZmRad51a
Chromosome 7: 165,620,035-165,624,084 reverse strand.

This gene has 3 transcripts (splice variants), 41 orthologues and 16 paralogues.

Hide transcript table

Zm00001d021898_T003 A 1066

>
bp Protein Biotype UniProt RefSeq Flags
1473 | 340aa | [ Protein coding | BAFBZ5¢ Q67EU8®  NM_001111448 1
NP_001104918. 1
NP_001104918 2
291aa F ] AOA1D6IHQ7 & -
303aa |IP g AOA1D6IHQ8 & -

B Gene: recombination protein51 gene b zmoo0o1d041757

Description
Synonyms
Location

About this gene

Transcripts

lShow/hide columns (1 hidden)

Name

Transcript ID
Zm00001d041757_T001

bp

1548

recombination protein51 gene b
GRMZM2G084762, Rad51a2, rad51b

This gene has 1 transcript (splice variant), 46 orthologues and 16 paralogues.

Hide transcript table

3
Fiter______|
Biotype UniProt RefSeq Flags

I Protein coding | AOA1P8W0S0 % ADATP8WOVA & COHI2 & | NM_001111449 2
QIXED7& NP_001104919 1

Protein
340aa

Figura S9. Transcritos de Zmrad51A. (A) Tres trasncritos producidos por splicing alternativos de
Rad51A1 reportados en Ensembl Plants (B) Unico transcrito de Rad57A2 reportado en Ensembl Plants.
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Figura $10. Alineamiento de las secuencias cdsc y cDNA de Rad51A1y Rad51A2 (panel de arriba). Las
flechas moradas indican los sitios de unién de los primers de clonacion disefiados. Los paneles inferiores
muestran un acercamiento de las regiones de unién de los primers.



A NI | FNSFS NA LF E1 E2 E3

————

WB

o PEX-RAD51A2
46 KDa

4

B NI | FS NA LF E1 E2 E3

wB

4 o PEX-RAD51A2
46 KDa

C NIl | FS NA LF E1 E2 E3 WB

o PCNA 33 KDa

D El E2 E3
NI | FS NA LF e
* a MBP 42 KDa
E
NI I NI | FS NALF E1 E2 WB

- " a MBP 42 KDa
=) o= B

o PCNA 33 KDa

Figura S11. Controles de no unidn. (A) Purificacion de PEX-RAD51A2 por columna de NTA-Co. (B) Purificacion de
PEX-RAD51A2 por columna de amintra. (C) Purificacion de His-PCNA por columna de amintra. (D) Purificacion de MBP
por columna de NTA-Co. (E) Co-purificacion de MBP y His-PCNA por NTA-Co. NI: No inducido, I: Inducido, FS: Fraccion
soluble, FNS: Fraccion no soluble, NA: Fraccion no absorbida a la columna, LF: Lavado final concentrado con TCA, Ei:

Eluatos.
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Tiempo después de la imbibicién (h)

54 72

Tiempo después de
la imbibicidn (h)

Semillas

protruidas (%)

Semillas con pelos
radiculares (%)

Semillas con raices
seminales (%)

0 0 0 0
41 50.7 5.3 0
54 70.7 41.3 2
72 88 74.7 72

Figura $12. Medicion de parametros fisiologicos de semillas embebidas por 41, 54 y 72
h. Los recuadros amarillos sefalan las semillas no protruidas. La tabla muestra el
porcentaje de las semillas totales con cada parametro.

Semillas
con raices
seminales

(%)
96

Semillas con
pelos
radiculares
(%)

96

Tiempo
después de
la imbibicion

(semanas)
2

Longitud
promedio
de la 22
hoja (cm)
17.84+3.2

Semillas
protruidas

(%)
926

N° de hojas
promedio

3.3x0.5

Figura $13. Planta de maiz de 2 semanas, se embebieron 75 semillas repartidas en 3
rollos por 72 h en oscuridad a 25 °C y posteriormente fueron incubadas en camara de
fotoperiodo 12 h luz/ 12 h oscuridad, hasta que cumplieron 2 semanas de. Tamano de
la segunda hoja. Cuantificacion de parametros fisioldgicos.
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