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RESUMEN

La germinacion de semillas es un evento fundamental en el ciclo de vida de una planta, durante el
cual la semilla reactiva su metabolismo para formar una nueva planta. En un estado avanzado de
la germinacion se inicia otro evento celular de suma importancia desde un punto de vista
bioquimico, que marca el fin de ésta: la division celular. La division celular sefiala entonces el
inicio de crecimiento del eje embrionario por proliferacion celular para dar origen a una nueva
plantula. La proliferacion celular es controlada por sefiales de crecimiento estimulatorias e
inhibitorias transducidas del ambiente extracelular. Los reguladores del ciclo celular tales como
ciclinas e inhibidores de CDKs (ICKs) integran estas sefiales. Los genes ICKs codifican para
proteinas de bajo peso molecular, las cuales inducen el arresto del ciclo celular o retrasan la
progresion del ciclo celular en respuesta a sefiales intracelulares o extracelulares. En el presente
proyecto de investigacion se aisld la secuencia parcial de un inhibidor de CDK de maiz el cual
contenia las regiones mas conservadas entre las ICKs de plantas. Esta proteina tiene un alto grado
de identidad con las ICKs de arroz y Arabidopsis, y como ellas, muestra una secuencia de
aproximadamente 30 aminoacidos en comun con la familia de CKls Cip/Kip en mamiferos. La
proteina ZmICK1 se mantiene a niveles semejantes a los diferentes tiempos durante la
germinacién normal, lo cual sugeriria que este inhibidor de cinasas podria funcionar a lo largo del
ciclo celular durante la germinacién normal de maiz y no s6lo en una fase especifica del ciclo. Al
llevarse a cabo la germinacion en presencia de acido absisico, los niveles de ZmICK1 no
variaron, tampoco existié ninguna influencia de citocininas, por lo que no hay un efecto
hormonal en la regulacién de la acumulacion de esta proteina. También se determind la
funcionalidad de ZmICK1 probando su efecto inhibitorio in vitro sobre la actividad de CDK

Sucl
3

asociada a proteinas como PCNA, ciclina D2 y p1 que promueven la progresion del ciclo

celular, a través de la transicion G1/S. La proteina ZmICK1 ejerce un efecto inhibitorio temporal

3Sucl

distinto en la actividad de cinasa asociada a ciclina D2, a PCNA y a pl durante la

germinacién normal en ejes embrionarios de extractos proteicos de maiz.



INTRODUCCION

GERMINACION

La germinacion comprende aquellos eventos que se activan con la toma de agua por
la semilla quiescente y termina con la elongacién del eje embrionario (protrusion
radicular). La captacion de agua favorece el restablecimiento del metabolismo vy la
realizacion de diferentes eventos que se dividen en: eventos tempranos como la hidratacion,
la sintesis de proteinas, la sintesis de ATP, la sintesis de RNA y la reparacion de DNA; y
eventos tardios, dentro de los cuales se encuentran la movilizacion de reservas, la
expansion celular y la replicacion de DNA [Bewley et al., 1997].

Todos los componentes necesarios para la reanudacion de la sintesis de proteinas
después de la imbibicion estan presentes en las células de los embriones de las semillas
maduras [Bewley et al., 1997]. La sintesis de proteinas durante las primeras horas de la
germinacion se debe a la presencia de mRNAs preformados durante la maduracion de la
semilla, asi como a transcritos sintetizados de novo conforme procede la germinacion. Los
inhibidores de la sintesis de proteinas y de RNA inhiben la germinacion lo cual evidencia
que durante la imbibicion ocurre sintesis de novo de proteinas y de RNA esenciales para la
germinacién [Sanchez de Jiménez et al., 1984].

Antes de la germinacion de las semillas, las células de los embriones estan detenidas
en G1 y al germinar se reactiva el ciclo celular activando la replicacion del DNA y la
division celular. En nuestro laboratorio se ha adoptado la siguiente definicion operacional:
la germinacion de la semilla es un conjunto de procesos bioquimicos y moleculares que
permiten al embrion reiniciar la primera ronda de divisiones celulares en las zonas
meristematicas. Los eventos propios de la germinacion conduciran al metabolismo a un
punto de compromiso metabolico partiendo de un estado de quiescencia hasta llegar a la
primera division celular, la cual en nuestro concepto marca el inicio del proceso de

desarrollo [Vazquez-Ramos, 2000].



CICLO CELULAR

La proliferacion celular requiere de la division celular y para lograrlo las células
deben crecer en tamario, duplicar su cromosoma y, finalmente, separar los cromosomas
para su exacta distribucion entre las dos células hijas. Estos procesos estan coordinados en
el ciclo celular y consisten de diferentes fases. En la primera fase (G1) las células creceny
empiezan a alargarse. Después de alcanzar un cierto tamafo, las células entran a la
siguiente fase (S o de sintesis), en la cual ocurre la sintesis de DNA para duplicar el
material hereditario. Durante la siguiente fase (G2) la célula se asegura que la replicacion
del DNA se haya completado y sélo entonces las células se preparan para la division
celular. Los cromosomas son separados durante la fase M (mitosis) y la célula se divide en
dos células hijas, cada una recibiendo un juego idéntico de cromosomas. Después de la
division las células reingresan a la fase G1 y el ciclo celular puede recomenzar [Véazquez-
Ramos y Sanchez, 2003].

Durante G1 temprano las células integran la informacion externa que es derivada de
estimulos mitogénicos y de la disponibilidad de nutrientes para prepararse y poder pasar a
través de las distintas fases del ciclo celular. Para asegurar esta progresion apropiada, las
células han desarrollado puntos de control ¢ checkpoints, que previenen la entrada a una
nueva fase hasta que hayan completado correctamente la fase previa [Meijer y Murray,
2000; Malumbres y Barbacid, 2005].

La progresion del ciclo celular es controlada por una maquinaria molecular
universalmente conservada y gobernada por una serie de proteinas cinasas de Ser/Thr,
conocidas como CDKs (cinasas dependientes de ciclina), las cuales se activan mediante su
asociacion con proteinas regulatorias conocidas como ciclinas [Vidal y Koft, 2000;
Vandepoele et al., 2002]. Las ciclinas fueron identificadas primero como proteinas que
mostraban un patrén ciclico de acumulacion y destruccion durante la divisién celular
[Renaudin et al., 1996]. Las ciclinas muestran oscilaciones en su abundancia durante el
ciclo celular, la cual esta controlada de manera transcripcional como a nivel traduccional y

también por degradacion proteolitica [Larkins et al., 2001].



La fosforilacion y desfosforilacion de proteinas clave es un mecanismo fundamental
para la regulacion del ciclo celular, permitiendo que éste avance. Los complejos
ciclina/CDK son las moléculas que conducen la progresién del ciclo celular, regulando las
diferentes transiciones, asi como la salida del ciclo celular [Boniotti y Griffith, 2002]. Se
ha propuesto que la regulacion de la expresion de genes en diferentes fases,
especificamente en los puntos de control criticos en donde las células pasan de la fase G1 a
Sy de G2 a M, es un mecanismo importante para controlar la progresion del ciclo celular.
Estos genes frecuentemente muestran una regulacion dependiente de la posicion del ciclo
celular [Zhang et al., 2005].

Las ciclinas no s6lamente activan a las CDKs al cambiar la conformacion de sus
sitios cataliticos, sino que también contribuyen a la seleccion de sustratos especificos,
localizacion subcelular y regulacion de la estabilidad del complejo [Wang et al., 2004].
Indirectamente, la actividad de cinasa en el complejo ciclina-CDK es también inhibida por
la degradacion controlada de su respectiva subunidad de ciclina [Murray, 2004].

La actividad de las CDKs es regulada de una manera compleja, pues son
fosforiladas/desfosforiladas por cinasas/fosfatasas especificas. Una de estas modificaciones
la realiza la cinasa activadora de CDK (CAK). Esta enzima, compuesta de la ciclina H, la
cinasa CDK7 y una proteina de ensamblaje, Matl, activa al complejo ciclina/CDK por
fosforilacion en el residuo Thr-161 [Ciemerych y Sicinski, 2005]. La fosforilacion de los
residuos Thr-14 y Tyr-15 por la cinasa Weel interfiere con la correcta union de ATP y, por
lo tanto, inhibe la actividad de las CDKs. Estas fosforilaciones inhibitorias son eliminadas
por la accion de la fosfatasa Cdc25 [Larkins et al., 2001]. En mamiferos existen tres
fosfatasas Cdc25, codificadas por tres genes relacionados, Cdc25A, Cdc25B y Cdc25C.
Cdc25A regula las transiciones G1/S y G2/M, mientras que Cdc25B y Cdc25C controlan la
transicion G2/M [Ciemerych y Sicinski, 2005].

Otro punto de regulacién de las CDKs la componen proteinas que se unen al
complejo ciclina/CDK para regular negativamente su actividad en la fase G1. Este grupo de
proteinas se conoce como inhibidores de cinasa dependientes de ciclina (ICK) y se

detallardn més adelante [De Veylder et al., 2001].



CICLO CELULAR EN MAMIFEROS

El ciclo celular en mamiferos es un proceso altamente regulado, influido por sefiales
regulatorias de crecimiento tanto positivas como negativas durante la etapa G1 del ciclo
celular [Sheer y Roberts 1999]. En G1 tardio y antes de la entrada a la fase S, las células
pasan a traves de un punto de restriccion crucial para la decision de entrar a la fase S 'y
completar el ciclo celular, o bien permanecer en un estado quiescente o no proliferativo
[Vidal, 2000]. El paso a través de este punto de restriccion y entrada a la fase S es
coordinado por la activacién e inactivacion secuencial de complejos ciclina/CDK de la fase
G1 [Stevens y Thangue, 2003]. Estos complejos estan formados por dos clases de CDKs:
CDK4 o CDKS6, en combinacién con tres ciclinas tipo D (D1, D2 y D3) y CDK2 en
asociacion con dos ciclinas tipo E (E1 y E2) [Pei y Xiong, 2005].

En mamiferos, la transicion G1/S es iniciada a través de la activacion de una o0 més
ciclinas tipo D por factores de crecimiento mitogénicos. Una caracteristica estructural de
las ciclinas tipo D tanto en animales como en plantas es la presencia de un motivo
altamente conservado conocido como LXCXE (donde x representa cualquier residuo de
aminoacido) que permite su asociacion con pRB y es necesario para la induccion de la
sintesis de DNA [Miinger, 2003; Stevens y Thangue, 2003].

PRB posee, entre otras funciones, la de un represor transcripcional y se sabe que es
miembro de una familia de proteinas conocidas como proteinas “pocket”, que incluyen a
p107 y a p130 y pueden inhibir el crecimiento celular al actuar entre las fases GO y S del
ciclo celular, principalmente a través de la union e inactivacion de factores de transcripcion
[Claudio et al., 2002; Stevaux y Dyson, 2002].

En GO y en G1 temprano, pRB se encuentra en un estado de hipofosforilacion y es
esta forma la que se une fuertemente a un motivo de 18 aminoacidos dentro del dominio
de transactivacion del factor transcripcional E2F, bloqueando su habilidad para reclutar a la

maquinaria transcripcional [Trimarchi y Lees, 2001; Stevens y Thangue, 2003].



E2F corresponde a una familia de factores, la que es frecuentemente subdividida en
E2Fs activadores (E2F1, E2F2 y E2F3a) y E2Fs represores (E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6 y
E2F7a/b). Los E2Fs activadores se unen exclusivamente a pRB, mientras que p107 y p130
interaccionan especificamente con E2Fs represores [Frolov y Dyson, 2004; Cobrinik,
2005]. E2F forma heterodimeros con uno de los miembros de la familia DP (DP1 o DP2),
los cuales estabilizan su interaccion al DNA y a pRB [Zheng et al., 1999; Datta et al.,
2002].

La actividad de la proteina pRB es modulada por eventos de fosforilacion
secuencial llevados a cabo por los complejos ciclina D/CDK4 o CDK6 en G1 temprano y
despues, en G1 tardio, por los complejos ciclina E/CDK2 [De Veylder, 2003; Malumbres y
Barbacid, 2005]. En un estado de hiperfosforilacion pRB libera al factor transcripcional
E2F, permitiendo asi la transcripciéon coordinada de un grupo de genes cuyos productos
génicos son necesarios para la sintesis de DNA. Una vez que la célula entra a la fase S, la
ciclina E es degradada y entonces la CDK2 se asocia con la ciclina A; la formacion de este
complejo mantienen los niveles de pRB hiperfosforilada durante las fases S y G2 [Vidal,
2000; Ciemerych y Sicinski, 2005], hasta que finalmente es secuencial y temporalmente
desfosforilada en la transicion M/G1, para unirse de nuevo a los E2Fs libres y prevenir la
re-entrada al ciclo celular [Tamrakar et al., 2000; Boniotti y Gutiérrez, 2001; Minger,
2003].

INHIBIDORES DE CDKs EN MAMIFEROS

Ademas de los mecanismos ya sefialados, la actividad de las CDKSs es regulada por
pequerfias proteinas, generalmente conocidas como CKIs, las cuales inducen el arresto del
ciclo celular o retrasan la progresion del ciclo celular en respuesta a sefiales intracelulares o
extracelulares [Verkest et al., 2005].

En mamiferos, las CKIs estan bien caracterizadas e inducen el arresto del ciclo
celular en respuesta a sefiales antiproliferativas [Leibovitch et al., 2003]. De acuerdo con su
estructura y especificidad de accion, las CKls se dividen en dos familias: INK4 (inhibitors
of CDK4) y Cip/kip (kinase inhibitory protein) [Sherr y Robert, 1999; Rank et al., 2000].

La primera clase incluye a las proteinas p15, p16, p18 y p19, son exclusivas de la fase G1



y tienen la habilidad de formar complejos binarios con, e inhibir a, CDK4 y CDKG6
[Pavletich, 1999; Thullbeg, 2000]. De la familia INK4, p16 es el principal supresor de
tumores. Los inhibidores INK4 son proteinas de bajo peso molecular en cuya secuencia se
encuentran muchas repeticiones de ankirina y sélo se unen a la subunidad con actividad de
cinasa, pero no a las ciclinas [Pavletich, 1999].

Los miembros de la familia Cip/Kip son p21, p27 y p57 e inhiben un amplio
espectro de complejos ciclina-CDK en la transicion G1/S [Stals e Inzé 2003; Leibovitch et
al., 2003] y forman complejos ternarios con ciclina B/CDC2, ciclina A/CDK2, ciclina
E/CDK2, ciclina D/CDK4 y ciclina D/CDK®6. La region N-terminal de estos inhibidores
contiene un dominio de aproximadamente 65 residuos, el cual consiste de dos subdominios

separables para unirse a la ciclinay a la CDK [Chen et al., 1995] (Esquema 1).
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Esquema 1. Representacion esquematica de la familia de inhibidores Cip/Kip e INK4.
Clasificacion, estructura y su asociacion con otras proteinas del ciclo celular basado
en los modelos de Sherr y Robert, 1999 y Coqueret, 2003.



Los inhibidores CIP/KIP también funcionan como ensambladores y estabilizadores
de los complejos ciclina D-CDK4/6 en el citoplasma y los tres miembros de la familia
dirigen la acumulacién de los complejos ciclina/CDK al nucleo de la célula, debido a que
tanto las ciclinas tipo D como la CDK4 carecen de sefiales de localizacién nuclear (NLS)
[Mangeng, 1999]. Por lo tanto, estos inhibidores regulan la proliferacion celular a través de
sus interacciones fisicas con las CDKs en el nucleo [Coqueret, 2003; Leibovitch et al.,
2003; Lacy et al., 2004] y se requieren en bajas concentraciones para la formacion del
complejo ciclina/CDK vy a altas concentraciones para inhibir la actividad de la CDK [Zhou
et al., 2003]. El dominio carboxilo-terminal de p21 se asocia a la proteina PCNA
(antigeno nuclear de proliferacién celular) y puede de esta forma inhibir directamente la
replicacion de DNA [ Oh et al., 2002].

Varios estudios han establecido recientemente que las proteinas Cip/Kip podrian
desemperiar funciones adicionales como factores potenciales de ensamblaje, reguladores de
apoptosis 0 migracion celular, y como cofactores transcripcionales [Coqueret, 2003]. La
expresion de estas dos grandes familias de inhibidores depende del estado metabdlico o de
desarrollo de las células, o ain de la integridad del genoma, implicando que diferentes
efectores controlan su presencia y acumulacion [Vazquez-Ramos y Sdnchez, 2003].

La expresion de los genes individuales de los inhibidores de CDKs est4
diferencialmente regulada por diferentes sefiales antiproliferativas. La proteina p53 activa
potencialmente la expresion de p21, pRB reprime la transcripcion de pl6, y el tratamiento
por TGF-B estimula la transcripcion de p15. Los niveles de proteina de p21 y p27 oscilan

durante el ciclo celular y se acumulan durante G1 [Pei y Xiong, 2005].



PCNA EN EL CONTROL DEL CICLO CELULAR

PCNA es una proteina auxiliar esencial tanto para el proceso de replicacion como de
reparacion del DNA, estimula la actividad de la DNA polimerasa delta e incrementa su
procesividad al actuar como una plataforma mavil que ancla a la DNA polimerasa al DNA
molde durante la replicacion [Bowman et al., 2005; Kontopidis et al., 2005].

PCNA es una proteina altamente conservada en mamiferos y plantas. En células
humanas, la acumulacién de PCNA llega a un pico durante la fase S del ciclo celular y
después permanece a un nivel constante [Morris y Mathews, 1989]. Estudios bioquimicos
han mostrado que PCNA interacciona con complejos ciclina A/CDK?2 especificos de la fase
S. La union fisica de CDK2 a la region C-terminal de PCNA produce un complejo ternario
activo de PCNA-CDK2-ciclina A, sugiriendo un papel funcional de PCNA en los
complejos ciclina A/ICDK2. PCNA parece actuar como un conector entre CDK2 y sus

sustratos, estimulando su fosforilacion [Maga y Hubscher, 2003].

También se ha demostrado que PCNA puede participar en la formacién de
complejos cuaternarios de PCNA-p21/CDK-ciclina, particularmente CDK4/ciclina D1,
probablemente contribuyendo a coordinar la progresion del ciclo celular y la replicacion
del DNA [Zhang et al., 1993]. A nivel celular se considera que la competencia entre p21 y
los factores de replicacion del DNA (particularmente RF-C) por unirse a PCNA, es el
mecanismo a través del cual la sintesis de DNA puede ser inhibida [Kontopidis et al.,
2005].

Los complejos cuaternarios de ciclina/CDK con p21 y PCNA existen en maltiples
fases del ciclo celular, incluyendo G1, S y ain en G2/M, donde el complejo ciclina
B/CDK1 esta implicado. La formacion de este complejo cuaternario proporciona una base
estructural para explicar el hecho de que p21 puede bloquear el acceso a PCNA de otras
proteinas involucradas en la replicacion del DNA y también puede actuar como un
adaptador para varios complejos de PCNA con cinasas [Kontopidis et al., 2005]. Este
modelo también sugiere que PCNA podria actuar como una plataforma para multiples
interacciones proteina-proteina involucradas en la replicacion, reparacion, recombinacion y
probablemente en el control de la fase G1 del ciclo celular [Ando et al., 2001; Kontopidis
et al., 2005].



La union de PCNA a los complejos ciclina/CDK podria ayudar a llevar estas
proteinas regulatorias a sus blancos, mientras que la interrupcion de estas interacciones por
la union competitiva de p21 podria ser la sefial para arrestar la replicacion del DNA. Al
facilitar la interaccion entre complejos ciclina/CDK 'y sus sustratos, PCNA parece ser una
de las formas en que la célula recluta proteinas especificas a un sitio particular en un
momento determinado y como una consecuencia de su interaccion con PCNA, muchas

proteinas muestran un incremento en su eficiencia catalitica [Maga, 2003].

INHIBIDORES DE CDKs EN OTROS ORGANISMOS

Las proteinas CKIls han sido identificadas en muchos organismos diferentes v,
aunque la mayoria de ellas muestra actividad de CKI, controlan un amplio espectro de
procesos fisiologicos especie-especificos [Coelho et al., 2005]. En levaduras de gemacién
(Saccharomyces cerevisiae) se han identificado tres CKIls: Farl inhibe a las CDKs de G1;
Sicl juega un papel importante en la sincronizacion del comienzo de la fase S al inhibir a
los complejos ciclina/CDK de la fase G1/S y Pho81 inactiva a los complejos ciclina/CDK
gue controlan la expresion de genes en condiciones deficientes de fosfato. En levaduras de
fision (Schizosaccharomyces pombe), una CKI llamada Rum1l inhibe a los complejos de
CDK mitoticos y tiene una funcion central en la regulacion de la fase G1 [Coelho et al.,
2005; Verkest et al., 2005].



CICLO CELULAR EN PLANTAS

El mecanismo que regula la transicion G1/S se ha conservado entre mamiferos y
plantas. El desarrollo de las plantas, comparado con el de mamiferos, es influido mucho
mas por el ambiente en el cual crecen para controlar la division celular y en consecuencia el
crecimiento de la planta. En las plantas se han identificado ort6logos de la mayoria de los
genes que participan en el ciclo celular y sus productos proteicos muestran similitudes
funcionales y estructurales a sus contrapartes en mamiferos.

En células de plantas, como en todos los eucariotes, las cuatro fases bésicas del
ciclo celular estdn conservadas y el control de las transiciones G1/S y G2/M esta
determinada por complejos ciclina/CDK y se han descubierto multiples CDKs, entre las
cuales las mejor caracterizadas son las que contienen el motivo PSTAIRE y que estan
estrechamente relacionadas a las CDKs prototipicas ( cdc2/CDC28 en levaduras y
cdc2/CDK1 y CDK2 en mamiferos). En plantas, las CDKs tipo A (CDK-A) contienen este
motivo, el cual es esencial para su unién a las ciclinas y regulan tanto la transicion G1/S
como la G2/M. Las CDK-B acttan so6lo en la fase G2/M vy se dividen en dos subgrupos
dependiendo de la presencia del motivo PPTALRE (CDKB1) o PPTTLRE (CDKB2) [Li et
al., 2004].

Las CDKs como mondmeros no tienen actividad de cinasa y deben asociarse con las
ciclinas para ser activadas. En plantas existen tres clases principales de ciclinas, las A, By
D. Las ciclinas tipo A actian durante las fases Sy M vy las ciclinas tipo B controlan la
transicion G2/M, probablemente en asociacion tanto con la CDKA como con la CDKB. Las
ciclinas tipo D actdan en la fase G1 como integradoras de sefiales extracelulares y de
desarrollo, aunque su presencia y, quizas su actividad, puede prolongarse hasta G2 [De
Jager et al., 2005; Tomohiro, 2006]. Debido a que sus niveles fluctdan en el ciclo celular,
semejante a como ocurre en las ciclinas animales, las ciclinas de plantas son los principales
factores que determinan el momento de activacion de las CDKs [Oakenfull et al., 2002].

En la entrada a G1 y durante la transicion G1/S, el mecanismo pRB/E2F es el
blanco de los complejos ciclina/CDK. La proteina relacionada a pRB de plantas, 0o RBR y

las proteinas E2F/DP son reguladores claves que acoplan la expresion de muchos genes



requeridos para la entrada a la fase S con la progresion del ciclo celular semejante a como
ocurre en células de mamiferos [Rossi y Varotto, 2002; Vandepoele et al., 2002; Dimova y
Dyson, 2005] (Modelo 1).
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Modelo 1. Transicién G1-S en plantas [Bart et al., 2000].

La presencia de un mecanismo mediado por pRB para la regulacion del ciclo celular
en plantas fue evidenciada por dos lineas de investigacion: la existencia de ciclinas tipo D
que contienen el motivo LXCXE (el cual media la unién de la ciclina con pRB en células
humanas) y la identificacién de proteinas en geminivirus que también contienen el motivo
LXCxE y que ademas es requerido para la eficiente replicacion viral en células de cultivo
[Gutiérrez, 2005]. Los genes codificantes de pRBR fueron descubiertos por primera vez en
maiz y después en otras especies de plantas. La proteina RBR es fosforilada por complejos
ciclina D/CDKA vy la fosforilacion ocurre de manera dependiente del ciclo celular,
produciendo su maximo en la transicion G1/S; esta fosforilacion inactiva a RBR y provoca
la subsecuente liberacion del factor de transcripcion E2F-DP en su forma activa [Meijer y
Murray, 2000; De Veylder et al., 2003].



Los genes E2F-DP también se han identificado en plantas. En el genoma de
Arabidopsis estan presentes tres genes E2F (E2Fa, E2Fb y E2Fc) y dos genes DP (DPa y
DPb). Tanto E2Fa como E2Fb son potentes activadores transcripcionales mientras que
E2Fc carece de un dominio de transactivacion y por lo tanto actia como represor [De
Veylder et al., 2003; De Jager et al., 2005].

INHIBIDORES DE CDKs EN PLANTAS

Los primeros inhibidores de CDKs en plantas se identificaron en Arabidopsis
(ICK1-ICK7), mediante ensayos de doble hibrido para identificar proteinas de asociacion a
la CDKA;1 [Jasinski et al., 2002; Zhou et al., 2003]. Estos inhibidores presentan similitud
en su extremo C-terminal con el dominio N-terminal del inhibidor p274** de mamiferos,
por lo que fueron denominados ICKs (INHIBITORS/INTERACTORs OF CDK) 6 KRPs
(KIP RELATED PROTEINS) [De Veylder et al, 2001; Weinl et al., 2005; Verkest et al.,
2005].

Las interacciones de estos inhibidores con otras proteinas reguladoras del ciclo
celular, por el sistema de doble hibrido, ha conducido a su clasificacion en dos posibles
grupos. Los inhibidores del grupo A, ICK1, ICK2, ICK6 (KRP3) e ICK7 (KRP4)
interaccionan con CDK-Ay tres ciclinas tipo D (DI, D2 y D3), mientras que los inhibidores
del grupo B, ICK4 (KRP6), ICK5 (KRP7) e ICKCr (una proteina relacionada a ICK1 de C.
rubrum) interaccionan con ciclinas tipo D pero no con CDK-A [Jasinski et al., 2002; Wang
et al., 2003]. Esto podria sugerir que las ICKs tienen un papel importante en la fase G1,
donde pueden inhibir tanto el ensamblaje como la actividad de los complejos ciclina/CDK
[Wang et al., 1998 Coelho et al., 2005; Nakai et al., 2006]. Las proteinas ICKs individuales
también muestran diferente actividad inhibitoria hacia las cinasas asociadas a ciclina D2,
sugiriendo que cada ICK tiene distintas funciones, y que las actividades de los complejos
son precisamente moduladas por las ICKs [Nakai et al., 2006].

ICK1 fue el primer inhibidor de CDK identificado y caracterizado en términos de
sus propiedades bioguimicas y funcionales en Arabidopsis thaliana [Zhou et al., 2002;
Zhou et al., 2003]. ICK1 interacciona con, e inhibe al complejo ciclina D/CDK-A y su
expresion es inducida por acido abscisico, sugiriendo un posible mecanismo por el cual esta

fitohormona puede inhibir la proliferacion celular [Wang et al., 1998; Stals e Inze, 2001].



ICK1 es similar a la familia de inhibidores p21/p27 de animales en cuanto a tamafio,
hidrofilicidad y en la presencia de una secuencia conservada de 31 aminoacidos en la
region carboxilo-terminal de ICK1 que lleva a cabo el efecto inhibitorio sobre la actividad
de las CDKs [Wang et al., 1998]. En ensayos de interaccion de doble hibrido, ICK1 puede
unirse a CDKA;1 y a ciclina D3;1 y se ha demostrado que puede inhibir in vitro la
actividad de cinasa de la CDKA;1 sobre histona H1 [Weinl et al., 2005]. La inhibicion de la
division celular por la expresion de ICK1 tiene efectos profundos sobre el crecimiento y
desarrollo de las plantas [Wang et al., 2003].

Hay muchas posibles razones por las que las plantas podrian tener mdaltiples
inhibidores de CDK. Estas pueden atacar distintas clases de complejos ciclina/CDK, o bien
pueden participar en regular la actividad de las CDKs en respuesta a diferentes sefiales
ambientales y de desarrollo o podrian tener una accion tejido-especifica [Lui et al., 2000].

La primera ICK de tabaco (NtKIS1a) identificada fue capaz de inhibir la actividad
de cinasa de los complejos ciclina/CDK en células BY-2. En un sistema de doble hibrido,
NtKIS1a interacciona tanto con CDK como con ciclinas D, pero no con PCNA, sugiriendo
que esta mas estrechamente relacionado a p27""* que a p21“"** [Jasinski et al., 2002].

Recientemente, se identificaron dos cDNAs en endospermo de maiz que codifican
para ICKs (ZeamaKRP1 y ZeamaKRP2); estos dos genes muestran dominios conservados
con las CKIs Cip/Kip de mamiferos. Ambas proteinas son capaces de inhibir la actividad de

3%“! e inhiben especificamente la actividad de CDK

cinasa Cdc2/CDK asociada a pl
asociada a ciclina D5;1 (fase G1), pero no a la CDK asociada a ciclina B1;3 (fase M)

[Coelho et al., 2005] (Esquema 2).



ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE LAS ICKs

Sélo tres dominios localizados en el extremo C-terminal estan conservados en todos
los inhibidores de CDK de plantas [De Veylder et al., 2001]. Esta region de las ICKs
muestra homologia parcial con el dominio de las proteinas KIP/CIP necesario para la
interaccion con las CDKs, sugiriendo que la funcién de las CKIs en plantas reside en su
extremo C-terminal. Todos los inhibidores de CDKs en plantas muestran un dominio de 36
aminoacidos el cual es esencial para la interaccion con CDKs y ciclinas y que corresponde
al dominio de unién a la CDK de p27X"™ [De Veylder et al, 2001; Coelho et al., 2005;
Verkest et al., 2005; Weinl et al., 2005] (Esquema 2).
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Esquema 2. Comparacion de las secuencias de proteinas de las ICKs de maiz
(ZeamaKRP1, ZeamaKRP2) con aquellas de las familia Cip/Kip (p21, p27 y p57),
Arabidopsis (KRP1-7) y KRPs de tabaco (NsKIS1la y NtKISa). [Coelho et al., 2005].



La funcidén del extremo N-terminal, muy variante entre ICKs, aun es incierto. Se ha
sugerido que la region N-terminal de AtKRP1 regula negativamente su funcion; la
delecion de esta regidn incrementa significativamente la interaccion fisica de AtKRP1 con
CDKA vy ciclina D3. Los dominios adicionales encontrados en la parte N-terminal de las
ICKs podria ayudar a determinar la especificidad hacia diferentes complejos ciclina/CDKs,
0 bien interaccionar con otras proteinas aun por describirse [De Veylder et al., 2001]. Otra
posible funcion del extremo N-terminal podria ser la regulacién de la estabilidad de las
ICKSs. Se ha demostrado que la eliminacion de la region N-terminal incrementa los niveles
de proteina de AtKRP1. Sin embargo, los mecanismos que regulan la estabilidad de esta
proteina se desconocen [Verkest et al., 2005]. En contraste, la delecion de la regién
conservada C-terminal atenda las interacciones de AtKRP1 con CDKA y ciclina D3 [Zhou
et al., 2003].

FITOHORMONAS Y CICLO CELULAR

Se sabe que la transduccion de sefiales entre el medio ambiente y la maquinaria del
ciclo celular es importante para el crecimiento de las plantas [Jasinski et al., 2002]. De entre
una multitud de factores especificos que afectan la proliferacion celular en plantas, las
fitohormonas parecen jugar el papel mas prominente en crear vinculos funcionales entre la
recepcion y transduccion de sefiales internas y externas, que conducen al desarrollo y a la
expresion de genes del ciclo celular [Polit et al., 2003]. Los reguladores del ciclo celular
tales como CDKs, ciclinas o inhibidores de CDKs son las proteinas principales que
integran estas sefiales.

Por ejemplo, durante la germinacion de semillas, la accion de agentes externos asi
como de hormonas vegetales, modifican principalmente la fase G1 del ciclo celular,
acortandola o alargandola [Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003]. La mayoria de las hormonas
se encuentran en un nivel basal en las plantas bajo una situacion de crecimiento. Los
niveles de hormonas cambian durante el curso normal del desarrollo de una planta y estos

cambios probablemente determinan patrones intrinsecos de crecimiento y desarrollo. Sin



embargo las hormonas también son componentes claves de mecanismos de respuesta
puesto que pueden ser moduladas en respuesta a sefiales ambientales [Malamy, 2005].

La evidencia indica que las citocininas regulan el ciclo celular tanto en la transicion
G1/S como en la G2/M [Zhang et al.,, 2005]. Durante la germinacion de maiz, la
benciladenina, una citocinina sintética, acelera el proceso de germinacién, afectando los
niveles de proteinas de la transicion G1/S del ciclo celular como PCNA y ciclinas D y
estimula la actividad de una DNA polimerasa replicativa durante la germinacion [Sanchez
et al., 2002; Sanchez et al., 2004].

Como las ciclinas D estan involucradas en la iniciacion del ciclo celular por ser las
responsable de establecer la decision de entrar al ciclo, actian como sensores de factores de
crecimiento. La activacion de la division celular es un determinante clave de la germinacion
y los genes de ciclina D activados tempranamente controlan de manera limitante la
velocidad de germinacién y por lo tanto son los reguladores responsables de impulsar la
germinacion [Masubelele et al., 2005].

El acido abscisico (ABA) promueve el cierre de los estomas al alterar rapidamente
el flujo de iones en las celulas guarda. Otras acciones de ABA estan involucradas con
modificaciones en la expresion de genes [Jefrey et al., 1998]. Ademas, tiene una funcion
importante en la maduracion y germinacion de la semilla, asi como en la adaptacion a un
estrés ambiental abiotico. ABA inhibe la germinacion de semillas, posiblemente al bloquear
la replicacion de DNA y en Arabidopsis induce la expresion de un inhibidor de cinasa
dependiente de ciclina (ICK1), el cual conduce al arresto del ciclo celular en la transicion
G1/S; este podria ser un mecanismo por el cual el establecimiento de la fase S es bloqueada
durante la germinacion de las semillas [Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003]. Se ha reportado
que el complejo ICK1/KRP1 es capaz de inhibir la division celular y modificar la
morfologia y crecimiento en células de Arabidopsis [Jasinski et al., 2002; Zhou et al.,
2003].



ANTECEDENTES

La germinacién de semillas parece ser un excelente modelo para estudiar el ciclo
celular en plantas. El desarrollo del embrion durante la formacion de la semilla implica una
alta velocidad de proliferacion celular; este proceso puede tomar varias semanas, después
del cual la semilla acumula material de reserva, madura y pierde agua. Las células en
embriones de semillas secas de diferentes especies tienen mayoritariamente un contenido
de DNA tipo G1 [Deltour y Jacquard, 1975]. Al inicio de la germinacion, las células se
encuentran en una fase semejante a GO y eventualmente entran a la fase G1, la cual puede
tener una duracion variable y, después de la cual ocurre la sintesis de DNA de tipo
replicativo, marcando el inicio de la fase S [Baiza et al., 1989].

Es importante estudiar las fases G1 y S del ciclo celular durante la germinacion,
puesto que es en estas fases donde ocurre un control mas meticuloso en el avance del ciclo
celular. De hecho, se ha observado que la fase G1 puede ser la més larga de las fases, ya
que la célula debe estar completamente segura que tiene todo lo necesario para sobrevivir y
es aqui donde ocurren una serie de mecanismos de verificacion, después de los cuales se
compromete a replicar su DNA.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que durante la germinacion de maiz,
la proteina PCNA esta presente a bajos niveles en ejes embrionarios de semilla seca y su
cantidad se incrementa gradualmente hasta alcanzar un maximo en el momento en que las
células estan entrando a la fase S (15-20 h de germinacién) [Herrera et al., 2000]. Poco se
sabe acerca de los complejos proteicos que forma PCNA en plantas. Sin embargo,
inicialmente se reporto la asociacion de PCNA de maiz con una ciclina D putativa y con
una cinasa tipo Cdk-A; este complejo ternario contenia una actividad de cinasa y tanto la
asociacion como la actividad s6lo eran detectadas durante las primeras 15 h de germinacion
y desaparecian segun avanzaba la replicacién del DNA [S&nchez et al., 2004].

Un anticuerpo contra la secuencia PSTAIRE, presente en Cdk-A, reconoce dos
proteinas de 32 y 36 kDa en extractos proteicos de ejes embrionarios de maiz y, mientras la
cantidad de la proteina de 36 kDa se incrementa conforme avanza la germinacion, los

niveles de la proteina de 32 kDa disminuyen después de las 15h. PCNA se une a estos dos



tipos de CDKs y aparentemente la union a ambas estd en funcion proporcional a su
abundancia [Sanchez et al., 2002].

La actividad de cinasa asociada a PCNA es mayor durante las horas tempranas de la
germinacién (0-6 h), que a horas tardias (15 y 24 h), que es cuando la fase S comienza,
sugiriendo que la cinasa asociada es de la fase G1. Las dos cinasas PSTAIRE, de 32 y 36
kDa, pueden encontrarse en complejos con PCNA antes de que la fase S inicie y es
interesante que la actividad de cinasa se incrementa en paralelo con el incremento de la
cantidad de la proteina PSTAIRE de 32 kDa y decrece conforme esta cinasa desaparece
[Sanchez et al., 2002].

En ensayos in vitro, la proteina de levaduras de fision p13°'**

se une fuertemente a
CDKs tipo PSTAIRE en extractos proteicos de maiz. EI complejo de cinasa asociado a
pl
anticuerpo anti-PSTAIRE; la actividad de este complejo se incrementa cuando comienza la

3%c! contiene una proteina de aproximadamente 36 kDa, la cual es detectada con el

fase S, después de las 15h de germinacién, sugiriendo que esta cinasa actla durante la fase
G2 [Sanchez et al., 2004]. Por lo tanto, la actividad de cinasa asociada a p13>““! durante la
germinacién de maiz, usando RBR de maiz como sustrato, muestra una activacion temporal
distinta a la asociada a PCNA.

Las evidencias descritas sugieren que la cinasa PSTAIRE de 32 kDa es la principal
la responsable de la actividad de cinasa asociada a PCNA, mientras que la cinasa PSTAIRE
de 36 kDa lo es en los complejos asociados a p13>““*. Esta unién diferencial puede explicar
la actividad de cinasa diferencial encontrada entre estos dos complejos durante la
germinacién. Por lo tanto, las dos cinasas PSTAIRE podrian participar en la regulacion de
las distintas etapas del ciclo celular durante la germinacion de maiz [Sanchez et al., 2002 y
Sanchez et al., 2004] (Modelo 2).
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Modelo 2. Ciclo celular durante la germinacion de semillas de maiz. [Vézquez-Ramos y
Sénchez, 2003].

Recientemente se han aislado los cDNA de cuatro diferentes ciclinas D de maiz, las
ciclinas D5;1; D5;2; D2;1 y D4;1 (Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos). De éstas, se ha
reportado que los inmunoprecipitados de ciclina D2;1 contienen a las dos proteinas
PSTAIRE vy la actividad de cinasa asociada a ciclina D2;1 se incrementa gradualmente
hasta alcanzar un maximo hacia las 15 h de germinacion y disminuye posteriormente. Esta
actividad de cinasa es fuertemente inhibida por olomoucina, un inhibidor especifico de
cinasas PSTAIRE, corroborando que la cinasa asociada es de tipo CDK-A [Gutiérrez et
al., 2005].

En células de mamiferos, las CKIs juegan un papel importante en controlar la
progresion de la fase G1 [Pestell et al., 1999]. En plantas, el papel de los inhibidores de
CDKSs en el control del ciclo celular y la progresion G1-S aln no estad completamente

comprendido.



Usando datos de secuencias en el GENBANK (Maize Genetics and Genomics
Database) se identificé un EST (Expressed Sequence Tag) de maiz el cual corresponde a la
secuencia parcial de un cDNA, que codifica para un miembro de las KRPs (EST
AW267370). EI cDNA correspondiente fue aislado mediante técnicas de RT-PCR. Esta
clona fue llamada ZmICK1 y tiene una longitud de 355 pb. La identidad de esta KRP de
maiz fue confirmada por un andlisis filogenético usando el programa de alineamiento
multiple CLUSTAL W (EMBL-EBI). El andlisis de la secuencia de aminoacidos predicho
revela la presencia de los tres motivos conservados en el extremo C-terminal de todas las
KRPs de plantas.

El propoésito de este trabajo es estudiar la expresion de ZmICK1 de maiz vy su
funcién inhibitoria sobre los complejos ciclina/CDK presentes durante las etapas tempranas
de la germinacion, en las que las células embrionarias estan en las fases G1 y S del ciclo
celular. Dado que las ciclinas D median la transicion G1/S durante la germinacion normal
de maiz, se ha propuesto que esta ZmICK1 podria funcionar como un inhibidor de la fase
Gl.



HIPOTESIS:

Debido a que las ICKs son mediadores importantes de sefiales antiproliferativas,
entonces podran inhibir la actividad de cinasa asociada a PCNA, a ciclina D2 y a p13%'“

que promueven la progresion del ciclo celular, a traves de la transicion G1/S.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto inhibitorio de la proteina ICK sobre la actividad de cinasa
asociada a PCNA, a ciclina D2 y a p13™®, durante la germinacién normal y  su
comportamiento en presencia de fitohormonas (BA y ABA) que estimulan o inhiben la

germinacién de maiz.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Mediante la obtencion de la secuencia completa de una ICK de maiz, sobreproducir
la proteina y producir anticuerpos homologos.

e Estudiar los niveles de la proteina ICK durante la germinacién normal de maiz y en
presencia de fitohormonas como BA y ABA.

e Determinar la funcién inhibitoria de la proteina ICK sobre la actividad de cinasa
asociada a PCNA, ciclina D2y a p13%“.



MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO
Los ejes embrionarios se obtuvieron de semillas de maiz, (Zea mays variedad criolla

Chalqguefio), provenientes del Valle de Chalco, Edo. de México.

TRATAMIENTO DE EJES EMBRIONARIOS

Se desinfectaron 10 ejes embrionarios con NaClO al 0.1 % durante 30 seg. Se
lavaron 5 veces con agua estéril durante 30 seg y se dejaron secar sobre papel filtro esteril
por 15 min. Posteriormente se adiciond el buffer de imbibicién que contiene Tris HCI 50
mM pH 7.6, KCI 50 mM, MgCl, 10 mM vy sacarosa al 2% en presencia y ausencia de BA
1uM 6 ABA 20 uM. Los ejes se germinaron por 3, 6, 15y 24 h. Las proteinas se extraen
con buffer de extraccién (1 mL/10 ejes embrionarios) que contiene Tris-HCI 25 mM pH
7.5, MgCl, 15 mM, NaCl 75 mM, KCI 25 mM, EDTA 5mM pH 8.0, DTT 1mM, Tritén X-
100 0.2%, sacarosa 250 mM, B-glicerofosfato 60 mM, NaF 50 mM, NasV0,; 200 uM,
EGTA 1 mM y una tableta de inhibidores de proteasa/50 mL de buffer. Los extractos se
centrifugaron a 30,000 rpm/30 min, 4°C y la concentracion de proteina se determiné por el

método de Bradford.

AISLAMIENTO DE UN c¢DNA DE ICK

Para el aislamiento deL cDNA codificante de un inhibidor de CDKs se realizo un
analisis de secuencias de nucledtidos, para ello se compararon las secuencias de las ICKs
(ICK1-ICK7) de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), arroz (Oriza Sativa) y un EST de
maiz (AW267370). Los oligos fueron disefiados contra la region que codifica para el
carboxilo y la region amino de los dominios mas conservados, segun el andlisis de

secuencias.



AMPLIFICACION DEL cDNA DE ZmICK1 POR PCR.

La reaccion de PCR se llevo a cabo utilizando los siguientes oligonucledtidos: Fw
5" ATG GGC AAG TAC ATG CGC AAG 3’y Re 5 GTCTAGCTT CACCCATTC
AAA CCT GCC 3. Se emplearon 250 ng de DNA como molde se les agregd 0.3 uM de
cada uno de los oligonucleodtidos, dNTPs 10 mM, MgCl, 50 mM, buffer 10X para PCR y
0.5 U de Tag DNA polimerasa. Las condiciones de amplificacion fueron 60 °C/1 min, 72°C
/1 miny 35 ciclos.

Mediante PCR se logré amplificar un fragmento de 355 pb. El producto de PCR se
corrié en un gel de agarosa al 1.9%, se cortd la banda correspondiente al cDNA y se
purificé con un Kit (Gibco) como se indica en el protocolo. EI cDNA purificado se clon6
en el vector pGEM-T-EASY (Promega). Posteriormente se realizé la transformacion en
celulas competentes de E.coli, DH5a con el producto de la reaccion de ligacion bajo las
siguientes condiciones: 30 min/4°C, 45 s/42°C y 2 min/4°C. Se agregd 1 mL de medio
SOC y se incubd 1 h /37°C. Las bacterias se sembraron en medio LB/Ampicilina (50
ug/uL) suplementado con X-Gal e IPTG (0.5 mM).

Este vector permite seleccionar las clonas que contiene el cDNA de interés porque
contiene en su sitio multiple de clonacion el gen que codifica para la B-Galactosidasa (Lac
Z), por lo que al insertar el cDNA en esta region la enzima se inactiva y las colonias
positivas pueden ser seleccionadas debido a que presentan un color blanco translicido. Las
colonias que presentan una coloracion azul no presentan el inserto, ya que no se
interrumpid el gen Lac Z y la B-Galactosidasa producida puede hidrolizar el analogo de la
lactosa X-Gal, que al precipitarse da una coloracion azul, ésto se lleva a cabo en presencia
de IPTG, que induce la expresion del gen. La bacterias que contienen el plasmido se crecen
por 12 h/37°C en medio LB/Ampicilina. Se centrifuga todo el extracto celular y se aisla el
plasmido con el Kit Wizard Plus Miniprep Promega como se indica en el protocolo. La
digestion con la enzima de restriccion EcoR1 permite liberar el inserto del vector pGEM-T-
EASY. El plasmido obtenido se llevd a secuenciar y se realizd un andlisis por BLAST a

partir de la secuencia de aminoacidos traducida del cDNA del producto de PCR.



CLONACION EN EL VECTOR DE EXPRESION pGEX-4T2

Se disefiaron nucledtido con los sitios de restriccion necesarios para poder subclonar
en el vector de expresion (pGEX-4T2). La ZmICK1 fue amplificada por PCR utilizando
los oligos especificos el gen GST-ZmICK1 Fw 5 CGCggatccGCG
TGGGCAAGTACATGCGCAZ', RE 5°GgaattcCGTCTAGCTTCACCCATTCAAA 3", se
subclon6 en marco de lectura abierto en el vector de expresion pGEX-4T2 y con la

construccién resultante se transformaron células BL21.

INDUCCION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA GST-ZmICK
RECOMBINANTE

El vector de expresion (PGEX-4T2) facilita la purificacion de la proteina de interés
porque codifica una proteina de fusion con la Glutation S-Transferasa (GST). Estas se
asocia a la resina Glutathione Sepharose 4B (Amersham Biosciences), permitiendo separar
a la proteina GST-ICK del resto de las proteinas de la bacteria, por cromatografia de
afinidad.

La produccion de la proteina recombinante GST-ICK1 fue inducida con IPTG 1M
por 4 h a 37°C. La proteina recombinante fue purificada utilizando la columna de afinidad
Glutathione Sepharose como sigue: después de centrifugar el extracto celular a 10000
rpm/10 min el pellet se resuspende en una solucion que contiene 0.08 g de lisozima en
PBS 1X por 1 h y se adiciona una tableta de inhibidores de proteasa COMPLETE. Se
adiciona Triton X-100 al 10% en PBS 1X por 30 min y se centrifuga a 10000 rpm/5 min.
El sobrenandante se incuba 2 h con la columna de afinidad, se lava 3 veces con PBS 1X
para eliminar las proteinas no-unidas a la resina y la proteina de interés se eluye con 50
mM de Tris-Glutatién pH 8.0 (1 mL de Tris-Glutation/mL de resina). Si solo se requiere
obtener la proteina ICK, se lleva a cabo un paso proteolitico por el cual después de lavar la

resina 3 veces con PBS 1X se incuba con trombina (50 puL/mL de resina) por 2 h a

temperatura ambiente. La proteina cortada se eluye con 500 uL de PBS 1X.



ESQUEMA DE INMUNIZACION

Se disefié un esquema de inmunizacién y se inocularon dos conejos. Uno de ellos
se inocul6 con la proteina ICK fusionada a GST vy el otro solo con la proteina ICK. Para
obtener una mejor respuesta inmune los antigenos se acoplaron a hemocianina (Sigma). Por
ello, se prepara una solucién de hemocianina (2 mg) con 10 pL de glutaraldehido en 90 uL
de PBS 1X y se incuba por 12 h. El exceso de glutaraldehido se elimina mediante tubos
Centricon 50 por 15 min. A esta solucion se le agrega el antigeno ( 250-500 pg) y se deja
acoplando 12 h a temperatura ambiente. Para inyectar al conejo se hace una emulsién
agregando a lo anterior Adyuvante completo o incompleto de Freund. Se realizaron 7
inmunizaciones en total (3 inmunizaciones por semana, 2 en una sola semanay 2 refuerzos
en la siguiente semana). Antes de la sangria de prueba se hicieron 4 inmunizaciones y 3
posteriores.

Una vez obtenidos los respectivos anticuerpos se purificaron precipitandolos con
sulfato de amonio saturado (77.7 %) a una concentracion final del 50% p/v; 0.5 mL de
suero inmune se precipitan con 0.25 mL de sulfato de amonio saturado (77.7 %) y se incuba
por 12 h/4°C en agitacion. Se realiza una primera centrifugacion a 4000 rpm/4°C/30 min y
el sobrenadante se vuelve a precipitar con 0.25 mL de sulfato de amonio saturado y se
incuba por 6 h/4°C en agitacion. La segunda centrifugacion es a 4000 rpm/4°C/30 min y al
precipitado se le adicionan 200 uL de PBS 1X. Los anticuerpos se dializan en tubos

Centricdn con 500 pL de PBS 1X a 3000 rpm/4°C/5 min (3 veces).

INMUNOPURIFICACION DEL ANTICUERPO anti-ZmICK

Se carga en un gel SDS-PAGE el equivalente a 0.2-1.0 mg de proteina total
(antigeno). Después se transfiere a una membrana de nitrocelulosa y se incuba con el suero
inmune o el suero precipitado con sulfato de amonio (0.2 mL de suero precipitado con
sulfato de amonio/2 mL de PBS 1X) por 12 h/4°C. Posteriormente, se lavan con PBS 1X (5
min cada lavado en agitacion) y se eluye el anticuerpo con 0.5 mL de buffer de glicina 0.2
M pH 2.7. Se neutraliza con Tris-base 0.5 M pH 8.



ENSAYOS DE COMPETENCIA

El anticuerpo anti-ZmICK en una dilucion 1:1000 se incub6é 12 h con la proteina
recombinante ICK (30 pug y 50ug) y se llevo a un volumen de 100 uL con PBS 1X. Esta
solucion se utiliza como primer anticuerpo y se realiza una réplica en Western para

observar el efecto de competencia.

REPLICA EN WESTERN

Los geles SDS-PAGE (14%) fueron transferidos a membranas de PVDF vy éstas se
incubaron con anticuerpos policlonales anti-ZmICK (1:1000) por 12 h/TA, se lavaron dos
veces con buffer PBS 1X/15 min y un lavado con buffer PBS 1X que contiene NaCl 0.5
M/15 min, después se incubaron por 2 h con un segundo anticuerpo conjugado con la
enzima peroxidasa en una dilucion 1:10,000 y la reaccion de peroxidasa se detectd por
quimioluminiscencia (ECL). Los analisis densitométricos se llevaron a cabo utilizando el

equipo Phosphoimager de BioRad.

INMUNOPRECIPITACION

Se incubaron proteinas (200 ug de extractos proteicos) con anticuerpo anti-ciclina
D2 (1:10) [Gutierrez et al., 2005] , anti-ZmICK (1:10), anti-PCNA (1:15) [Sanchez et al.,
2004], conjugados a proteina A-Agarosa 12 h/4°C, después se lavaron con 50 uL de buffer
Suc que contiene Tris-HCI 25 mM pH 7.5, NaCl 125 mM, EDTA 5 mM pH 8.0, EGTA 1
mM vy las proteinas resultantes se revelaron por SDS-PAGE (14%).

ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE CINASA ASOCIADA APCNAY p13SUCl

Se incubaron proteinas (200 ug de extractos proteicos) con anticuerpo anti-PCNA
conjugado a proteina A-Agarosa (30 uL) o p13°*°‘-Sepharose (10 pL) 12h/4°C, después
se lavaron con 50 pL de buffer Suc que contiene Tris-HCI 25 mM pH 7.5, NaCl 125 mM,
EDTA 5 mM pH 8.0, EGTA 1 mMy las proteinas resultantes se utilizaron como fuente de

actividad de cinasa.

Las proteinas asociadas a PCNA y p13%! fueron resuspendidas en 15 uL de
buffer de cinasa (Tris-HCI 70 mM pH 7.5, MgCl, 10 mM, NaCl 150 mM, KCI 25 mM,



EDTA 5 mM pH 8.0, DTT 1mM, sacarosa 0.25 M, EGTA 5 mM, ATP 20 uM y 5 uCi de
v-*P[ATP]. Se utiliz6 como sustrato GST-ZmRBR-C en ausencia y presencia de ICK
recombinante (2.5 pg para PCNA y 0.5 pg para p13>'“). La purificacién de GST-ZmRBR-
C se llevé a cabo de acuerdo a Ramirez-Parra et al. (1999). La reaccion se llevd a cabo por
30 min y se par6 con 15 uL de buffer de carga para proteina que contiene SDS. Las

muestras se desnaturalizaron a 90°C/5 min y se separaron por SDS-PAGE (14%).

ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE CINASA PARA CICLINA D2
Se incubaron proteinas (200 pg de extractos proteicos) con anticuerpo anti-ciclina D2
conjugado a proteina G-Agarosa (1:10), después se lavaron con 50 uL de buffer Suc que
contiene Tris-HCI 25 mM pH 7.5, NaCl 125 mM, EDTA 5 mM pH 8.0, EGTA 1 mMy las
proteinas resultantes se utilizaron como fuente de actividad de cinasa.

Las proteinas asociada a ciclina D2 fueron resuspendidas en 10 uL de buffer de
cinasa (Tris-HCI 70 mM pH 7.5, MgCl, 10 mM, NaCl 150 mM, KCI 25 mM, EDTA 5 mM
pH 8.0, DTT 1 mM, sacarosa 0.25 M, EGTA 5 mM, ATP 20 uM y 3 uCi de y-**P[ATP]. Se
utilizé como sustrato GST-ZmMRBR-C (4 ug) en ausencia y presencia de ICK recombinante
(2.5 ug de proteina). La reaccion se llevo a cabo por 30 min y se pard con 15 uL de buffer
de carga para proteina que contiene SDS. Las muestras se desnaturalizaron a 90°C/5 min 'y
se separaron por SDS-PAGE (14%).



RESULTADOS

Para el aislamiento de un inhibidor de CDKs se realizé un analisis de secuencias,
para ello se compararon varias secuencias de ICKs de Arabidopsis, arroz'y un EST de maiz
(AW267370). De este analisis se encontr6 que existen motivos muy conservados en el
extremo carboxilo de las ICKs de Arabidopsis, arroz y maiz y la secuencia del cDNA del
EST de maiz también present6 estos dominios bien conservados hacia el extremo carboxilo,
sin embargo las ICKs analizadas, asi como las de otras especies, presentaron una gran
divergencia hacia el extremo amino.

Para poder aislar un cDNA de una ICK de maiz se disefiaron nucledtidos contra la
region C-terminal y la regién N-terminal de los dominios mas conservados en el analisis de
secuencias.

Mediante técnicas de PCR se logré amplificar un fragmento de 355 pb. El
producto de PCR se reamplificd y se corrié en un gel de agarosa para cortar, purificar y
clonar en el vector pGEM. Posteriormente se secuenci0 y se encontré que la secuencia
obtenida correspondia a una ICK de maiz con alta semejanza con el extremo carboxilo de
las ICKs de Arabidopsis y arroz (Fig. 1). Como no se logré obtener la secuencia completa
de este gen, se disefiaron nucledtidos con los sitios de restriccion para BamH1 y EcoR1

para subclonar el producto en un vector de expresion (PGEX-4T2).
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Fig. 1 Comparacion de las secuencias de aminoéacidos deducidas de las secuencias de cDNAs de las ICKs de
Arabidopsis (AtICK1-AtICK7), Arroz (OsICK) yun EST de maiz (ZmEstICK).

En la Fig 2A, carril 5 se muestra la amplificacion del cDNA de ZmICK1 por PCR

utilizando los oligos con los nuevos sitios de restriccion, comprobando que el fragmento de

la ZmICK1 tiene el tamafio esperado (355 pb) y en la Fig. 2B, carriles 1y 2, se muestra la

reamplificacion de los productos de PCR para purificar y transformar células BL21.
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Fig. 2 Amplificacion del cDNA de ZmICK1 de maiz por PCR utilizando los nucle6tidos con los sitios de
restriccion BamH1/EcoR1. Fig (A) Amplificacion del cDNA de ZmICK1 por PCR. Carriles: 1 PM, 2
ZmICK2, 3 nucledtido Fw, 4 nucledtido Re, 5 ZmICK1, 6 Fw/Re. Condiciones: 35 ciclos/60°C. (B)
Reamplificacion del cDNA de ZmICK1 para purificar el producto de PCR. Carriles: 1 y 2 ZmICK1,

carril 3 PM. Condiciones: 35 ciclos/60°C.

En la Fig. 3, carril 4 se muestra la banda del fragmento purificado de la ZmICK1, el

cual se cloné posteriormente en el vector pGEX-4T2. En la Fig. 4, carril 3 se muestra la

digestion del plasmido pGEX-4T2 con las enzimas BamH1 y EcoR1, en donde se observa

que el fragmento liberado tiene un tamafio de 355 pb.

1000
850

650
500
400

300 ZmICK1

200 ZmICK2

100

1 2 3 4

Fig. 3 Purificacion del cDNA de ZmICK1.
Carriles: 1 PM, 2 ZmICK2, 3 sin muesta,
4 ZmICK1.
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Fig. 4 Digestién de los cDNA de ZmICK1 con BamH1
y EcoRI. Carriles: 1 PM, 2 ZmICKL1 sin digerir, 3
digestién de ZmICK1 con BamH1/EcoR1, 4 PGEX-4T2

sin digerir.



El fragmento que corresponde a la ICK, clonado en el vector de expresion pGEX-
4T2 fue secuenciado y se realizd un analisis por BLAST de la secuencia de aminoacidos

(Fig. 5). El resultado final fue que la secuencia de aminoacidos presentd un alto grado de

identidad con KRP1 de maiz (88%) y con la OsICK de arroz (61%) (Fig. 5, tabla 1).

ZMICKL e mmmm e m e m e oo
ZeamaKRP1 -MGKYMRKAKASS -~ - -~ ----=-—-—--- EVVIMDVAAAP- - - -LGVRTRARALALQRL 38
0sICK -MGKYMRKAKVVVSGE------------ VVAAAVMELAAAP- - - - LGVRTRARSLALQ-- 41
AtICK4 -MGKYIRKSKIDGAGAGAGGCGGGGGGEGESSIALMDVVSPSSSSSLGVLTRAKSLALQQQ 59
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Fig. 5 Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida de ZmICKZ1 con polipéptidos deducidos de las

secuencias de cDNAs de las ICKs de maiz (ZeamaKRP1 y ZeamaKRP2), Arabidopsis (AtICK1-AtICK7) y

Arroz (OsICK).

Secuencia # (aa) Secuencia #(aa) Identidad (%)
ZmICK1 120 ZeamaKRP1 190 88
ZmICK1 120 OsICK 242 61l
ZmICK1 120 AtICK4 286 38
ZmICK1 120 zeamaKRP2 256 25
ZmICK1 120 AtICK3 222 28
ZmICK1 120 AtICK6 196 26
ZmICK1 120 AtICK7 195 23
ZmICK1 120 AtICKS5 189 22
ZmICK1 120 AtICK1 191 20
ZmICK1 120 AtICK2 209 20

Tabla 1. Porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos de la ICK1 de maiz comparada con la de

otras especies.



SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE

Para obtener anticuerpos y estudiar la funcion de la proteina, se procedid a expresar
ésta como una proteina de fusion empleando el vector de expresion PGEX-4T2, el cual
puede expresar polipéptidos o proteinas enteras fusionadas al C-terminal de la proteina
Glutation S-Transferasa (GST), lo cual permite facilmente purificarlas mediante una
columna de afinidad de Glutation-Agarosa. Dentro del sitio de clonacidon de este vector
también hay un sitio de corte para la trombina que puede liberar al péptido de la proteina
GST. La Fig. 6 muestra la induccién de la proteina recombinante con IPTG 1M por 4 h a
37°C. El panel A presenta el gel de acrilamida tefiido con Azul de Coomasie y en el B la

inmunoreplica del gel utilizando anticuerpos dirigidos contra GST.
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Fig. 6 Induccion de GST-ZmICK recombinante en PGEX-4T2 con IPTG 1M por 4 h a 37°C. (A) Gel de acrilamida al 14%
tefiido con Azul de Coomasie. (B) Western blot anti-GST para detectar a la proteina GST-ZmICK recombinante y a GST.
Carriles: 1 E. coli BL21 sin pladsmido con IPTG, 2 E. coli BL21 sin PTG, 3 Fraccion GST con IPTG, 4 Fraccion GST
sin IPTG y 5 Fraccion GST-ZmICK con IPTG.



En la Fig. 6A los carriles 1 y 2, muestran el extracto proteico de una cepa silvestre
de E. coli BL21 sin el plasmido y sin o con IPTG, respectivamente. En los carriles 3y 4 se
observa la induccién con IPTG dela proteina con y sin la proteina GST y el carril 5
muestra la induccion de clonas que tienen el inserto de ZmICKZ1. En la fig. 6B se observa la
inmunodeteccion de la proteina GST de 25 kDa (carril 3) y la proteina ZmICK1 fusionada a
GST, de 38 kDa, inducida con IPTG (carril 5), mientras que en los carriles 1, 3 y 4 no se

detecto proteina alguna.

Ya que se comprobd la induccion de la proteina GST-ZmICK, ésta se purifico,
separandose la proteina recombinante ICK de la proteina de fusibn GST mediante
proteolisis con trombina. La Fig 7 muestra un gel de acrilamida tefiido con Azul de
Coomasie en donde se observan las fracciones de purificacion de la proteina recombinante
GST-ICK. Los carriles 1, 2 y 3 muestran la purificacion de tres fracciones diferentes de la
proteina ICK fusionada a GST (38 kDa) y en los carriles 4, 5 y 6 se observan las
fracciones de la proteina ICK de 13 kDa aproximadamente, como producto de la
proteolisis de la proteina GST-ICK . En el carril 7 so6lo se observa la primera elucién de

GST (25 kDa) después de la protedlisis con trombina.

GST-ZmICK GST
Trombina ) ) + + + o+
KDa
75
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Fig. 7 Purificaciéon con trombina de la proteina GST-ZmICK recombinante. Gel de acrilamida al
14% tefiido con Azul de Coomasie. Carriles: 1, 2 y 3, fracciones purificadas de GST-ZmICK; 4,5
y 6, fracciones purificadas de ZmICK; carril 7, fraccion purificada de GST.



GENERACION Y PURIFICACION DE ANTICUERPOS

Después de inducir la proteina ZmICK1 , se disefidé un esquema de inmunizacion y
se inocularon dos conejos. Antes de inmunizar, se obtuvieron los respectivos sueros pre-
inmunes para ver cual era su respuesta ante los extractos proteicos de maiz. Uno de los
conejos se inmunizé con la proteina ICK fusionada a GST (38 kDa) y el otro s6lo con la
proteina ICK cortada (13 kDa). Para inducir una mayor respuesta inmunogénica, las
proteinas recombinantes se acoplaron a hemocianina y se preparé una emulsion con

adyuvante de Freund, alternando adyuvante completo e incompleto en las inmunizaciones.
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Fig. 8 Inmunoréplica para la deteccion de ICK con la fraccion de anticuerpos precipitados con
Sulfato de Amonio Saturado (77.7%). (A) Anticuerpo dirigido contra ZmICK recombinante
(1:1000). (B) Suero pre-inmune (1:1000). Carriles: 1, GST (2 pg); 2, ZmICK (10 ng); 3, GST-
ZmICK (10 pg); 4, ZmICK (10 ng) ; 5y 6, Extractos de ejes embrionarios de maiz (30 y 60 pug
de proteina total) germinado por 15 h.



Después de la cuarta inyeccion se hizo una sangria de prueba para ver si habia un
titulo adecuado de anticuerpos. Como el resultado no fue el esperado, se realizaron tres

inmunizaciones mas.

Como el anticuerpo dirigido contra la proteina GST-ICK no dio una buena respuesta
inmunogénica, solo se utilizo el anticuerpo dirigido contra la proteina ICK cortada, en una
dilucion de 1:1000, ya que fue el que dio una respuesta mejor para detectar a las proteinas
recombinantes y a la proteina ICK de extractos proteicos de maiz. También se realizo la

inmunodeteccidn del suero pre-inmune con un titulo de 1:1000 (Fig. 8).

En la Fig. 8A se observa que el anticuerpo anti-ICK no reconocié a GST (25 kDa,
carril 1), pero si a la proteina ICK recombinante (13 kDa, carriles 2 y 4), asi como por la
proteina ICK fusionada a GST (38 kDa, carril 3). En extractos proteicos de maiz, el
anticuerpo también reconoci6 una proteina de 22 kDa aproximadamente (carriles 5y 6).
Este peso cae dentro del rango de las ICKs de Arabidopsis, cuyos pesos oscilan entre 20 y
30 kDa (referencia).

En la Fig. 8B se muestra que el suero pre-inmune del conejo inmunizado con anti-
ICK no detectd a ninguna de las proteinas recombinantes ni a las proteinas de extractos

proteicos de maiz.



VALIDACION DEL ANTICUERPO anti-ICK

Una vez que se purifico el anticuerpo dirigido contra el péptido ICK aislado, se
realizaron ensayos de competencia para verificar que la proteina que se detecta en extractos

de maiz corresponde a una ICK.

Para el ensayo de competencia, el anticuerpo anti-ICK en una dilucién 1:1000 se
incub6 12 h con la proteina recombinante soluble ICK (50 ug) vy, esta solucion se utilizé
como primer anticuerpo; despueés se realiz6 una réplica Western para observar el efecto de
competencia. En la Fig. 9 se muestra la validacion del anticuerpo anti-ICK. Para llevar a
cabo este experimento se produjeron 4 membranas idénticas que contenian: GST (carril 1),
ICK (carriles 2 y 3), GST-ICK (carril 4) y extractos proteicos de maiz (carriles 5y 6). Las
membranas se incubaron por separado con los anticuerpos anti-ICK (Panel A), con el
anticuerpo anti-ICK preincubado con ICK (B), con el anti-ICK preincubado con GST (C) y

con el suero preinmune (D).

En la Fig. 9, panel A, se muestra el reconocimiento de las proteinas ICK
recombinantes (13 kDa, carriles 2 y 3), la proteina GST-ICK (38 kDa, carril 4) y la
proteina ICK en extractos proteicos de maiz (carriles 5y 6) por el anticuerpo anti-ICK;
GST (carril 1) no es reconocida por el anticuerpo. En la figura del panel B, se observa que
el anticuerpo con la proteina ICK recombinante soluble se unié eficientemente al
anticuerpo y lo neutralizo pues no la detect6 ni a la ICK recombinante (Fig. 2 y 3)ni a la
proteina enddgena de maiz (Fig. 5 y 6) inmovilizadas en la membrana. En contraste la
proteina GST soluble o se unié al anticuerpo pues éste reconocio a la proteina recombinante
y a la proteina enddgena. Para el panel D se realiz6 una inmunodeteccién con el suero pre-

inmune, en el cual no se observa reconocimiento alguno.
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Fig. 9 Validacion por ensayos de competencia del anticuerpo anti-ZmICK. (A) anti-ZmICK
(1:1000); (B) anti-ZmICK + 30 pg ICK recombinante; (C) anti-ZmICK + GST; (D) suero pre-
inmune. Carriles: 1, GST (2 npg); 2 y 3 ZmICK recombinante (10 pg); 4, GST-ZmICK
recombinante (10 ug); 5y 6, Extractos de ejes embrionarios de maiz (60 pg de proteina total)

germinado por 15 h



NIVELES DE LA ICK DURANTE LA GERMINACION DE EJES
EMBRIONARIOS DE MAIZ Y EL EFECTO DE FITOHORMONAS

Teniendo la seguridad de que el anticuerpo s6lo reconoce a una proteina en maiz y
que se trata de una ICK, se decidié analizar su comportamiento durante la germinacion de
maiz, para lo cual se germinaron ejes embrionarios de maiz y se tomaron muestras a
diferentes horas. Se decidio ver el comportamiento de la ICK en presencia de BA y ABA.
En la Fig. 10 se presenta la inmunodeteccion de la ICK durante la germinacion normal de
maiz y en presencia de fitohormonas. En los paneles A y C, se observa que no hubo
cambios significativos en los niveles de la proteina ICK de maiz tanto en los ejes de semilla
control y que la fitohormonas no tuvieron ningun efecto en los niveles de esta proteina. En

el panel B se observa que el cargado de proteinas fue parejo para todas las muestras.
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Fig. 10 Efecto de BA y ABA sobre los niveles de la proteina ICK durante la germinacién de maiz. Extractos
proteicos de ejes embrionarios de maiz embebidos por 0, 3, 6, 15y 24 h en la presencia/ausencia de BA 1uM o
ABA 20 u M. (A) Réplicaen Western con anti-ZmICK 1:1000; (B) Gel de cargado; (C) Analisis
densitométrico relacionando la sefial del western blot con la cantidad de proteina cargada.



ACTIVIDAD DE CINASA Y EFECTO DE ICK

Mediante ensayos de actividad de cinasa in vitro se determiné el efecto inhibitorio
de la proteina ZmICK1 recombinante sobre la actividad de cinasa asociada a PCNA, a
ciclina D2y a p13%““*, utilizando como sustrato a GST-ZmRBR-C y como fuente de CDKs,
inmunoprecipitados de extractos proteicos de ejes embrionarios de maiz. Para esto, se
utilizaron extractos proteicos de ejes embrionarios germinados por 6 h para PCNA, 6y
15 h para ciclina D2 y 15y 24 h para p13>'“*, que son los tiempos en donde la actividad de

cinasa muestra un pico de actividad.

En la Fig. 11A se muestra la fosforilacion de GST-ZmRBR-C por las cinasas
asociadas a PCNA y se observo que hay un efecto dosis-respuesta en el efecto inhibitorio
de ZmICK1 sobre la actividad de cinasa encontrada en inmunoprecipitados de anti-PCNA
(carriles 1-4). Hubo una ligera disminucién en la actividad de cinasa en presencia de un
inmunoprecipitado con anti-ICK (carril 5) y no se observaron cambios en la actividad de
cinasa en presencia del suero pre-inmune (PI), ni utilizando la proteina GST fusionada a
ICK o sola (carriles 6, 7 y 8 respectivamente).

La Fig. 11B indica que no se observo un efecto dosis-respuesta en la inhibicion de
la actividad de cinasa asociada a ciclina D2 (carriles 1-4), s6lo hubo disminucién de la
actividad cuando se utilizé una concentracion de 2.5 ug del inhibidor (carril 4). No hubo
una disminucion de la actividad de cinasa cuando se utiliz6 un inmunoprecipitado de anti-
ICK, el suero preinmune o la proteina GST fusionada a ICK o sola (Figs. 5-8).

No se observo un efecto dosis-respuesta en la disminucién de la actividad de cinasa

asociada a p13°'“

(Fig. 11C); sin embargo, las tres concentraciones utilizadas de inhibidor
(0.5, 1.5y 2.5 ug) disminuyeron en la misma proporcion la actividad de cinasa con respecto
al control (carriles 1-4). No hubo disminucion de la actividad de cinasa cuando se utilizé un
inmunoprecipitado de anti-ICK, el suero preinmune, la proteina GST fusionada a ICK o

sola (carriles 5-8).
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Fig. 11 Efecto de ZmICK1 sobre la actividad de cinasa en inmunoprecipitados de anti-PCNA, anti-ciclina D2
y p13%“, utilizando GST-ZmRBR-C como sustrato. Efecto dosis-respuesta de la proteina recombinante ICK
sobre la cinasa asociada a: (A) PCNA en ejes germinados por 6 h, (B) ciclina D2 en ejes germinados por 6 y
15 h y (C) p13°“! en ejes germinados por 15 y 24 h. Concentracién de ICK: 0, 0.5, 1.5 y 2.5 ug de proteina

recombinante en carriles 1-4; carril 5, Ipp anti-1CK; carril 6, Pl (suero pre-inmune); carril 7, GST-ICK 2.5 ug;
carril 8, GST 0.5ug.

Para determinar la especificidad del efecto inhibitorio de ZmICK1 sobre la

actividad de cinasa asociada a PCNA, a ciclina D2 y a p13>'*

, Se probd también otra
proteina no relacionada con la regulacion del ciclo celular. Se observé que la albimina a
diferentes concentraciones ( 0, 5, 10 y 20 pg) no ejercié ningin efecto sobre la actividad de
cinasa asociada a PCNA (Fig. 12A, carriles 1-4). Tampoco hubo una disminucién de la
actividad de cinasa en presencia del suero pre-inmune (carril 5) ni de un inmunoprecipitado
con anti-ICK (carril 6). El carril 7 muestra un control positivo, al igual que el carril 1, que
no contiene albumina. En el carril 8 se demuestra que un inmunoprecipitado del suero pre-
inmune por si mismo carece de actividad comparada a la actividad de cinasa del control

positivo (carril 7).



En la Fig. 12B se observa un patron similar en cuanto al efecto de la albumina sobre
la actividad de cinasa asociada a ciclina D2, con la unica diferencia de que la sefial de
actividad de cinasa es menos acentuada que en la Fig. 12A.

Después de determinar la cantidad requerida de la proteina inhibitoria sobre la
actividad de cinasa en inmunoprecipitados de anti-PCNA, anti-ciclina D2 y en el pull down
de p13®“, se estudi6 el efecto inhibitorio de ZmICK en extractos proteicos de ejes

embrionarios de maiz a distintas horas de la germinacion.
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Fig. 12 Efecto de BSA sobre la actividad de cinasa en inmunoprecipitados de anti-PCNA y anti-ciclina D2
utilizando GST-ZmRBR-C como sustrato. Efecto de la proteina BSA sobre la actividad de cinasa asociada a: (A)
PCNA en ejes germinados por 6 h y (B) ciclina D2 en ejes germinados por 6 y 15 h, en presencia de 0, 5, 10 y 20 ug
de BSA, carriles 2-5; Carril 6, Pl suero pre-inmune; carril 7, lpp de anti-ICK; carril 8, control positivo; carril 9, Pl
del suero pre-inmune sin anti-PCNA o anti-ciclina D2.



En la Fig. 13A se observa el comportamiento normal de la actividad de cinasa
asociada a PCNA en extractos proteicos de ejes embrionarios de maiz germinados por 3, 6
15 y 24 h, asi como el efecto inhibitorio de ZmICK1. La actividad de cinasa en
inmunoprecipitados de PCNA de semilla control fue méas alta a horas tempranas de la

germinacién (3-6 h) y decay0 hacia las horas tardias (15-24 h).
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Fig. 13 Efecto de ZmICK1 sobre la actividad de cinasa en inmunoprecipitados de anti-PCNA. (A) Actividad
de cinasa asociada a PCNA en extractos proteicos de ejes embrionarios germinados por 3, 6, 15y 24 h en
ausencia y presencia de 2.5 ug de ZmICKZ1, utilizando GST-ZmRB-C (4 ug) como sustrato. La autoradiografia
muestra al sustrato marcado con **P después de la separacion electroforética. (B) Analisis cuantitativo de la
actividad de cinasa asociada a PCNA relacionando la sefial de la autoradiografia con la cantidad de proteina
cargada. (C) Gel de acrilamida tefiido con Azul de Coomasie como control de cargado.



En presencia del inhibidor se observo que hubo una disminucion casi del 70 % de la
actividad de cinasa asociada a PCNA con respecto a la actividad normal a las 3y 6 h de
germinacion, y conforme avanzo el tiempo de germinacion, hacia las 15 h, se observé un
efecto inhibitorio mas marcado del 78%. Hacia las 24 h el efecto inhibitorio por ZmICK se
elevo hasta el 96 % (Fig. 13B).

En la Fig. 14A se observa el comportamiento normal de la actividad de cinasa
asociada a ciclina D2 en extractos proteicos de ejes embrionarios de maiz germinados por
3,6 15y 24 h, asi como el efecto inhibitorio de ZmICKL1. La actividad de cinasa asociada a
ciclina D2 se incrementd gradualmente hasta alcanzar un maximo entre las 6 y 15 h de
germinacion y disminuy6 hacia las horas tardias de la germinacion normal de maiz (24 h).

En presencia del inhibidor se observd que hubo una disminucion del 70 % de la
actividad de cinasa asociada a ciclina D2 con respecto a la actividad normal a las 3 h de
germinacion, a las 6 h hubo una inhibicion del 85% y conforme avanzé el tiempo de
germinacion, hacia las 15 h, se observo un efecto inhibitorio mas marcado del 92%. Sin
embargo, a las 24 h el efecto inhibitorio por ZmICK1 fue sélo del 25 % con respecto a la

actividad en el control (Fig. 14B).
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Fig. 14 Efecto de ZmICK1 sobre la actividad de cinasa en proteinas asociadas a ciclina D2. (A) Actividad de cinasa

asociada a ciclina D2 en extractos proteicos de ejes embrionarios germinados por 3, 6, 15y 24 h en ausencia y
presencia de 2.5 ug ICK, utilizando GST-ZmRB-C (4 pg) como sustrato. La autoradiografia muestra al sustrato
marcado con *2P después de la separacion electroforética. (B) Analisis cuantitativo de la actividad de cinasa asociada
a ciclina D2 relacionando la sefial de la autoradiografia con la cantidad de proteina cargada. (C) Gel de acrilamida
tefiido con Azul de Coomasie como control de cargado.



En la Fig. 15A se observa el comportamiento normal de la actividad de cinasa
asociada a p13>““! en extractos proteicos de ejes embrionarios de maiz germinados por 3, 6
15y 24 h, asi como el efecto inhibitorio de ZmICK1. La actividad de cinasa asociada a
p13°“! fue baja durante la germinacién temprana (3-6 h) y se incrementd notablemente

conforme avanzé la germinacion (15 y 24 h).
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Fig. 15 Efecto de ZmICK1 sobre la actividad de cinasa en proteinas asociadas a p13 Suc1, (A) Actividad de cinasa

asociada a p13 Suct en extractos proteicos de ejes embrionarios germinados por 3, 6, 15y 24 h en ausencia y presencia
de 0.5 ug de ICK, utilizando GST-ZmRB-C (4 ug) como sustrato. La autoradiografia muestra al sustrato marcado con
%2p después de la separacion electroforética. (B) Analisis cuantitativo de la actividad de cinasa asociada a p13 Suct

relacionando la sefial de la autoradiografia con la cantidad de proteina cargada. (C) Gel de polilacrilamida tefiido con
Azul de Coomasie como control de cargado.



En presencia del inhibidor se observé una disminucion del 30 % de la actividad de
cinasa asociada a p13>““ con respecto a la actividad control a las 3 h de germinacién; a las
6 h no hubo efecto inhibitorio alguno. Sin embargo, hacia las 15 h se observd un efecto
inhibitorio mé&s marcado, del 68% y a las 24 h se observo una inhibicion del 48 % con
respecto a la actividad control (Fig. 15B).



DISCUSION

Considerando que en los mamiferos han evolucionado maultiples inhibidores de
CDKs, los cuales podrian interaccionar con distintos complejos de ciclinas-CDKs, y el
hecho de que las plantas también poseen multiples CDKs y ciclinas, era de esperarse que
también existieran mdltiples inhibidores de CDKs, como son las proteinas ICKs. Estas
proteinas han conservado los principales dominios de union a las CDKs y las ciclinas, sitios
gue han sido mapeados en el dominio C-terminal [Wang et al., 1998]; los motivos
adicionales encontrados en la parte N-terminal de las ICKs podrian determinar la
especificidad hacia diferentes complejos ciclina/CDK. Alternativamente, estos dominios
podrian interaccionar con otras proteinas aun no descritas [De Veylder et al., 2001].

La estrategia que se utilizd para obtener una ICK de maiz fue la de comparar las
secuencias reportadas de las ICKs de plantas y sintetizar oligonucleétidos de la region mas
conservada, para amplificar cONAs (Fig. 1). S6lo se logré aislar una secuencia parcial del
gen para la ICK con un tamaiio de 355 pb. Los intentos por obtener la secuencia completa
no han sido exitosos y al momento solo contamos con cDNAs que corresponden al
carboxilo terminal que, sin embargo, posee las regiones mas conservadas entre las 1CKs
de plantas: el dominio de union a las ciclinas y el dominio de union a las CDKs, en el
extremo carboxilo. Esta proteina tienen un alto grado de identidad con las ICKs de maiz
(88%), arroz (61%) y Arabidopsis (38%) y como ellas, muestra una secuencia de
aproximadamente 30 aa en comun con la familia de CKIls Cip/Kip en mamiferos, region
que fue identificada como el dominio de interaccién/inhibicion en las CKls [Russo et al.,
1996].

Una vez que se clono, expresé y purifico la proteina recombinante GST-ZmICK, se
separ0 a la GST de la ICK por medio de protedlisis con trombina. El polipéptido producido
corresponde enteramente a un fragmento de la secuencia de la proteina ZmICK1, cuyo peso
molecular se determind en 13 kDa (Fig. 7, carril 5). Los anticuerpos obtenidos contra esta
proteina reconocen primordialmente una proteina de 22 kDa en extractos proteicos de maiz,
lo que sugeriria que de existir maltiples 1CKs, éstas deben tener secuencias relativamente

diferentes. El hecho de que no se detecte la banda de 22 kDa en ensayos de réplica en



Western  en presencia del polipéptido recombinante soluble es un buen indicio de la
especificidad de reconocimiento y de la identidad de esta proteina.

La inmunodeteccién de ZmICK1 durante la germinacion normal muestra que la
proteina se mantiene a niveles semejantes a los diferentes tiempos (Fig. 10A). Esto
sugeriria que este inhibidor de cinasas podria funcionar a lo largo del ciclo celular durante
la germinacién normal de maiz y no sélo en una fase especifica del ciclo.

Las fitohormonas son reguladores fundamentales del ciclo celular en plantas [Evans
1984]. La observacién de que las ICKs son transcripcionalmente reguladas por accién de
fitohormonas durante el desarrollo indica que muestran, al igual que la familia Cip/Kip de
mamiferos, el potencial para integrar sefiales de desarrollo con la maquinaria central del
ciclo celular [Verkest, 2005]. Se ha demostrado que las ICKs son capaces de responder a
inhibidores de crecimiento y es probable que participen en la regulacion de la actividad de
las CDKs en respuesta a diferentes sefiales ambientales y de desarrollo. Esta hipotesis es
sostenida por el hecho de que la expresién de la ICK1 en Arabidopsis es inducida por
condiciones que son inhibitorias para la division celular vegetal, tales como el tratamiento
con acido abscisico 0 a bajas temperaturas, implicando que ICK1 puede estar inhibiendo la
division celular bajo condiciones de estrés abidtico [Ormenese, 2004; Wang, 1998].
Nuestros resultados demuestran que durante la germinacion en presencia de acido
abscisico, los niveles de proteina ZmICK1 no varian, y se comporta como en el control
(Fig. 10 panel A); tampoco parece existir ninguna influencia de citocininas, por lo que no
parece existir un efecto hormonal, al menos por estas hormonas, en la regulacion de la
acumulacion de esta proteina. Lo anterior indica que en maiz las ICKs , o al menos esta
KRP, podrian tener una regulacion diferente a la mostrada por la contraparte de
Arabidopsis. Opcionalmente, el control metabdlico de las semillas en germinacion podria
operar de manera diferente a como sucede en otros tejidos o estados de desarrollo
vegetales.

Se determino la funcionalidad de ZmICK1 probando su efecto inhibitorio in vitro

35! durante la

sobre la actividad de CDK asociada a ciclina D2, a PCNA y a pl
germinacion normal en ejes embrionarios de extractos proteicos de maiz. ZmICK1 ejerce
un efecto inhibitorio diferencial en la actividad de cinasa asociada a cada una de estas

proteinas. La inhibicion de la actividad de cinasa asociada a PCNA se reduce en forma



proporcional a la concentracion de ICK (Fig. 11A), diferente a como sucede para la cinasa
asociada a ciclina D2 (Fig. 11B), que a concentraciones menores de 1.5 ug de ZmICK1 no
ejerce un efecto inhibitorio diferencial, mientras que para la cinasa asociada a p13>'“
existe un mismo efecto inhibitorio a todas las concentraciones de inhibidor utilizadas (Fig.
11C). Estos resultados indican que algunos complejos ciclina/CDK son mas sensibles que
otros, sugiriendo que su composicion es diferente, esto es, podria variar tanto la Cdk como
la ciclina asociada en cada caso (ver adelante).

La proteina GST-ZmICK no ejercio efecto inhibitorio sobre la actividad de cinasa
en ninguno de los tres casos anteriores, a pesar de que el péptido ICK fusionado a GST
contiene el dominio C-terminal que es donde reside la actividad inhibitoria. Esto podria
deberse a que GST, que es una polipéptido de mayor tamafio, enmascara dominios de la
ICK indispensables para su asociacion con el complejo Cyc/CDK. GST por si misma
tampoco ejercidé efecto alguno sobre el grado de fosforilacion de GST-ZmRBR-C en
ninguno de los casos anteriores.

Se estudio el efecto inhibitorio ejercido por ZmICK1 en extractos proteicos de ejes
embrionarios de maiz a distintas horas de germinacion. En inmunoprecipitados con anti-
PCNA, la actividad de cinasa es alta en horas tempranas y tiende a disminuir conforme
avanza la germinacién (Fig. 13, panel A); dos proteinas PSTAIRE son las principales
responsables de esta actividad (36 y 32 kDa), siendo que la de 36 kDa aparece tarde durante
la germinacién [Sanchez et. al., 2002]. Nuestros resultados muestran que ZmICK1 ejerce
un efecto inhibitorio de casi el 70 % en las horas tempranas de la germinacién normal (3 y
6 h) y un poco mas marcado conforme avanza la germinacion, 78 % hacia las 15 h 'y 96 %
hacia las 24 h (Fig 13B); esto podria indicar que, durante la germinacion, en horas
tempranas estd inhibiendo a una de las cinasas y en horas tardias a la otra cinasa que
predomina en estos tiempos. Aparentemente hay un efecto inhibitorio mas marcado hacia
las horas tardias de la germinacion y esto podria deberse a que se estd observando la
sumatoria del efecto inhibitorio sobre las dos cinasas. Como estas dos cinasas podrian
participar en la regulacion de las distintas etapas del ciclo celular durante la germinacién de
maiz, es probable que la ZmICK1 también pueda estar participando en esta regulacion.

La actividad de cinasa asociada a ciclina D2 se incrementa gradualmente hasta
alcanzar un pico hacia las 15 h de germinacién y disminuye posteriormente (Fig. 14A). Esta



actividad de cinasa es fuertemente inhibida por un inhibidor especifico de cinasas
PSTAIRE, olomoucina, corroborando que la cinasa asociada es de tipo CDK-A [Gutiérrez
et al., 2005]. Nuestros resultados muestran que ZmICKL1 ejerce un efecto inhibitorio en
orden ascendente de la actividad de cinasa conforme avanza la germinacion, de 70 % a las
3hy85% alas 6 h, hasta alcanzar un pico de inhibicion de 92 % a las 15 h; hacia las horas
tardias de la germinacion (24 h) el efecto inhibitorio disminuye a solo un 25 % de la
actividad.

Estos resultados indican que ZmICK1 esta inhibiendo a la cinasa PSTAIRE que esta
asociada predominantemente con la ciclina D2 en horas tempranas de la germinacion y, que
al final de la fase S, cuando deja de actuar esta ciclina y comienza la entrada a la fase G2
(después de las 15h), se reduce el efecto inhibitorio muy probablemente porque también
decaen los niveles de proteina de la ciclina D2 [Gutiérrez et al., 2005] y en consecuencia
gueda so6lo un remanente de actividad de cinasa. Se ha reportado que las ciclinas D median
la transicion G1/S en plantas y en animales [Dewitte y Murray, 2003] e ZmICK1 al inhibir
la actividad de cinasa asociada a la ciclina D2 podria funcionar como inhibidor de la
transicion G1/S.

3% se une fuertemente a

En ensayos in vitro, la proteina de levaduras de fision pl
CDKs tipo PSTAIRE que tienen alta actividad tanto en la fase S y como en la fase M del
ciclo celular [De Veylder et al., 1997]. En maiz, el complejo con actividad de cinasa
asociado a p13°“* contiene a la proteina PSTAIRE de 36 kDa y la actividad de este
complejo se incrementa cuando comienza la fase S después de las 15y 24 h de germinacion
(Fig. 15A). Nuestros resultados muestran que ZmICK1 ejerce minimo o nulo efecto
inhibitorio a las horas tempranas de la germinacion (3 y 6 h) y que conforme avanza la
germinacién se acentla el efecto inhibitorio hasta un 70% hacia las 15 h y 50% hacia las
24h, tiempo que coincide con el incremento en la actividad de la cinasa de G2/M (Fig.
14B). Esto implica que esta ICK de maiz también puede actuar en las fases G2 y M, aunque
pareciera que su efecto inhibitorio es mayor con las cinasas de la fase G1/S (PCNA y
ciclina D2).

En resumen, la cinasa asociada a PCNA funciona en la fase temprana de la
germinacion [Sanchez et. al., 2002], mientras que la asociada a ciclina D2 funciona por un

tiempo mas avanzado [Gutiérrez et. al., 2005]. Cabe la posibilidad de que la ciclina



asociada a PCNA sea diferente a Cyc D2; asimismo, la CDK asociada a Cyc D2 podria no
ser la misma que se encuentra asociada a PCNA. En el caso de p13>'“, esta proteina se
asocia a dos tipos de CDK-As y la actividad de cinasa se incrementa conforme avanza la
germinacion, diferente a como sucede con la asociadas a PCNA o a CycD2; en todo caso,

1
3SUC

se ignora que tipo de ciclinas estan asociadas a pl . Todo esto podria hacer variar la

respuesta de los diferentes complejos a la accion de ZmICK1.



CONCLUSIONES

En ejes embrionarios de maiz se expresa constitutivamente, una proteina de
aproximadamente 22 KDa que tiene una similitud de 61 % con ICKs de otras especies de
plantas y que se requiere para inhibir a la actividad de cinasa asociada a ciclina D2, a
PCNA'y a p13%“,

Durante la germinacién de maiz, los niveles de la proteina ZmICK1 se mantienen
constantes y estos niveles no se modifican durante la germinacion en presencia de BA y
ABA.
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Abstract

Plant KRP proteins are cyclin/cyclin-dependent kinase
subunit (Cdk) inhibitors that share a limited homology
with mammalian p27K"" proteins. Several KRPs have
been reported in maize (Zea mays L.), of which
Zeama;KRP1 was studied during maize germination.
Expression of the Zeama,KRP1 gene did not vary
during the 24h germination period. A homologous
antibody raised against the 13kDa carboxy end of the
Zeama;KRP1 polypeptide, a sequence containing
the cyclin/Cdk inhibitory domain, indicated the exis-
tence of a 22 kDa protein in maize embryonic axes, the
amount of which also remained unchanged during
germination. Neither abscisic acid nor cytokinins
modified the amount of protein. The purified
Zeama;KRP1 polypeptide inhibited the kinase activity
associated with Zeama;PCNA and Zeama;CycD2;1,
and also the kinase activity in p13%““’-pulled-down
complexes. However, there were differences in the
inhibition pattern during germination. Whereas kinase
activity in proliferating cell nuclear antigen (PCNA) or
CycD2;1 immunoprecipitates was strongly inhibited
mainly during early germination, that in p135“'-
pulled-down complexes was mainly inhibited at late
times, suggesting that each protein complex is
composed of different cyclins and/or Cdks.

Keywords: cell cycle, cyclin/Cdk, germination, KRPs, Zea
mays

Introduction

The cell cycle is controlled by a series of protein
complexes with kinase activity, composed of a
cyclin protein subunit and an accompanying
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cyclin-dependent kinase subunit (Cdk). During the
G1 phase in animal cells, the active complex is formed
by any of three cyclin Ds and Cdk4 or Cdké6, which
phosphorylates and inhibits the antiproliferative
protein pRB (or retinoblastoma protein), thus initiat-
ing a positive loop towards establishment of the
S phase (Pines, 1995). Activity of G1 cyclin/Cdks is
regulated in several ways, including the addition of
inhibitory phosphorylations by specific kinases, and
the association with different proteins, the role of
which is to inhibit their kinase activity. There are two
main classes of inhibitory proteins: the Cip/Kip
family and the Ink4 family (Sherr and Roberts, 1999;
Rank et al., 2000). The former contains three members:
p21P1, p27%P1 and p57%P2 The Ink4 family contains
four members: p15™, p16™*, p18™* and p19™**.
These proteins associate with either the kinase or
the cyclin moieties of the protein complex and inhibit
its catalytic activity (Pavletich, 1999).

Plant cells have conserved most of the basic
mechanisms for cell cycle control, including the
presence of cyclin/Cdk complexes, although some
peculiarities exist. Whereas three main types of
D cyclins have been described for animal cells,
Arabidopsis cells contain 10 different types of D cyclins
(Renaudin et al., 1996; Vandepoele et al., 2002; Wang
et al., 2003). Also, only one type of Cdk appears to
associate with plant D cyclins (Cdk-A), while two
different Cdks associate with animal D cyclins (Cdk4
or 6) (Pines, 1995).

The search for cyclin/Cdk inhibitors in plants has
revealed a family of proteins related to the animal
p27¥P! protein that have been named Kip-related
proteins (KRPs) (De Veylder et al., 2001; Verkest et al.,
2005; Weinl et al., 2005). There are seven of these in
Arabidopsis (KRP1 to 7) (Jasinski et al., 2002; Zhou et al.,
2002). The similarity is based on the amino terminal of
p275"P! which corresponds to the carboxy end of the
plant KRPs (about 20 amino acids). These proteins
have been classified in two groups: group A proteins
interact with Cdk-A and cyclins D1, 2 and 3, while
group B proteins interact with cyclin Ds, but not with
Cdk-A (Jasinski et al., 2002; Wang et al., 2004),
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suggesting distinct functions for each type. It is
also suggested that their main action occurs during
the G1 phase (Wang et al., 1998; Coelho et al., 2005;
Nakai et al., 2006).

Arabidopsis KRP1 was the first inhibitor to be
characterized; it interacts with, and inhibits, cyclin
D/Cdk-A complexes, and its expression is induced
by abscisic acid (Wang et al., 1998; Stals and Inzé,
2001). Over-expression of KRP1 has important
effects on plant growth and development (Wang
et al., 2003). Tobacco and alfalfa KRPs (NtKIS1a and
KRPMt, respectively) have also been characterized
and equally show interaction with, and an inhibitory
effect on, cyclin/Cdk complexes (Jasinski et al., 2002;
Pettk6-Szandtner et al., 2006).

Recently, two KRPs have been identified and
studied in maize, Zeama;KRP1 and Zeama;KRP2, and
both show the same conserved domains with p27<iP*.
Both proteins inhibit the cyclin/Cdk activity
associated with p13°"“', and specifically the kinase
activity associated with Zeama;CycD5;1, but not that
associated with Zeama;CycB1;3, a G2/M cyclin
(Coelho et al., 2005).

Successful seed germination may require the
efficient establishment of the cell cycle and, in
particular, the G1 phase may play a very important
role (Vazquez-Ramos and Sanchez, 2003). Of greatest
importance for the initiation of the G1 phase is the
activation of the complex formed by D-type cyclins
and Cdks. Zeama;CycD2;1 has been characterized, as
has its association with a Cdk-A-type kinase subunit
during germination and the influence of phytohor-
mones (Gutiérrez et al., 2005). Three other maize D
cyclins (D5;1, D5;2 and D4;1) have been cloned, and
their expression during germination reported
(Quiroz-Figueroa and Vézquez-Ramos, 2006). The
study of KRPs is of interest for the comprehension of
the regulation of the G1 phase during maize
germination. This paper describes the expression of
a maize KRP gene, its characterization at the protein
level during germination and its inhibitory activity
upon cyclin/Cdk complexes, which suggests how the
G1 phase in germinating seeds is controlled.

Materials and methods

Plant material, seed germination and protein
extraction

Embryonic axes from maize caryopses (Zea mays L.,
cv. Chalquefio) were imbibed for 0, 3, 6, 15 and 24 h on
a sheet of absorbent Whatman No. 1 filter paper
wetted with imbibition buffer [50mM Tris—HCI
(pH 7.6), 50mM KCl, 10mM MgCl, and 2% (w/v)
sucrose] at 25 = 2°C in darkness. When indicated,
axes were incubated in the presence of benzyladenine

(I1uM BA) or abscisic acid (20nM ABA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Proteins from
embryonic axes were extracted with extraction
buffer (1ml/10 axes), containing 25mM Tris—HCl
(pH 7.6), 15mM MgCl,, 25mM NaCl, 5mM EDTA
(pH 8.0), 1 mM dithiothreitol (DTT), 0.2% (v/v) Triton
X-100, 250mM sucrose, 60 mM B-glycerophosphate,
50mM NaF, 200 uM Na3zVO,; 1mM EGTA and one
tablet of protease inhibitors (Complete, Roche
Mannheim, Germany) per 50ml buffer. Protein
extracts were centrifuged at c. 37,000g for 30 min at
4°C, and protein concentration was determined by the
Bradford method (Bradford, 1976).

RNA extraction and reverse transcriptase—
polymerase chain reaction

Maize embryonic axes (100mg fresh weight) were
ground to a fine powder under liquid nitrogen and
mixed with 1ml Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA). The protocol followed was that
recommended by the supplier. RNA integrity was
checked by electrophoresis on 1.2% (w/v) agarose gels
and ethidium bromide staining.

For reverse transcriptase—polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) experiments, a fragment containing
nucleotides 1-327 from Zeama;KRP1 was amplified as
follows: 150ng of total RNA, 0.6 uM of the forward
5-ATGGGCAAGTACATGCGCAAGGCC-3 oligo and
0.6 uM of the reverse 5-CTCCCTGGTAATCCTCTC-
CATGGC-3' oligo were incubated at 50°C for 35 min to
obtain the cDNA; then, conditions were: 95°C 16 min,
25-35 cycles of 94°C 1 min, 60°C 1min, 72°C 1 min and
a final extension at 72°C 10 min, using the one-step RT-
PCR kit from QIAGEN GmbH (D-40724 Hilden,
Germany). Similar conditions were used to amplify
the actin gene: the forward primer was 5-ATTCAG-
GTGATGGTGTGAGCCACAC-3' and the reverse
primer was 5-GCCACCGATCCAGACACTGTAC-
TTCC-3'. RT-PCR products were analysed by 0.8%
(w/v) agarose gel electrophoresis. No bands were
amplified with these oligos if genomic DNA was used
instead of total RNA.

Antibody production

A 355bp fragment corresponding to the 3’ end of
Zeama;KRP1 was cloned into the pGEM-T Easy vector
(Promega, Madison, Wisconsin, USA) and trans-
formed into DH5a competent cells. The insert was
released from the vector using EcoRI restriction
enzyme (Invitrogen), and then subcloned into the
pGEX-4T2 vector (GE Healthcare, Sao Paulo, Brazil)
that allows fusion with the glutathione-S-transferase
(GST) protein. This new plasmid was introduced into
E. coli BL21 cells, and these were grown in the
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presence of isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG, 0.6mM) to induce the recombinant fused
protein. This recombinant protein was purified by
passing bacterial protein extracts through a gluta-
thione-Sepharose column (GE Healthcare).

Two rabbits were inoculated either with the fused
GST-KRP1 protein or with the KRP1 fragment
resulting from treatment of recombinant fused
protein with thrombin (GE Healthcare). Recombi-
nant proteins were coupled to keyhole limpet
haemocyanin (Jemmerson, 1987) as follows: haemo-
cyanin (2mg) was first dissolved in 0.8 ml water and
then 0.2ml phosphate-buffered saline (PBS) [137 mM
NaCl, 27mM KCI and 4.3mM sodium phosphate
(pH 7.2)] was added. A total of 10 ul of 25% (v/v)
glutaraldehyde and 90l PBS was added, and the
protein solution was incubated with the purified
recombinant protein (around 400pg) for 12h at
room temperature with shaking. Excess glutaralde-
hyde was removed by filtration through Centricon-
100 tubes. A rabbit was injected intramuscularly
with two pooled preparations of protein (800 ug)
coupled to haemocyanin, emulsified with 500 ul of
complete Freund adjuvant. A second immunization
was applied 8d later using incomplete Freund
adjuvant, and this protocol was repeated for a
further 7 weeks. The antibodies produced (anti-
KRP1 or anti-GST-KRP1) were fractionated using
ammonium sulphate precipitation [45% (w/v) final
concentration], and then immunopurified by incu-
bating with recombinant KRP1 bound to Immobilon
filters, eluted with 02M glycine (pH 2.8) and
neutralized with 1M Tris—-HCI (pH 9.0).

Western blotting

Proteins (c. 25pg/2-3pl protein extract) were
separated by 12% sodium dodecyl sulphate—poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), gels
were blotted on to PVDF membranes (Millipore,
Billerica, Massachusetts, USA), and these were
incubated with the anti-maize KRP1 polyclonal
antibody (1:1000 dilution) for 12h at 4°C, washed
twice with PBS buffer (10ml each), and once in PBS
buffer containing 0.5 M NaCl (10 ml), and 15 min each
at room temperature. The membranes were incubated
for 2h with peroxidase-conjugated anti-rabbit anti-
body (GE Healthcare) at 1:10,000 dilution. Membranes
were washed again with 10ml PBS buffer, and the
peroxidase reaction was detected by the enhanced
chemiluminescence method (ECL, GE Healthcare, Sao
Paulo, Brazil). Densitometry analyses were performed
using a BioRad Phosphorimager. All Western blots
were repeated a minimum of three times using
independent protein extracts.

Immunoprecipitation and pull-down assays

Proteins (200 wg/15-20 w1 protein extract) were
incubated with anti-Zeama;CycD2;1 antibody (1:10),
anti-Zeama;PCNA antibody (1:15) or anti-Zea-
ma;KRP1 antibody (1:10) conjugated with Protein
A-agarose (30 ul, Roche) or with p13°““’-Sepharose
beads (101, Millipore) overnight at 4°C. After
incubation, beads were washed five times with 15 pl
buffer A [25mM Tris-HCl1 (pH 7.5), 125mM NaCl,
2.5mM EDTA (pH 8.0), 2.5mM EGTA, 2.5mM NaF,
0.1% (v/v) Triton X-100] and once with kinase assay
buffer (15 ul, see below). Resulting protein precipitates
or pulled-down proteins were used as the sources of
kinase activity.

Protein kinase activity

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and
CycD2;1 immunocomplexes or pl13*“'-associated
proteins were resuspended in 15 ul of kinase buffer
{7/0mM Tris—-HCl1 (pH 7.5), 10mM MgCl,, 150 mM
NaCl, 1mM DTT, 5mM EGTA, 20 pM ATP and 5 nCi
[y->*P]ATP; GE Healthcare}. As substrate, 4 g GST-
ZmRBR-C fusion peptide [the C-terminal domain of
maize retinoblastoma related (RBR) protein] were
added per sample. Purification of the GST-ZmRBR-
C fusion peptide was performed according to
Ramirez-Parra et al. (1999). Reactions were performed
for 30 min at 30°C and were stopped by adding SDS
loading buffer [15pl, 80 mM Tris—HCl (pH 6.8); 5%
(v/v) mercaptoethanol; 2% w/v SDS; 10% (v/v)
glycerin; 0.01% (w/v) bromophenol blue]. After
boiling for 5 min, the reaction products were separated
by 12% SDS-PAGE.

Results

Expression of Zeama;KRP1 and protein levels
during maize germination

RT-PCR experiments were performed to follow the
expression of the gene coding for Zeama;KRP1 during
germination; as a control actin mRNA was also
measured. Figure 1 shows that the amount of
Zeama;KRP1 mRNA did not change during the
0-24h period measured, which is up to the time
when radicle protrusion is first evident (Fig. 1). Thus,
the next step was to study the behaviour of the
corresponding protein. For this, it was necessary to
produce homologous antibodies. Therefore, the
carboxy end (355nt) of Zeama;KRP1 was cloned
into the pGEX-4T2 expression vector which, when
expressed, produces a protein fused to GST. The fused
protein was overproduced, separated at the thrombin
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Figure 1. Expression of the Zeama;KRP1 gene during germination. Maize embryonic axes were imbibed for 0, 3, 6, 15 and 24h
and total RNA was extracted. RT-PCR was carried out, using the expression of the actin gene as a loading control. The bar graph
shows a densitometry analysis relating Zeama;KRP1 mRNA band intensity to actin mRNA band intensity. The graph on the
right illustrates a typical maize germination curve (completion is recorded as radicle protrusion).

cleavage site, and then used to raise antibodies. These
were prepared against both the fused protein and the
13kDa KRP fragment. Only the antibody against
the 13kDa protein gave clear results in Western blot
experiments, and this recognized a 22kDa protein
band in maize protein extracts (Fig. 2A). This protein
band was not detected if the antibody was pre-treated
with recombinant Zeama;KRP1, nor using the pre-
immune serum (results not shown).

The kinetics of accumulation of Zeama;KRP1
protein during germination was evaluated by Western
blot experiments. This protein was present in extracts
from dry embryonic axes, and its amount did not vary
during the 24h germination period (Fig. 2B, C).
Neither the addition of cytokinin (BA) nor abscisic
acid (ABA) modified this behaviour in the same
time period (Fig. 2B, C); in contrast, Arabidopsis KRPs
are induced by addition of ABA (Wang et al., 1998;
Stals and Inzé, 2001).

Zeama;KRP1 inhibits kinase activity in
cyclin-CDK complexes

KRPs are inhibitors of the kinase activity in cyclin/Cdk
complexes. Thus, to test whether Zeama;KRP1 has
KRP properties, kinase activity in Zeama;CycD2;1 and
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) immuno-
precipitates, or in p13°*“!-pulled-down complexes,

was evaluated. First, a dose—response experiment was
performed, adding 0.5, 1.5 and 2.5 pg of Zeama;KRP1
13kDa peptide, using as a target the kinase activity
present in the complexes described above. PCNA-
and CycD2;1-associated kinase activities were
obtained from 6h germinating axes, and the p13°"'-
associated kinase activity was from 15h germinating
axes, because at these times kinase activity was
maximal (Sanchez et al., 2002; Gutiérrez et al., 2005).

PCNA- and Zeama;CycD2;1-associated kinase
activities were reduced in a dose-dependent manner,
and KRP at 2.5 ug reduced activity almost completely.
The p13°*“-associated kinase activity was reduced
around 50% with 0.5 pg peptide, and no further effect
was observed at higher peptide amounts (Fig. 3).
Exposure of kinase activity-containing immunopreci-
pitates to an anti-KRP immunoprecipitate did not
produce an inhibitory effect (Fig. 3). Pre-immune
serum, addition of 2.5 g of GST-KRP or GST had no
effect (not shown). Addition of increasing amounts of
BSA (5-20 pg), instead of the KRP polypeptide, did
not inhibit kinase activity (Fig. 3).

KRP1 inhibition of kinase activity associated with
PCNA, Zeama;CycD2;1 or p13SuC1 was followed
during maize germination, using the highest KRP
amount (2.5 pug). In control samples, PCNA-associated
kinase activity was highest during early germination
and decreased by 24h (Sanchez et al., 2002) (Fig. 4).
KRP1 strongly inhibited kinase activity during
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Figure 2. Zeama;KRP1 protein accumulation during germination of maize embryonic axes. (A) Validation of the anti-
Zeama;KRP1 antibody by Western blotting. Protein extracts were from 6h germinating axes. Lanes 1 and 2, KRP1 13kDa
recombinant polypeptide; lane 3, GST-KRP1 recombinant protein; lanes 4-5, Zeama;KRP1 from 6h-imbibed seed axes. (B)
Maize embryonic axes were imbibed for 0, 3, 6, 15 and 24 h in the presence of benzyladenine (BA), abscisic acid (ABA) or water
(control), and protein extracts were used to determine KRP1 protein amounts by Western blotting. (C) Densitometry analysis
relating the Western blot signal to the amount of protein loaded.
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Figure 3. Zeama,KRP1 concentration-dependent inhibition of kinase activity from maize embryonic axes. Zeama;KRP1
polypeptide was added at 0, 0.5, 1.5 and 2.5 pg (lanes 1-4) to PCNA or Zeama;CycD2;1 immunoprecipitates, or to p13°*-
pulled-down proteins, and protein kinase activity was measured. The carboxy terminal domain of maize RBR (retinoblastoma
related) protein was used as substrate. A KRP1 immunoprecipitate was also used as a source of inhibitory activity (lane 5). Boxes
at the right represent the densitometry analysis relating kinase activity to the amount of the RBR polypeptide added in kinase
assays. Lowermost blot: as a control, bovine serum albumin (BSA) was added to PCNA immunoprecipitates to demonstrate the
specificity of the KRP polypeptide inhibitory activity. PRE, pre-immune serum; — RBR, no RBR protein added.
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Figure 4. Zeama;KRP1 inhibition of PCNA-associated kinase activity. Maize embryonic axes were imbibed for 0, 3, 6, 15 and 24 h,
and the PCNA-associated kinase activity was obtained from the corresponding protein extracts by immunoprecipitation using
the anti-PCNA antibodies. (A) Kinase activity measured in the presence or absence of Zeama;KRP1 polypeptide at different
germination times; (B) stained gel showing the amount of RBR (retinoblastoma related) protein loaded; (C) densitometry
analysis relating the kinase activity signal to the amount of the RBR protein loaded; numbers indicate the percentage of

inhibition by the KRP polypeptide.

germination, from 68% at 3—6h to 96% by 24 h (when
PCNA-associated kinase activity was minimal).

Zeama;CycD2;1-associated kinase activity incr-
eased between 0 and 15h germination and then
decreased (Gutiérrez et al., 2005) (Fig. 5). KRP1
strongly decreased kinase activity, by 70 to 92%
between 0 and 15h; by 24 h, inhibition was marginal,
but kinase activity was also very low.

Inhibition of kinase activity in p13°*“'-pulled-down
proteins was different. In control samples, kinase
activity was low during early germination and
increased by 15h (Fig. 6). The inhibitory effect of
KRP1 was low between 3 and 6h germination and
increased by 15h, reaching 68% inhibition; by 24h,
inhibition was 48%.

Discussion

Expression of Zeama;KRP1 was followed both at the
transcriptional and protein accumulation levels
during maize germination. Because KRP1 is a
cyclin/Cdk inhibitor, it was expected that its amount

would decrease to allow cell cycle advance; thus, it
was surprising to observe that there were no changes
in either the mRNA or protein during the first 24 h of
germination. It was also unexpected that ABA did not
modify KRP protein accumulation. In Arabidopsis and
Medicago cells, ABA stimulates KRP accumulation,
and it would appear that the cell cycle and growth are
inhibited in this way (Wang et al., 1998; Pettko-
Szandtner et al., 2006).

Demonstration of Zeama;KRP1 as a cyclin/Cdk
inhibitor was obtained by measuring kinase activity in
immunoprecipitates using anti-Zeama;PCNA or anti-
Zeama;CycD2;1 antibodies, or activity in p13S“C1-
pulled-down proteins. PCNA, the DNA polymerase &
sliding clamp, binds cyclin/Cdk complexes in animal
and plant cells (Xiong et al., 1992; Sanchez et al., 2002),
and p13°! is a protein that binds strongly to Cdkl
(Cdk-A)-type kinases (Hayles ef al., 1986).

Maize PCNA associates with Zeama;CycD2;1 and
Cdk-A type kinases, and in this association protein
kinase activity can be measured. This and CycD2;1-
associated kinase activity are present mainly during
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Figure 5. Zeama;KRP1 inhibition of CycD2;1-associated kinase activity from maize embryonic axes, using the anti-CycD2;1
antibodies. (A) Kinase activity measured in the presence or absence of the Zeama;KRP1 polypeptide at different germination
times; (B) stained gel showing the amount of RBR (retinoblastoma related) protein loaded; (C) densitometry analysis relating the
kinase activity signal to the amount of the RBR protein loaded; numbers indicate the percentage of inhibition by the KRP

polypeptide.

0-15h of germination, while activity is lower at later
germination times (Sanchez et al., 2002; Gutiérrez et al.,
2005). The opposite occurs with the p13°““!-associated
kinase activity, which reaches a peak during late
germination (by 24h), but has low activity in the
earlier hours. As the beginning of the S phase during
maize germination occurs by 12—-15h of imbibition,
and the first labelled mitotic figures appear by 24-28 h
(previous to or concomitant with radicle protrusion)
(Baiza et al., 1989; Sanchez et al., 2005), PCNA- and
Zeama;CycD2;1-associated kinase activities must
exert their actions in the G1 phase and at the G1-S
transition, while activity in p13°"“' complexes must
correspond to a G2—-M transition kinase.
Zeama;KRP1 very strongly inhibited the
kinase activity associated with both PCNA and
Zeama;CycD2;1 in in vitro assays, when 2.5 ug peptide
were added. On the other hand, the p13°““'-associated
kinase activity was reduced to only about half at any
concentration of peptide tested. This may indicate that
p13%"" associates with more than one cyclin/Cdk
complex, and only one (or some) of these complexes is
sensitive to the KRP action. Association of p13°*“! to

Cdk-A and Cdk-B kinases has been demonstrated
(Coelho et al., 2005).

Zeama;KRP1 inhibited kinase activity in a
differential fashion during maize germination.
Kinase activity associated with either PCNA or
Zeama;CycD2;1 was strongly inhibited virtually at
all times, but a distinction observed was that the
PCNA-associated kinase became more sensitive by
24 h, reflecting the predominance of only one type of
cyclin/kinase bound to PCNA as germination
advances. On the other hand, the CycD2;1-associated
kinase activity importantly declined by 24h of
germination, and the remaining activity was only
marginally inhibited, perhaps indicating the gradual
loss of the sensitive moiety while the remaining kinase
activity would be resistant to KRP1. An opposite trend
was observed for kinase activity associated with
p135uC1, in which there was only a marginal effect
during early germination, suggesting that at these
times the associated cyclin/Cdk was not a good target
for KRP1. Inhibition was observed only after 15h
germination, a time at which there must be another
cyclin/Cdk-associated complex that is sensitive to
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Figure 6. Zeama;KRP1 inhibition of p13s“°1—associated kinase activity. Maize embryonic axes were imbibed for 0, 3, 6, 15 and
24h, and the p13°““!-associated kinase activity was obtained from the corresponding protein extracts using agarose beads
containing bound p13°"". (A) Kinase activity was measured in the presence or absence of Zeama;KRP1 polypeptide at different
germination times; (B) stained gel showing the amount of RBR (retinoblastoma related) protein loaded; (C) densitometry
analysis relating the kinase activity signal to the amount of the RBR protein loaded; numbers indicate the percentage of

inhibition by the KRP polypeptide.

KRP1. By 24 h, p13°““! may associate with more than
one kinase complex. On the whole, it would appear
that different Cdks and cyclins form different
complexes with PCNA, with CycD2;1, or with
p13°"!, and they may participate in regulating
different stages of the cell cycle, germination, or both.
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