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1. RESUMEN

En maiz, la generacion de una nueva planta inicia con la germinacion,
cuyo comienzo conlleva la activacion de muchos procesos biolégicos.
Entre ellos se encuentra el ciclo celular, que es una serie de eventos
finamente regulados, que tiene como finalidad generar 2 células hijas a
partir de una, ambas con material genéticamente idéntico. Para llevar a
cabo esta regulacién algunas de las proteinas que participan son las
ciclinas (Cyc) y las cinasas dependientes de ciclinas (CDK), que a su vez
también pueden estar reguladas por otras proteinas, como por ejemplo
las KRPs, que ejercen actividad inhibitoria sobre la actividad de cinasa de
los complejos Cyc/CDK formados.

Uno de los objetivos de este trabajo fue obtener una de estas proteinas,
la ZmKRP3, a partir de la amplificacion de su gen, la clonacion y la
induccion de la proteina recombinante en un sistema heterdlogo; ademas
de realizar la caracterizacion y validacion de anticuerpos producidos
contra secuencias especificas de esta proteina y de la ZmKRP1;1. Dados
los resultados obtenidos en la parte experimental, fue necesario realizar
un analisis in silico en las secuencias de ambas proteinas para encontrar
caracteristicas que pudieran explicar su inestabilidad. Se encontré que
ambas proteinas presentaban sitios susceptibles a sufrir modificaciones
postraduccionales degradativas (ZmKRP3 incluso presentaba un motivo
de sefalizacion de degradacion denominado caja PEST); ademas se
propuso que ambas son proteinas intrinsecamente desordenadas (PIDs),
con bajos porcentajes de estructuras secundarias comunes (a-hélices y

B-plegadas), y se obtuvo una prediccion de su estructura tridimensional.



2. INTRODUCCION

En este trabajo se realiz0 la caracterizacion bioinformatica y el andlisis del
comportamiento de las proteinas de maiz (Zea mays ssp. mays)
ZmKRP1;1 y ZmKRP3, relacionadas con la regulacién negativa del ciclo
celular.

Previamente se han realizado estudios de expresion de la familia de genes
que codifican para las 8 KRPs de maiz (Rosas-Bringas, 2015) y se ha
observado cémo esta expresion se ve modificada por la presencia de
agentes externos como azucares (Lara-Nunez et al., 2017), y que el
comportamiento de los transcritos, no necesariamente correlaciona con el
comportamiento a nivel proteico.

En trabajos previos ya ha sido reportada la interaccion de algunas KRPs
con otras proteinas de ciclo celular. En Arabidopsis thaliana, por ejemplo,
se sabe que interaccionan con complejos de CycD con CDKA o CDKB
(Nakai et al., 2006; Zhou et al., 2002).

También es importante mencionar que hay algunos estudios en plantas
que han requerido el uso de herramientas bioinformaticas disponibles en
linea, tanto para poder predecir como para tratar de explicar la naturaleza
de una proteina de acuerdo a resultados observados experimentalmente,
utilizando estas predicciones para analizar aspectos como la estabilidad,
las interacciones o las caracteristicas estructurales que hacen que una
proteina se comporte diferente a otra y, con base en eso, poder predecir
la relacion filogenética entre ambas (Jiménez-Lépez et al., 2016; Sonah

et al., 2017; Shi et al., 2016; Lovisa et al., 2016; Filiz et al., 2017).



3. ANTECEDENTES
3.1. MARCO TEORICO
EL MAIZ

El maiz (Zea mays ssp. mays) es una planta herbacea, monocotiledénea
y anual (Raven et al., 1992), con una gran importancia a nivel histérico
que ha llegado a perdurar hasta la actualidad, dado que ha sido parte
importante de la base de muchas culturas mesoamericanas gracias a
caracteristicas seleccionadas a lo largo del tiempo, las cuales en la
actualidad le confieren propiedades que han permitido su uso para
alimentacion humana y animal (Paliwal et al., 2001), en aplicaciones
industriales (principalmente en la fabricacion de alimentos, de papel y de
bebidas alcohdlicas) e incluso como modelo de investigacion en botanica
(Vela, 2011).

Siendo asi, no es de sorprender que se haya convertido en uno de los
cereales mas cultivados en el mundo, con cifras mayores de produccion y
consumo que las de trigo, arroz y soya durante el periodo 2015/2016
(Tabla 1).

TABLA 1. Datos estimados de produccion mundial (en millones de toneladas)

de maiz, trigo, arroz y soya durante el periodo 2015/2016.

Cereal Maiz | Trigo | Arroz | Soya
Produccion 970 736 481 315
Comercio 136 165 41 133
Consumo 968 721 474 311

Datos del Consejo Internacional de Cereales (www.igc.int) GMR 470, 29 de septiembre de 2016.

De acuerdo a su clasificacion taxonémica (Tabla 2), el maiz forma parte
de un género (Zea) que incluye muchas otras plantas que se denominan
genéricamente 'teocintle’. Dentro de la especie Zea mays se encuentran
algunas otras subespecies denominadas del mismo modo, como Zea mays
ssp. mexicanay Zea mays ssp. parviglumis; a esta ultima se le considera
el precursor filogenéticamente mas cercano al maiz actual (Doebley et al.,

1990; Matsuoka et al., 2002) y a partir del cual los habitantes de

7



Mesoameérica habrian realizado una seleccidon especifica de caracteristicas
agronomicas desde hace al menos 8700 afios en la zona del valle del Rio
Balsas (Guerrero, México), de donde se ha reportado que es originario el
maiz (Piperno et al., 2009; Matsuoka et al., 2002).

TABLA 2. Clasificacion taxonéomica del maiz.

Reino Plantae (plantas)
Subreino Tracheobionta (plantas vasculares)
Superdivision | Spermatophyta (plantas con semillas)
Division Magnoliophyta (plantas con flores)
Clase Liliopsida (plantas monocotiledéneas)
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales
Familia Poaceae (Gramineas)
Género Zea
Especie Zea mays
Subespecie Zea mays SSp. mays (maiz)

Datos del Departamento de Agricultura de E.U.A. (http://plants.usda.gov/java/profile?symbol=ZEMA)

A pesar de que las caracteristicas morfoldgicas del maiz son diferentes
respecto a las otras subespecies de Zea mays, a nivel molecular e
inclusive celular las diferencias son poco notorias, siendo mas importantes
las estrechas similitudes: todas poseen 10 cromosomas, presentando
unicamente 5 regiones significativamente diferentes en su genoma
(Doebley et al., 1990), el programa de division celular esencialmente es
el mismo, y son capaces de producir hibridos totalmente fértiles y viables
(Doebley, 2004).

Las plantas del género Zea, a diferencia de otras gramineas, son de
inflorescencia monoica; esto significa que presentan inflorescencias
masculinas (panojas, que producen células espermaticas o
microgametofitos) separadas de las femeninas (espigas o mazorcas, que
producen ovocélulas o megagametofitos) dentro de la misma planta, lo
cual incrementa las probabilidades de aumentar la variabilidad genética

mediante la polinizacion abierta (Walbot y Evans, 2003).



CARACTERISTICAS DE LA SEMILLA DE MAIZ

Dos de las diferencias mas destacables entre el maiz y el teocintle son la
morfologia de sus mazorcas o espigas, y la de sus semillas o granos. El
teocintle presenta una espiga de color verde a marrén olivaceo, con
Unicamente 2 filas de 5 a 10 semillas totalmente cubiertas por cupulas,
teniéndose una semilla por cupula; mientras que la mazorca de maiz
presenta varias filas de 8 a 30 granos que no alcanzan a estar cubiertos
por sus cupulas, y éstas pueden estar asociadas a mas de un grano
(Doebley et al., 1990), ademas de presentar una diversidad mucho mayor
de colores y formas en sus granos dependiendo de la variedad, pudiendo
ser desde amarillo claro a azul oscuro, pasando por colores como verde
pardo o inclusive rojo (Paliwal et al., 2001). Estas nuevas caracteristicas
que fue adquiriendo el maiz lo hicieron propicio para ser la base de la
alimentacion (y veneracion) de pueblos mesoamericanos como los

olmecas, los mayas y los mexicas.

TABLA 3. Proporcion (en porcentajes) de componentes bioquimicos en cada

una de las 3 partes principales de la semilla de maiz.

Componente (%) | Pericarpio | Endospermo | Embrion
Proteinas 3.74 8.0 20.44
Grasas y aceites 1.04 0.79 36.89
Fibra cruda 86.70 2.7 9.78
Minerales 0.84 0.29 11.67
Almidén 7.34 87.6 9.22
AzUcares 0.34 0.62 12.0

Datos del Depdsito de Documentos de la FAO. El maiz en la nutricion humana..., capitulo 2
(http://http://www.fao.org/docrep/T03955/T0395503.htm)

El grano, semilla o cariopsis de maiz es la estructura a partir de la cual
habrd de generarse una nueva planta. Se le cataloga dentro de las
Ilamadas "semillas ortodoxas", es decir, semillas que adquieren tolerancia
a la desecacion durante periodos definidos de tiempo y en ciertas
condiciones (Roberts, 1973; Berjak y Pammenter, 2002). Para su estudio
se suelen distinguir 3 partes principales, las cuales se caracterizan por su

contenido nutricional y quimico (Tabla 3) y que son las siguientes:
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Figura 1. Estructuras internas de la semilla de maiz, visibles al realizar en ella cortes
verticales 1) transversal y 2) longitudinal. En esta uUltima se sefalan varias de las
estructuras mas importantes (ver texto): a) Hilio. b) Pericarpio. ¢) Capa de aleurona.
d) Endospermo. e) Escutelo. f) Capa glandular escutelar. g) Coleoptilo. h) Plumula.
i) Mesocotilo. j) Primordio de raiz lateral adventicia. k) Nodo escutelar. I) Radicula.
m) Coleorriza. n) Capa basal de transferencia. 0) Capa de abscisién. p) Pedicelo.
(Modificado de Hoseney, 1991).

Pericarpio - Capa externa transparente a modo de 'cascara" que
envuelve y protege a la semilla. Se caracteriza por tener un alto contenido
de fibras y por contener material genético materno, debido a que deriva
de la pared del 6vulo.

Endospermo - Comprende aproximadamente el 85% del peso total de la
semilla, y contiene las reservas nutricionales (almidén, algunas proteinas
y fibra en menor proporciéon) que se utilizardn durante y después de la
germinacion. Genéticamente es triploide, ya que procede de la fusion de
una célula espermatica con una célula central binucleada.

Embrion - Estructura que contiene toda la informacién necesaria para
generar una nueva plantula. Sus componentes nutricionales se
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encuentran en cantidades mas equilibradas en comparacion con el
pericarpio y el endospermo, destacando el contenido de lipidos vy
proteinas. Es la parte genéticamente diploide de la semilla, producto de
la unién de una célula espermatica con una ovocélula (Walbot y Evans,
2003; Hoseney, 1991).

La Figura 1 muestra estas 3 partes principales de la semilla de maiz a
mayor detalle, observandose como a su vez estan conformadas por

o6rganos y tejidos con funciones especificas.

LA GERMINACION

Para que a partir de una semilla de maiz madura pueda desarrollarse una
nueva planta, es necesario que ésta pase por un proceso denominado
germinacion. Este concepto no es facil de definir, debido a que el estudio
de las plantas se ha realizado desde enfoques variados y con objetivos
diversos. Siendo asi, se pueden mencionar 3 definiciones principales de
germinacion, dependiendo del contexto: la definicibn agrondmica, la
definicion fisioldgica y la definicion molecular.

Las 3 definiciones coinciden en cdmo inicia este proceso, estipulando
que esto sucede cuando entra agua a una semilla en estado quiescente o
metabodlicamente inactiva, en un proceso conocido como imbibicion
(Mayer y Shain, 1974). En donde hay diferencias, es en cOmo termina la
germinacion:

La definicion agrondmica estipula que la germinacién finaliza cuando la
plantula emerge de la superficie del suelo.

La definicién fisioldgica indica que el final de la germinaciéon se da
cuando el eje embrionario crece lo suficiente como para que la radicula
atraviese la cubierta de la semilla, este proceso se denomina protrusion
radicular (Bewley y Black, 1994). Es importante mencionar que puede

haber germinacion fisioldgica sin que haya germinacion agronémica, dado
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que puede darse el caso en que posteriormente a la protrusion radicular,
la semilla detenga su crecimiento y nunca emerja del suelo.

La definicion molecular se establecié y se utiliza en nuestro grupo de
trabajo, y postula que que la culminacion de la germinacion se da cuando
han existido los procesos bioquimicos y metabdlicos que llevan a la
finalizacion exitosa de la primera ronda de divisiones celulares en las
zonas meristematicas. Se ha adoptado esta definicion por diversas
razones: una de ellas seria la importancia que tiene el ciclo celular en el
desarrollo de la plantula a nivel molecular, permitiendo a la semilla
proseguir con procesos proliferativos y de crecimiento (Vazquez-Ramos y
Sanchez, 2003), y otra seria que podria haber una omisiéon ambigua en la
definicion fisiologica debido a que la protrusion radicular puede también
deberse a una elongacion celular debida Unicamente a fendmenos fisicos,
sin involucrar division celular; por lo tanto esto indicaria que semillas ya
muertas aun podrian presentar germinacion fisiolégica, aunque es algo
que sucede en muy pocas ocasiones (Buendia-Monreal, 2011).

En el momento en el que ocurre la imbibicion en una semilla viable, se
desencadenan varios procesos como la reparacion y reactivacion de la
actividad de proteinas existentes, la hidratacion de membranas y de
estructuras celulares, la respiracion celular, la elongacion celular y la
sintesis de macromoléculas. Estos procesos se pueden agrupar en 3 fases
(Bewley, 1997; Nonogaki et al., 2010), que estan definidas por la
cantidad de agua que se absorbe en la semilla en funcion del tiempo
transcurrido (Figura 2):

En la fase 1, la semilla absorbe una cantidad importante de agua y
empieza a reparar su DNA, sus proteinas y sus mitocondrias, que podrian
haber sufrido dafios durante el proceso de quiescencia y desecacion. Los
genes de varias enzimas encargadas de estas reparaciones se
sobreexpresan en los primeros momentos de la germinacion (Ogé et al.,

2008; Vazquez et al., 1991). Es importante recalcar que la toma inicial de
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Figura 2. Curso temporal de eventos celulares y moleculares relacionados a la
germinacion y a los procesos posteriores a ésta en la semilla de maiz, en relacién con
la cantidad de agua absorbida por ésta (curva azul). (Modificado de Bewley, 1997; y
de Nonogaki et al., 2010).

agua es un fendbmeno exclusivamente fisico que, como ya se menciono,
puede darse en semillas no viables. Esta hidratacion también puede
causar que algunas de las membranas internas de la semilla se dafen, lo
cual desencadenaria una pérdida inicial de solutos de bajo peso molecular
como iones (Bewley, 1997), la cual se va compensando conforme la
germinacion progresa. Durante la fase 1 también se procesan los mRNAs
ya existentes, ya sea para su degradacion o para sintesis de novo de
proteinas, existiendo ya la maquinaria para este ultimo proceso desde las
primeras horas de germinacion (Spiegel y Marcus, 1975). Ademas de la
reparacion de las mitocondrias, también se lleva a cabo su multiplicacion.

En la fase 2, la toma de agua disminuye hasta alcanzar un nivel
estable, manteniéndose el contenido de humedad de la semilla entre el
70-80%. En esta fase se consolidan varios de los procesos iniciados en la

fase 1, y comienzan otros procesos como la sintesis de novo de DNA. La
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sintesis de proteinas desde mRNAs nuevos también se lleva a cabo
durante esta etapa, de manera independiente a la realizada a partir de
MRNAS preexistentes (Spiegel y Marcus, 1975; Ching, 1972), y al final de
esta fase inicia la movilizacién de reservas como oligosacaridos y restos
de polimeros hacia el embridn, proceso que se lleva a cabo en su totalidad
en la siguiente fase. Cabe mencionar que las semillas no viables que se
imbibieron mecanicamente quedan detenidas en la fase 2.

La fase 3 ya se considera posterior a la germinacion, en ella vuelve a
haber un aumento en la toma de agua y las células de la radicula
empiezan a elongarse y, la mayoria de las veces, a dividirse. En esta fase
se lleva a cabo de lleno la movilizacion de reservas que inicio al final de
la fase 2 y la plantula comienza a crecer, por lo tanto va a existir influencia

de factores ambientales en esta etapa (Bewley y Black, 1994).

EL CICLO CELULAR
Para que la plantula pueda crecer, es necesario que existan las sefales
adecuadas para que las células puedan dividirse y proliferar. Esta division
no se da de manera arbitraria sino que esta fuertemente controlada para
evitar que haya problemas en el crecimiento de la plantula. Esta
regulacion es llevada a cabo por diversas moléculas, sefiales y procesos
que confluyen en lo que se denomina ciclo celular (Figura 3).

Al ciclo celular se le puede definir como una serie de eventos ordenados
y regulados, cuyo objetivo final es dar origen a 2 células hijas
genéticamente idénticas, y que tiene un papel determinante en el
crecimiento y en el desarrollo de los organismos (Dewitte y Murray,
2003). De manera general se estipula que el ciclo celular consta de 4
fases diferentes: 2 fases de verificacion o fases GAP (G1, G2) y 2 fases de
procesamiento de material genético (S y M).

Durante la fase Gi, la célula aumenta de tamafio a casi el doble, y

verifica si las condiciones ambientales, nutrimentales y metabdlicas son
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Figura 3. Esquema que representa al ciclo celular, donde se indican sus fases, sus

puntos de control (checkpoints) y algunas proteinas y complejos que lo regulan.

(Modificado de Klug et al., 1999).

las adecuadas para entrar a la siguiente fase; si no lo son, pasan a estados
de diferenciaciéon o quiescencia (Zuniga-Aguilar, 1998). Si prosigue el
ciclo celular, entonces se empiezan a preparar mecanismos de ingreso a
la fase posterior, como la duplicacion de los organelos. Es en la fase G;
en la cual la mayoria de las células en las semillas estan detenidas antes
de la imbibicion (Deltour y Jacqmard, 1974), y se ha reportado que la
reactivacion de ciclo celular se da alrededor de 6 horas después de la
imbibicion (Reyes et al., 1991).

La fase S, también llamada de sintesis, es aquella en la que se lleva a
cabo la duplicacion del material genético posterior a la fase Gi. Esta
reportado en maiz que esta fase comienza alrededor de 12 a 15 horas
después de la imbibicion (Baiza et al., 1989; Herrera et al., 2000; Reyes
et al., 1991).
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En la fase Gz la célula verifica que la duplicacion del material genético
se haya llevado a cabo de manera correcta, reparandose cualquier error
que hubiera llegado a cometerse (De Veylder et al., 2003).

Durante la fase M se llevan a cabo 2 procesos importantes para la

proliferacion celular: la mitosis y la citocinesis.

La mitosis es el proceso por el cual la célula prepara las condiciones
necesarias para poder dividirse, condensando el material genético
duplicado en cromosomas, y organizando éstos junto con los organelos.
Se divide en 4 etapas:

Profase: En ella se empieza a organizar el material genético en
cromosomas. Se habla también de la llamada prometafase, que seria en
la que desaparece la envoltura nuclear.

Metafase: Los cromosomas ya formados se organizan en el ecuador
celular, con ayuda del huso mitético y los centrosomas.

Anafase: Las cromatidas hermanas de cada cromosoma se separan
y migran hacia los centrosomas, en polos opuestos de la célula.

Telofase: El material genético se relaja y vuelve a reorganizarse
dentro de una nueva envoltura nuclear.

En la citocinesis se lleva a cabo la division celular, separandose los
citoplasmas de las 2 nuevas células hijas formadas. Posterior a este
proceso, cada célula hija vuelve a entrar en la fase Gi1 y a estar en
condiciones de reiniciar una nueva ronda de ciclo celular (Vazquez-Ramos
y Sanchez, 2003).

La aparicion de figuras mitéticas en semilla de maiz se da entre 28 y
32 horas después de la imbibicion, lo cual coincide con la protrusion
radicular, la cual comienza después de las 20 horas posteriores a la
imbibiciéon (Baiza et al., 1989; Reyes et al., 1991; Herrera et al., 2000).

Tradicionalmente, se le denomina interfase a todos los procesos

celulares que no estan involucrados durante mitosis o citocinesis. Esto
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indicaria que las fases Gi1, S y G2 formarian parte de la interfase celular
(Klug et al., 1999).

En algunas células también se presenta la existencia de una fase
denominada Go, en la cual la célula no se divide; esta fase se considera
que no forma parte del ciclo celular, pero se sabe que a partir de ella se
ingresa a la fase Gi1 cuando las condiciones son propicias (Meskiene et al.,
1995).

PROTEINAS REGULADORAS DEL CICLO CELULAR

Siendo el ciclo celular un proceso clave para el desarrollo y la
supervivencia de los organismos, es de esperarse que exista una
regulacion fina para evitar que se presenten errores que podrian
desembocar en situaciones catastroficas para la célula. Una parte
importante de esta regulacion es a través de fosforilaciones de moléculas
importantes en el ciclo celular, realizadas por diversos complejos
proteicos conformados por una ciclina (Cyc) y una cinasa dependiente de
ciclina (CDK). Las ciclinas son proteinas cuya denominacion proviene de
su comportamiento a lo largo del ciclo celular, acumulandose durante la
interfase y degradandose al final de la mitosis, para ser sintetizadas de
novo al reiniciarse el ciclo celular. Las ciclinas se subdividen en varios
tipos, siendo en plantas los mas importantes los de ciclinas A, B, D y H;
que se clasifican asi por las diferencias entre sus dominios conservados
(Evans et al., 1983; Renaudin et al., 1996). Las CDK son cinasas de
serina/treonina que requieren unirse a una ciclina para tener actividad
catalitica y poder reconocer y actuar sobre sus sustratos, varios de los
cuales estan presentes durante todo el ciclo celular. En plantas se han
estudiado principalmente las CDK de tipo A y B, cuya diferencia estriba
en la secuencia de su motivo de union a ciclina. Se conocen 3 puntos de
control principales dentro del ciclo celular, en los que actuarian los

complejos Cyc/CDK:
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No hay
i transcripcion

Figura 4. Representacion esquematica de los principales acontecimientos que se
llevan a cabo durante la transicion G:/S. (Modificado de Oakenfull et al., 2002).

El primer punto de control se localiza en la transicion Gi/S,
esquematizada en la Figura 4. Las células que no han iniciado el ciclo
celular se encuentran en la fase G: debido a que la proteina relacionada
a retinoblastoma (RBR) esta unida al complejo transcripcional E>F/DP,
inhibiéndolo. E>F/DP esta relacionado con la transcripcion de genes
asociados a replicacion y reparacion de DNA, por tanto al unirse con RBR
no hay avance a la fase S. Cuando la célula inicia el ciclo, se sintetizan de
novo ciclinas D (CycD), que se unen a CDKA principalmente; los
complejos CycD/CDKA fosforilan a RBR, abatiendo la unién al complejo
E>F/DP permitiendo la transcripcion de genes relacionados a fase S, y asi
se inicia esta fase (Shen, 2002; Oakenfull et al., 2002).

El segundo punto de control esta en la transicion Gz/M. Esta transicion

es regulada por ciclinas tipo A y B, que se asocian indistintamente con
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CDKs de tipo A y B; estos complejos Cyc/CDK se inactivan debido a la
accion de proteinas como el factor transcripcional SOG1 y la cinasa WEE1,
que actuan cuando se detecta dafio en el DNA recién replicado. Los
mecanismos para reactivar esta transicion aun no estan claros (De
Veylder et al., 2003; Hu et al., 2016).

El tercer punto de control se halla en la transicion metafase/anafase,
en la fase M. En este punto de control se verifica que los cromosomas
estén correctamente alineados en el plano ecuatorial de la célula en
division, tomando en cuenta también la integridad de los microtubulos
para que la separacion de las cromatidas hermanas sea correcta. En
levadura se sabe que para que esta transicion pueda progresar, también
debe de llevarse a cabo la degradacion de varios sustratos, entre ellos las
ciclinas B, que se han reportado como inhibidores de la anafase (Farr y
Cohen-Fix, 1999). Esto también se ha visto en plantas como Arabidopsis
y maiz (Weimer et al., 2016; Mews et al., 1997).

INHIBIDORES DE CDKs EN PLANTAS

Asi como los complejos Cyc/CDK son importantes para la regulacion del
ciclo celular, éstos también deben ser regulados para asegurar el control
del avance del ciclo. Existen varias proteinas que regulan a los complejos
Cyc/CDK como la ya mencionada WEE1, la cinasa activadora de CDK
(CAK), entre otras; pero existe un grupo de proteinas cuya relevancia
dentro del ciclo celular se ha observado recientemente, que son las
proteinas inhibidoras de CDKs (ICKs). Estas proteinas ejercen su accion
inhibitoria mediante la unidén al complejo Cyc/CDK principalmente durante
la fase G1 (De Veylder et al., 2001). En mamiferos se han reportado 2
familias principales de inhibidores: Los de la familia INK4, que se unen a
la CDK en el complejo Cyc/CDK para inhibirlo (Serrano et al., 1993;
Hannon y Beach, 1994; Hirai et al., 1995) y los de la familia Cip/Kip, que
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se unen tanto a la ciclina como a la CDK (Stals y Inzé, 2001; Sherr y
Roberts, 1999).

Los miembros mas importantes de esta familia son p21°¢P, p27kirl y
p57XiP2. Las 3 proteinas tienen en su extremo N-terminal un dominio de
unién a otras proteinas sobre las que ejercen su funcion inhibitoria (Chen
et al., 1995). Entre estos inhibidores destaca p21°!, dado que es el Ginico
que posee en su dominio C-terminal una secuencia que une a la proteina
PCNA (Antigeno nuclear de proliferaciéon celular). En plantas se ha
reportado que también existen proteinas de tipo ICK, las cuales se
caracterizan por poseer un dominio conservado de alrededor de 31 aa en
su extremo C-terminal, el cual presenta cierta similitud con el dominio de
interaccion con Cyc/CDK de la proteina p27XPl (Wang et al., 1997; De
Veylder et al., 2001; Jasinski, Perennes, et al., 2002; Wang et al., 1998).
Por tal motivo, a estas proteinas se les denomind proteinas relacionadas
a KIP (Kip-related proteins, KRPS).

Se ha reportado la existencia de 7 genes que codifican KRPs en
Arabidopsis, las cuales se han clasificado en 2 grupos por sus
interacciones diferenciales con otras proteinas de ciclo celular. En el
primer grupo se encuentran AtKRP1, AtKRP2, AtKRP3 y AtKRP4 que se
caracterizan por presentar interacciones con CDKA, mientras que en el
segundo grupo estan AtKRP5, AtKRP6 y AtKRP7 que no interaccionan con
CDKA. Sin embargo se sabe que estas 7 KRPs tienen interacciones con
ciclinas D, lo cual sugiere un papel importante de todas ellas en la fase G;
(De Veylder et al., 2001; Zhou et al., 2002). Aunque se han reportado
también interacciones con complejos de CDKB con CycD y CycA (Nakai
et al., 2006; Coelho et al., 2005).

En arroz también se han identificado 6 genes que codifican para KRPs.
Un séptimo gen también fue encontrado, pero considerado como posible
pseudogén al no poseer los dominios de union a complejos Cyc/CDK que

se encontrarian en el extremo C-terminal, por lo que ya no podria fungir
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como proteina inhibidora de estos complejos (Yang et al., 2011; Guo
et al., 2007). Se ha reportado también que entre los 6 genes funcionales,
el de la OskKRP6 no tiene conservado el dominio N-terminal (asociado a la
degradacion de la proteina) y no estaria involucrado en ciclo celular, sino
que su funcion estaria relacionada con respuestas a estrés ambiental
(Schnittger et al., 2003; Pettk6-Szandtner et al., 2015).

En maiz también se han reportado varios genes que codifican para

KRPs. Inicialmente 2 genes se identificaron como KRP;1 y KRP;2 en
endospermo de maiz (Coelho et al., 2005), los cuales posteriormente se
renombraron como ZmKRP4,;2 y ZmKRP1;1 respectivamente (Rosas-
Bringas, 2015). Las proteinas codificadas por estos genes inhiben la
actividad asociada a la cinasa Cdc2 de levadura y de los complejos de
CDK con CycAl;3 y CycD5;1 de maiz, pero no la de complejos con
CycB1;3. Ademas se reportd que la sobreexpresion de ZmKRP4,;2 inducia
endorreplicacion en callos de maiz (Coelho et al., 2005). Posteriormente,
se encontraron en un analisis in silico otras 8 secuencias que se
identificaron como genes de KRP (ZmKRP1;2a, ZmKRP1;2b, ZmKRP1,; 3,
ZmKRP3, ZmKRP4,;1, ZmKRP4,;3, ZmKRP5;1 yZmKRP5,2), sin embargo,
2 de ellas tuvieron que descartarse, debido a que una de ellas
(ZmKRP4;3) codificaba para una proteina que correspondia al extremo C-
terminal, sin codon de inicio y cuya traduccion constaba de 62 aa; por
otro lado se determiné que la otra, ZmKRP1,;2b era una duplicacién del
gen ZmKRP1,2a en otro cromosoma. Por lo tanto, se concluy6 que fueron
8 los genes de KRP hallados en maiz (Rosas-Bringas, 2015; Schnable
et al., 2009; Godinez-Palma et al., 2017).
También se han estudiado proteinas inhibidoras de complejos Cyc/CDK
en otras plantas, como en tabaco, jitomate y alfalfa (Jasinski, Perennes,
et al., 2002; Pettk6-Szandtner et al., 2006; Bisbis et al., 2006)

Con respecto a la clasificacion filogenética de las KRPs, al comparar las

secuencias proteicas de éstas en 40 especies vegetales, se agruparon en
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Figura 5. Arbol filogenético de las KRPs halladas en Arabidopsis (subrayado morado),
arroz (subrayado olivo) y maiz (subrayado y simbolo rosados) en sus 3 clases
correspondientes. El pseudogen caracterizado como ZmKRP4;3 se indica con una
estrella de borde negro. (Modificado de Rosas-Bringas, 2015).
3 clases: la clase A incluye exclusivamente KRPs de plantas dicotileddoneas
como Arabidopsis y alamo, la clase B uUnicamente incluye KRPs de
monocotiledéneas como arroz y maiz, y la clase C incluye KRPs de ambos
grupos, e inclusive de algunas gimnospermas (Torres-Acosta et al.,
2011). En la Figura 5 puede observarse un arbol filogenético que incluye
a las KRPs de las especies Arabidopsis, arroz y maiz, en el que se
representan las 3 clases mencionadas. Esta agrupacion de las KRPs de
maiz se refuerza por las diferencias entre la distribucion de los motivos
conservados en todas ellas; por ejemplo, las KRPs de clase B tienen

unicamente de 2 a 4 motivos reportados, mientras que las de clase C
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tienen 7 (Torres-Acosta et al., 2011; Rosas-Bringas, 2015). Aunque hay
que mencionar que los 7 motivos reportados podrian presentar diferencias
entre cada KRP; por ejemplo, en Arabidopsis, en el primer motivo de la
zona del C-terminal se encuentra una secuencia de aa cuyo consenso seria
PLEGRYEW, sin embargo los 3 primeros aa de este motivo son diferentes
en AtKRP2 (y el tercero cambia también en AtKRP3, AtKRP4 y AtKRP5),
la Y es sustituida por una F en AtKRP4, y el penultimo aa (E) es diferente
en AtKRP6 y AtKRP7 (De Veylder et al., 2001). Algo similar ocurre con los
otros motivos, incluidos los 4 dltimos que no se hallan en todas las KRPs
de Arabidopsis ni de alfalfa (Pettk6-Szandtner et al., 2006).

Las razones por las que puede haber varios genes que codifican para
inhibidores de CDK en plantas pueden ser varias, por ejemplo, regular
distintos complejos, en condiciones ambientales diferentes o en tejidos
especificos (Lui et al., 2000). Esto se refleja en el fenotipo que puede
presentar la planta cuando la expresion de estos genes cambia. Algunos
efectos que se han reportado al aumentar la expresion de los genes de
KRPs en Arabidopsis y tabaco son la inhibicién del crecimiento de la
plantula; hojas aserradas mas pequefias y de peciolos mas cortos;
acortamiento de las raices, apertura de flores incompleta y acelerada,
reduccion del tamafo de éstas, inhibicion de la division celular y cese de
la endorreplicacion (Wang et al., 2000; De Veylder et al., 2001; Zhou
et al., 2002; Jasinski, Riou-Khamlichi, et al., 2002; Jasinski, Perennes,
et al., 2002).

Por otro lado, cuando la expresion de los genes de KRPs disminuye en
estas plantas, se ha observado en Arabidopsis que la morfologia de las
hojas se modifica, volviéendose mas largas y delgadas; aumenta la
proliferaciéon celular lo cual induce mayor crecimiento de la semilla, de la
planta y de los 6rganos de ésta (Cheng et al., 2013). En maiz uno de los

efectos observados al disminuir la expresién de algunos genes de KRP, es
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el aumento en la cantidad de células del periciclo, lo cual esta relacionado
a una mayor cantidad de raices laterales (Yu et al., 2015).

Estos efectos observados varian dependiendo del nivel de expresion de
estos genes, y por lo tanto son dosis-dependientes (Li et al., 2016; Yu
et al., 2015; Wang et al., 2000).
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3.2. ANTECEDENTES INMEDIATOS
ESTUDIOS BIOQUIMICOS EN DIVERSAS VARIEDADES DE MAIZ

Los principales estudios sobre bioquimica vegetal, incluyendo los de ciclo
celular, se han enfocado en plantas modelo como Arabidopsis. Mas
recientemente se han hecho estudios en plantas comercialmente
importantes como son trigo, arroz y maiz. Cabe mencionar que la gran
mayoria de los estudios realizados en maiz se han efectuado en una
variedad modelo denominada B73, la cual ha sido caracterizada
genémicamente en su totalidad, y que a partir de estos datos se han
llevado a cabo la gran mayoria de estudios que utilizan secuencias de
maiz in silico (Schnable et al., 2009; Rymen et al., 2007; Zhan et al.,
2015). Son pocos los estudios que se han realizado en otras variedades
de maiz, y esto es debido a que éstas presentan caracteristicas especificas
asociadas a interés agronomico por su color, sabor o longevidad, las
cuales B73 no posee (Duran-Hernandez et al., 2011).

En nuestro laboratorio se ha trabajado con la variedad denominada
maiz chalquefio, debido a que presenta caracteristicas como el gran
tamano y escasa rigidez de sus semillas, lo cual permite la extraccion facil
de ejes embrionarios para su estudio. Ademas, es una variedad local,
cultivada en zonas donde estad poco expuesta a la polinizacion cruzada
entre variedades, algo comun en esta planta. Esto permite mantener
cierta homogeneidad en la informacion genética estudiada, para evitar
posibles variaciones en la secuencia y el comportamiento de genes y

proteinas de la planta con cada cosecha obtenida.

ESTUDIOS PREVIOS DE ZmKRPs DURANTE LA GERMINACION DE MAIiZ

El grupo de trabajo del Dr. Jorge Vazquez-Ramos se ha dedicado a
estudiar los cambios que se dan en diversas proteinas del ciclo celular a
lo largo de la germinacion de ejes embrionarios de maiz. Principalmente

se han estudiado proteinas relacionadas a la transicion G1/S como las
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ciclinas D (Bravo-Alberto y Buendia-Monreal, 2008; LoOpez-Hernandez,
2012; Zamora-Zaragoza, 2014), pero un campo de estudio menos

explorado ha sido el de inhibidores de CDKs.
CONTROL BA ABA
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Figura 6. Ensayos de abundancia de la proteina ICK (ZmKRP4;1) en extractos crudos
de maiz a diferentes tiempos de germinacion, en ausencia y presencia de BA y ABA.
A - Ensayo de Western-Blot. B - Tincion del gel con Coomassie como control de carga.
C - Anadlisis de densitometria. (De Jesus-Juarez, 2008).

Uno de los primeros estudios al respecto realizados en el laboratorio
involucra a la proteina ICK (llamada ZmKRP4;1 en la nomenclatura
actual). En este estudio se obtuvo y se purificd la correspondiente
proteina recombinante (la region C-terminal) la cual se utiliz6 para
generar un anticuerpo que se validé y se utilizé6 para determinar los
niveles de cantidad (abundancia) de proteina en extractos crudos de maiz
a distintos tiempos de germinacion, en ausencia y presencia de las
fitohormonas &cido abscisico (ABA) y benciladenina (BA). Tal como se
observa en la Figura 6, no se detecté algun cambio en estos niveles a
diferentes tiempos, ni al adicionar las fitohormonas. También se
determind la capacidad inhibitoria de esta proteina mediante ensayos de

actividad de cinasa (De Jesus-Juarez, 2008).
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También se realiz6 un estudio con el gen de una proteina llamada
Zeama;KRP1 (En nomenclatura actual, ZmKRP4;2), el cual se amplificé
por PCR, encontrandose una banda de 327 pb; para luego observar sus
niveles de expresion génica a diferentes tiempos de germinacion, a partir
de RNA extraido de ejes embrionarios de maiz. Tampoco se encontraron

diferencias significativas en la expresion del gen (Mancilla-Flores, 2008).

Tejidos Germinacion

B P R C OH 6H 12H 18H 24H C-

KRPL1/ICK? e e —
KRR, 2
KRPL3 e
KRP3 -— EETEETT—

KRPA;1/ICKA
KRP4; 2 /1 CK 1
KRPS;1/ICKS e o a ae S o - = -

KRPS;2 s e ————

(s T ————
RNA o e S S

Figura 7. Analisis de expresion de genes de las 8 KRPs de maiz, a partir de ensayos
de RT-PCR. Primero se evalud esta expresion en diferentes zonas (B - base de hoja,
P - punta de hoja, R - punta de raiz, C - coleoptilo de plantula de 2 semanas); y
después se evaluaron los perfiles en ejes embrionarios germinados a diferentes
tiempos. C- es el control negativo, r18s y rRNA son controles de carga. En fondo azul
estan los genes de clase filogenética B, en fondo verde los de clase C. Se resaltaron
en rojo los genes elegidos para obtener proteina recombinante y evaluar actividad de
cinasa posteriormente. (Rosas-Bringas, 2015).

Otro estudio mas reciente tuvo como objetivos principales realizar la
caracterizacion filogenética y la expresion génica de distintos miembros
de la familia de las ZmKRPs, asi como la evaluacion de la influencia de
algunos de ellos en la actividad de cinasa de algunos complejos Cyc/CDK.
Ya se mencion6é en la seccion anterior que se propuso una nueva
nomenclatura para nombrar a las ZmKRPs, basada en su filogeniay en su
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parecido secuencial con las KRPs de arroz, ademas de que se
caracterizaron los motivos previamente reportados de KRPs en los 8
miembros de esta familia en maiz.

Ademas, se realiz6 el analisis de expresion de genes para las 8 KRPs
de maiz. Tal como se observa en la Figura 7, se hicieron analisis en
diversas partes de la planta, asi como en ejes embrionarios a lo largo de
la germinacion, encontrando que s6lo ZmKRP4,;2 se comporta de manera
constitutiva, de acuerdo con lo reportado por Mancilla-Flores en 2008,
mientras que todas las demas presentan un comportamiento diferencial.

Se eligieron los genes de ZmKRP4;2 yZmKRP1;1, dado su
comportamiento variable entre ellas y su pertenencia a diferentes clases
filogenéticas, para obtener las proteinas recombinantes respectivas y
usarlas para analizar su efecto sobre la actividad de cinasa de complejos
asociados a CycD2;2 y CycD6;1, encontrandose que su actividad

inhibitoria también es diferente (Rosas-Bringas, 2015).

INTERACCIONES DE KRPs CON PROTEINAS DE CICLO CELULAR

No son muchos los estudios que se han realizado de interacciones de
ZmKRPs con otras proteinas de ciclo celular en maiz. Destacan los
estudios realizados en Arabidopsis, uno de los cuales se enfocd en
estudiar las interacciones de las 7 KRPs de esta especie con complejos
Cyc/CDK y con las proteinas individuales, asi como observar la similitud
de la inhibicion de la actividad de cinasa de los complejos con el grado de
interaccion. Por medio de ensayos de precipitacion por columna (pull-
down), se evaluaron y verificaron las interacciones que existian entre las
7 KRPs y las proteinas CycD2, CDKA, CDKB, complejos activos de CycD2
con ambas CDKs, y mezclas de CycD2 con ambas CDKs que no formaban
complejos. Como se ve en la Figura 8, las proteinas KRP3 y KRP5
presentan interacciones débiles y diferenciales con las CDKs, mientras

que las interacciones con complejos son mucho mas notorias. Resalta
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Figura 8. Analisis de interacciones de las 7 KRPs de Arabidopsis con CycD2, CDKA,
CDKB, sus complejos activos y mezclas que no forman complejos. El input al 10%
funciona como control positivo y el mock (KRPs y s6lo el medio de disolucién) como
control negativo. (Nakai et al., 2006).

también que las interacciones con las mezclas son igual de débiles (y con
el mismo patron) que las presentadas con CDKs. Posteriormente, se
demostré que la actividad de cinasa de ambos complejos era inhibida
diferencialmente por cada KRP, lo cual indicd que hay otras circunstancias
ademas de la interacciéon, que juegan un papel importante en la funciéon

inhibitoria de las KRPs (Nakai et al., 2006).

ANALISIS DE PROTEINAS IN SILICO

En la actualidad, gracias a la gran cantidad de resultados experimentales
que se han logrado obtener en cuanto a distintas caracteristicas
estructurales, funcionales, de secuencia e interactivas de macromoléculas
como el DNAy las proteinas, se han desarrollado programas que permiten

predecir con precision las caracteristicas de alguna secuencia de interés.
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En el caso de las proteinas, existen ciertos programas que se basan
exclusivamente en datos de secuencia para predecir sitios de union con
otras proteinas, o sitios donde pudieran llevarse a cabo modificaciones
postraduccionales. Algunos otros programas utilizan informacion
fisicoquimica de las secuencias de aminoéacidos, tal como &rea de
exposicidon a solventes, para predecir el que ciertas regiones de la proteina
estén expuestas u ocultas, llegandose a predecir esto incluso para cada
aminoacido de la secuencia (Petersen et al., 2009). Estos datos se han
utilizado en varios estudios realizados en mamiferos y bacterias para
formular ciertas hipétesis sobre alguna caracteristica especifica de una
proteina de interés, que después habria de ser corroborada
experimentalmente; pero destaca el hecho de que aunque se han
registrado en bases de datos las secuencias de 80 millones de proteinas,
solo han sido determinadas experimentalmente unas 100,000 estructuras
tridimensionales (3D) lo cual hace pensar que utilizar un predictor de
estas estructuras puede dar una cantidad aun mayor de informacién sobre
la proteina, tomando en cuenta se conservan mas las estructuras 3D de
2 proteinas homologas que sus secuencias, al haber solamente unas
10,000 maneras en que todas las proteinas existentes a nivel bioldgico
pueden plegarse (Koonin et al., 2002; Kelley et al., 2015).

Estudiar estas caracteristicas en conjunto con la prediccion de
modificaciones postraduccionales que puedan sufrir las proteinas, puede
ayudar a especular si hay posibilidad de que haya interacciones con otras
proteinas y, en caso afirmativo, cOmo se darian estas interacciones. Esto
debido a que una proteina podria presentar sitios putativos de interaccion
con otras proteinas, pero un predictor de estructuras en 3D podria indicar
que esos sitios se encuentran inaccesibles al menos en la conformaciéon

supuesta como mas estable fisiol6gicamente.
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4. JUSTIFICACION
Existen diversos estudios que analizan el comportamiento, caracteristicas
y funciones de proteinas de la familia ICK/KRP en Arabidopsis (Nakai
et al., 2006; Cheng et al., 2013; Wang et al., 1998), pero hay pocos
acerca del analisis experimental o in silico de KRPs de maiz. El
conocimiento de estas caracteristicas ya sea a nivel experimental o
computacional de las ZmKRPs abrira el panorama para estudios
posteriores y mas detallados.

Se eligi6 a las proteinas ZmKRP1;1 y ZmKRP3 debido a que se
observaron diferencias en su expresion génica en tejidos diferenciados y
a lo largo de la germinacion (Rosas-Bringas, 2015) y en presencia o

ausencia de azucares (Lara-Nufez et al., 2017).

5. HIPOTESIS

El analisis computacional de la secuencia, estructura y modificaciones
postraduccionales de las proteinas ZmKRP1;1 y ZmKRP3, inhibidoras de
la actividad de cinasa de los complejos Cyc/CDK, ayudaran a predecir

diferencias en las caracteristicas fisicoquimicas de ambas.
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6. OBJETIVOS
6.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar a las proteinas ZmKRP1;1 y ZmKRP3 a través del desarrollo de
anticuerpos policlonales especificos, y en paralelo, analizar in silico sus
caracteristicas fisicoquimicas, de secuencia y de modificaciones

postraduccionales.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

& Generar y validar anticuerpos policlonales (verificar su especificidad)
sobre secuencias especificas de 15 aminoéacidos de las proteinas
ZmKRP1;1 y ZmKRP3.

& Disefar una estrategia experimental para clonar y sobreexpresar a la
proteina recombinante ZmKRP3 en un sistema heterdlogo.

& Realizar un andlisis in silico que permita identificar caracteristicas
fisicoquimicas, estructurales y de modificaciones postraduccionales de

las proteinas ZmKRP1;1 y ZmKRP3.

32



7. MATERIALES Y METODOLOGIA

Analisis bioinformatico previo
Disefio de primers para amplificacion: La secuencia del gen ZmKRP3 se

buscé en la base de datos Ensembl Plants, utilizando el nimero de acceso
GRMZM2G154414 (Rosas-Bringas, 2015). De la entrada encontrada se
exportaron datos a un archivo de texto en FASTA, para lo cual se eligieron
secuencias desenmascaradas (sin remocion de motivos repetidos) de las
que se escogid el DNA complementario (cDNA), la secuencia codificante
(CDS), la secuencia cromosOmica y la secuencia traducida en
aminoacidos. Todas esas secuencias se introdujeron en el programa
Geneious®, en el cual se realizo el alineamiento para todas las secuencias
génicas (Apéndices 1y 2).

A partir de esos datos, se disefiaron primers para amplificar la region
de la CDS de ZmKRP3 que incluyeran los sitios de restriccion para las
enzimas Ncol (en extremo 5% y Xhol (en extremo 3'). En este ultimo
primer se omiti6 el codon de paro de tal manera que la proteina
recombinante presentara 8 histidinas en tandem en el extremo C-terminal
al ser clonada en el vector pET28b+ (Tabla 4 y Apéndice 1), se verific
su capacidad de amplificacion y sus parametros tedricos de calidad
(temperatura de fusion [TM], porcentaje de pares guanina-citosina [GC],
estabilidad del extremo 3', niumero de nucledtidos repetidos y posibilidad

de dimerizacion) mediante el programa AmplifX®.
TABLA 4. Primers utilizados para la amplificacion de la CDS de ZmKRP3.

Subrayadas las regiones que aparean con sitios de restriccion (ver texto).

Primer Secuencia
KRP3-Forward ATTATACCATGGGCAAGTGCGTGAGGATCCG
KRP3-Reverse ATTACTCGAGCCACCTCCGACCCCCCGTCA

Disefo de experimentos de restriccion: Se buscaron en bases de datos

las secuencias de los plasmidos pGEM®-T easy, pET28b+ y pGEX-4T-2,
y se agregaron a Geneious® como secuencias lineal y circulares,

respectivamente. Utilizando ese mismo programa se buscaron dentro de
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los 3 plasmidos sitios de restriccion que correspondieran a enzimas
endonucleasas de restriccibn de uso comudn que no cortaran mas de una
vez en los plasmidos, que estuvieran en sus sitios de clonacion mdultiple
(MCS, Apéndices 3, 4 y 5) y que no cortaran dentro de la secuencia de
la CDS del gen, para lo cual también se buscaron sitios de restriccion
dentro de la CDS  utilizando el programa NEB  cutter
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/, Apéndice 6). Se determind que las
enzimas Xhol y Ncol eran adecuadas para trabajar en el caso de
pPET28b+, y que las enzimas EcoRIl y Xhol eran adecuadas para trabajar
en el caso de pGEX-4T-2. También se verifico que la CDS se encontrara
correctamente insertada de manera que tuviera una secuencia Shine-
Dalgarno antes de su codon de inicio. Esto se realizO para estos 2
plasmidos, como muestra el Apéndice 7.

Para el caso de pGEM®-T easy se determind que la enzima EcoRI era
adecuada si se requiriera extraer el inserto de una construccion ya
realizada, pues este vector se liga directamente.

Disefio de anticuerpos: Para realizar el disefio de anticuerpos contra

ZmKRP1;1 y ZmKRP3, se buscaron en Ensembl Plants las secuencias de
todas las KRPs de maiz reportadas por Rosas-Bringas en 2015, incluyendo
aquella correspondiente al pseudogen ZmKRP4,;3, y se alinearon en
Geneious® (Apéndice 8). A partir de ahi se buscaron en las secuencias
proteicas de ZmKRP1;1 (cuyo numero de acceso es GRMZM2G101613) y
ZmKRP3, motivos de 14 aa que no se repitieran en ninguna de las otras
ZmKRPs, para realizar el disefio de péptidos sintéticos que se utilizarian
para la inmunizacion de conejos. A partir de esos datos, se mandaron
sintetizar péptidos cortos de 15 aa (14 de los cuales correspondian a los
motivos hallados para cada ZmKRP), acoplados a la proteina hemocianina
de lapa marina (KLH) de la especie Megathura crenulata. Las secuencias
de los péptidos se muestran en el Apéndice 8. El residuo 15 de cada

secuencia corresponde a una cisteina agregada para unirla
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covalentemente a la KLH, cuya secuencia se busc6 en bases de datos. La
comprobacion de la especificidad de estas secuencias puede consultarse

en la seccion de Resultados.

Analisis bioinformatico posterior
Busqueda de posibles sitios de modificaciones postraduccionales: Las

paginas donde se insertaron las secuencias de ambas ZmKRPs para la
prediccion de posibles modificaciones postraduccionales (ver seccion de
Resultados) corresponden a los siguientes sitios: http://www.ubpred.org/
(UbPred) (Radivojac et al., 2010),
http://sumosp.biocuckoo.org/online.php (GPS-SUMO) (Ren et al., 2009),

http://web.expasy.org/peptide_cutter/ (ExPASy PeptideCutter)
(Gasteiger etal., 2005), http://www.cbs.dtu.dk/services/NetSurfP/
(NetSurfP ver. 1.1) (Petersen et al., 2009), y

https://www.predictprotein.org/ (PredictProtein) (Yachdav et al., 2014).

Los resultados de la busqueda de sitios de ubiquitinacion, sumoilacion y
residuos expuestos se obtuvieron en formato FASTA y se introdujeron en
las secuencias proteicas de ambas ZmKRPs usando Geneious®, mientras
que los resultados de PredictProtein se obtuvieron como imagenes y
gréaficas, y se usaron directamente.

Prediccidon de estructura secundaria y modelado: Las secuencias de ambas

proteinas se introdujeron en el programa Phyre2 (ver seccion de

Resultados, http://www.sbg. bio.ic.ac.uk/phyre?) (Kelley et al., 2015),

del cual se obtuvieron para cada proteina todos los datos de su analisis
exhaustivo, entre los que destacan la prediccion de un modelo
tridimensional, predicciobn del porcentaje de zonas intrinsecamente
desordenadas y prediccion de estructuras secundarias en general (con

porcentaje de confiabilidad para cada uno de estos puntos).
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Obtencidon de primers: Los primers disefados para la amplificacién de

ZMmKRP3 se mandaron sintetizar al Instituto de Biotecnologia (IBT). A
partir de los tubos obtenidos se preparé una mezcla de primers 10 uM
cada uno. Para los controles positivos, se prepararon 2 mezclas de
primers, una de ellas utilizando primers Forward y Reverse
correspondientes a la amplificaciéon del marcador de secuencia expresada
(Expressed Sequence Tag, EST) deZmKRP3 (Rosas-Bringas, 2015); y la
otra mezcla utilizando primers Forward y Reverse correspondientes a la
amplificacion de una regién del RNA 18s (Quiroz-Figueroa y Vazquez-
Ramos, 2006). Las secuencias de estos primers se pueden consultar en
el Apéndice 9. Cada primer estaba a una concentracion de 10 UM, en las
mezclas preparadas se llevd esta concentracién a 5 uM de cada primer.

Obtenciéon de cDNA: Se realizé germinacion de semillas de maiz, durante

24 y 36 horas. Se extrajo RNA a partir de ejes embrionarios de maiz
utilizando el método de TRIzol, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Se agregd enzima DNAsa a ambas muestras y se purifico
doblemente mediante un kit. Se cuantificaron ambas muestras mediante
Biodrop, de acuerdo al protocolo del equipo. Para verificar el nivel de
integridad de las muestras, éstas se prepararon utilizando agua grado
biologia molecular (MBG), buffer de carga para RNAy 20 ng de RNA, y se
corrieron en gel de agarosa a 60 V (ver especificaciones del gel en la
seccion Gel de agarosa). Posteriormente se realizd la reaccion de
retrotranscripcion (RT) para ambas muestras, a partir de 2 ug de RNA.

Reaccion de PCR: Para el experimento de Touchdown con los primers de

la Tabla 4, se prepararon 5 muestras con 0.2 uL de primers, 1.5 uL de
cDNA, 5 pL de mix de polimerasa Jumpstart® y 3.3 pL de agua con
dietilpirocarbonato (DEPC), para 10 uL totales. Como control negativo se
preparé una mezcla idéntica, pero sin cDNA y con 4.8 pL de agua con

DEPC. Las muestras se corrieron en un termociclador Techne® TC-512,
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utilizando un programa de 35 ciclos. La temperatura de desnaturalizacion
inicial fue de 94°C durante 2 minutos, la de desnaturalizaciéon de cada
ciclo fue de 94°C por 30 segundos, las de alineamiento fueron de 58.1°C,
60.2°C, 62°C, 64°4°C y 67.6°C por 30 segundos (una temperatura por

muestra), y la de extensiéon fue de 72°C por 1 minuto 20 segundos.

TABLA 5. Experimentos de PCR realizados durante la basqueda de condiciones

para la amplificacion de ZmKRP3 (Ver texto para metodologia).

Condicion Enzima DMSO BSA Formamida | Condiciones PCR
1 JS - - - Programa JS
2 1P - - - Programa IP
3 JS + IP (10:1) - - - Programa mix
4 JS + IP (100:1) - - - Programa mix
5 JS 3% - - Programa JS
6 JS 6% - - Programa JS
7 JS 3% 3.5 ug - Programa JS
8 JS 6% 3.5 ug - Programa JS
9 JS - - 3% Programa JS
10 JS - - 6% Programa JS
11 JS - 3.5 ug 3% Programa JS
12 JS - 3.5 ug 6% Programa JS
13 JS - 3.5 ug - Programa JS
14 1P 3% - - Programa IP
15 1P 6% - - Programa IP
16 IP 3% 3.5 ug - Programa IP
17 1P 6% 3.5 ug - Programa IP
18 1P - - 3% Programa IP
19 1P - - 6% Programa IP
20 1P - 3.5 ug 3% Programa IP
21 1P - 3.5 ug 6% Programa IP
22 1P - 3.5 ug - Programa IP

23 (CN) JS + IP (10:1) - - - Programa mix

Las enzimas utilizadas fueron Jumpstart® (JS) y iProof® (IP). Las especificaciones de las muestras pueden

consultarse en el texto. En negritas, las condiciones utilizadas para anidacion de PCR.

Para la busqueda de condiciones se prepararon 69 reacciones de 10 L,
distribuidas en 23 condiciones cuyas especificaciones se muestran en la
Tabla 5. En todas las reacciones (excepto el control negativo) se usaron
1.5 pL de cDNA, 0.2 pL de primers (23 reacciones utilizaron primers de
ZMKRP3, 23 primers del EST y 23 primers de 18s). En las reacciones con

enzimas individuales (color amarillo y naranja) se agregaron 5 uL de mix

37



de enzima, mientras que para las mezclas de enzimas (color magenta) se
agregaron 4.5 pL de Jumpstart® + 0.5 pL de iProof® en el caso de las
mezclas 10:1, mientras que para la 100:1 se agregaron 4.95 pL de
Jumpstart® + 0.05 pL de iProof®. El resto del volumen se completé con
agua DEPC. En el control negativo se sustituy6 el cDNA con agua DEPC.
El "Programa JS" (naranja) consistié en 35 ciclos, desnaturalizacion inicial
a 94°C 4 minutos, desnaturalizacion a 94°C 30 seg, alineamiento a 60°C
30 seg, extension a 72°C 50 seg. El "Programa IP" (amarillo) consistio en
35 ciclos, desn. inicial a 98°C 2 minutos, desn. a 98°C 15 seg, alin. a
60°C 15 seq, ext. a 72°C 30 seg. El "Programa mix" (magenta) consistio
en los siguientes parametros: 35 ciclos, Desn. inicial a 98.9°C 4 minutos,
desn. a 98.9°C 15 seq, y alin./ext. a 70°C 30 seg.

Las PCR de anidacion se realizaron usando las condiciones 5 y 16 ya

mencionadas en la tabla. Se realizo en 2 tandas: para la primera se realizo
una PCR con Jumpstart® en condicion 5, el producto se utilizé6 como cDNA
para la segunda tanda, que constdé de 2 reacciones de PCR, una con
Jumpstart® (condicion 5) y la otra con iProof® (condicion 16).
Para las PCR realizadas con los primers KRP3-EcoRI-5" y KRP3-Xhol-
parcial, se realiz6 un experimento de Touchdown a 63°C, 65°C y 67°C
utilizando la condicion 5 de la tabla, y una variacion de la condiciéon 2
utilizando la polimerasa de alta fidelidad Phusion®, para amplificar
fragmentos de 651 pb y 420 pb de las secuencias total y parcial del
extremo N-terminal, respectivamente.

Gel de agarosa: Para correr las muestras, se prepararon geles utilizando

agarosa Invitrogen® al 1.5% en buffer Tris-acetato-EDTA (TAE), se
calent6é esa mezcla 30 seg. en horno de microondas, y se le agregd 1 pL
de bromuro de etidio. La mezcla de gel se colocé en una cAmara con un
peine de 10 a 14 pozos y se dejo polimerizar 15 minutos. Las muestras
se prepararon con 2 pL de buffer de carga 6x para DNA o RNAy 10 pL de

amplicén, y se cargaron en el gel ademas de 5 uL de marcador de tamafio
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(GeneRuler® Ladder). Las muestras se corrieron a 80 volts (60 en el caso
de RNA) durante 1 hora. Para visualizacion rapida se colocaron los geles
en un transiluminador de luz ultravioleta (UV) y se fotografiaron. Para
fotodocumentacion se colocaron los geles en el equipo ChemiDoc® y se
proceso la imagen en el programa ImagelLab®.

Purificacion de producto de PCR: Para purificar el producto de PCR, se

empled el kit GelExtraction® GenElute™, siguiendo las instrucciones del

protocolo. Se cuantifico el DNA obtenido por Biodrop.

Obtencidn y cuantificacion de plasmido
PET28b+ y pGEX-4T-2:Para ambos casos se extrajo el plasmido a partir

de gliceroles de la cepa bacteriana DH5a, resistente a kanamicina,
utilizando el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep®, siguiendo las instrucciones
del protocolo.

PGEM®-T easy: Este plasmido no requiere procesamiento y se

proporciona por el proveedor a una concentracion de 50 ng/uL, por lo cual

se utilizé de manera directa para la ligacion.

Ensayos de restriccion, ligacidon y transformacion
Anadlisis de restriccion: Sélo se realizé para los plasmidos pET28b+ y

pPGEX-4T-2. En el caso de pET28b+, se realiz6 la restriccion del plasmido
con las enzimas de restriccion Ncol y Xhol por una hora. El producto de
PCR de ZmKRP3 de 651 pb (gen completo) fue amplificado con los primers
mostrados en la Tabla 4 como cebadores, obteniéndose un producto del
tamano esperado, el cual también se digirid con estas enzimas. Ambas
muestras se purificaron por un kit (GelExtraction® GenElute™ Ia
restriccidon del plasmido, GeneAll®Expin™PCR el producto de PCR). En el
caso de pGEX-4T-2 el procedimiento fue similar, pero los primers que se
diseflaron y usaron para la PCR contenian sitios de restriccion para EcoRlI

(en 5', Apéndice 9) y Xhol (en 3', primer KRP3-Reverse de la Tabla 4),
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omitiendo el codén de inicio en 5' para que la proteina recombinante
presentara el TAG de Glutation S-Transferasa (GST) en el extremo N-
terminal. También se disefid un primer 3' para obtener una secuencia
parcial de la ZmKRP3 con los primeros 420 pb (KRP3-Xhol-parcial,
Apéndice 9) que generaria un péptido de 140 residuos. Se realizaron
tanto el ensayo de restriccion con estas enzimas, como la purificacion de

las muestras, del mismo modo que para pET28b+.

Ensayos de ligacion: En el caso del plasmido pGEM®-T easy al no ser
necesario hacer restricciéon, se purificd el producto de PCR con el kit ya
especificado. La cuantificacion por Biodrop fue de 11.78 ng/L. Este dato
se utilizé para seguir el protocolo de ligacion del plasmido, que implica

utilizar una férmula que se muestra en la Figura 9.

ng plasmido x Kb de inserto
Kb de plasmido

x ratio = ng de inserto

Figura 9. Férmula utilizada para conocer la cantidad de inserto purificado de PCR a
utilizar durante la ligacion (ver texto).

Los parametros utilizados para esta formula fueron los siguientes: 50 ng
de plasmido, 0.651 kb de inserto, 3.015 kb de plasmido, y un valor de
proporcion (ratio) de 3 (3 veces la cantidad de inserto por 1 de plasmido).
Se obtuvo un valor de 32.388 ng de inserto, que usando la cuantificacion
ya mencionada se llevo a 2.75 pL. Se realizd 1 reaccion de ligacidon, un
control positivo y uno negativo, en 3 tubos Eppendorf de 1.5 mL, de
acuerdo al siguiente orden secuencial: Se agreg6 1 uL de plasmido a los
3 tubos, 2.75 uL de inserto sélo al tubo de reaccién, 2 uL de DNA control
del plasmido sdlo al control positivo, y a los 3 tubos lo siguiente: 5 uL de
buffer de ligacion 2x previamente mezclado por vortex, 1 UL de enzima
DNA ligasa T4, y agua MBG suficiente para 10 pL totales. Se incubaron
las 3 reacciones a 4°C toda la noche.

En el caso de pET28b+, después del ensayo de restriccion se utilizé la
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misma férmula y protocolo, pero los parametros en este caso fueron los
siguientes: 11.103 ng de pldsmido, 0.651 kb de inserto, 5.368 kb de
plasmido, y ratio de 3. Se obtuvo un valor de 4.04 ng de inserto, que con
su cuantificacion por Biodrop mostrada en la parte de Analisis de
restriccion se llevo a 6.38 pL para llevar a cabo la reaccién en 20 L.

En el caso de pGEX-4T-2 se trabajé del mismo modo, aunque con los
parametros siguientes: 15 ng de plasmido, 0.651 kb de inserto para el
gen completo o 0.42 kb para la secuencia parcial, 4.97 kb de plasmido, y
ratio de 3. La reaccion también se llevé a cabo en 20 pL.

Transformacion celular: Para transformar las construcciones de pGEM®-

T easy, se utilizaron bacterias Escherichia coli competentes de la cepa
XL10-GOLD almacenadas a -70°C. Se utilizaron 5 tubos de células
competentes, colocandolos en hielo al igual que los 3 tubos donde se
realizd la reaccién de ligacién, a los que se llevé el volumen a 40 pL con
agua estéril. De esta dilucién se agregaron 20 pL a 3 de los tubos de
células competentes, mientras al 4° tubo se le agregaron 20 uL de agua
estéril, y al 5° tubo 50 ng de la construccion pDEST-17-E2F1;1 como
control positivo de la transformacion. Se incubaron estos tubos 30
minutos en hielo, se les realiz6 choque térmico a 42°C por 30 segundos
mediante Heatblock, se incubaron 5 minutos en hielo, se les agregé 1 mL
de medio LB y se incubaron a 37°C y 150 rpm durante 1 hora. Se
prepararon 8 cajas con aproximadamente 30 mL de agar LB con
ampicilina 100 pg/mL y tetraciclina 25 pg/mL. A las placas solidificadas
se les agregé en la superficie 100 pL de isopropil B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) 0.1 M previamente esterilizado por filtracion
(para llegar a una concentracion de 1 mM), y 20 uL de X-gal 50 mg/mL
disuelto en dimetilfformamida. Se incubaron las cajas a 37°C por media
hora. Tras las incubacion los tubos se centrifugaron, se descartdé el
sobrenadante y el pellet se resuspendio en 400 pL. Se agregaron 200 pL

de cada tubo a 5 de las cajas preparadas, mediante siembra por varilla
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de vidrio. Las cajas se incubaron a 37°C toda la noche y las colonias
blancas halladas, denominadas positivas (que poseen la construccion
completa) se resembraron en 3 cajas de agar restantes. Como control
negativo, células competentes sin transformar se sembraron en LB sélido
con los antibidticos ya mencionados. Las colonias azules se consideran
negativas al poseer el plasmido pero no el inserto. El precultivo se prepard
con 4 mL de medio LB. A los tubos con crecimiento provenientes de
bacterias seleccionadas con antibiéticos se les extrajo el plasmido
utilizando el kit GeneElute™Plasmid Miniprep®, de acuerdo a las
instrucciones del protocolo.

En el caso del plasmido pEt28b+, las células competentes utilizadas
fueron también XL10-GOLD en el caso de transformacion de
mantenimiento, y BL21(DE3)RIPL para transformar en células de
sobreexpresion. El antibiotico utilizado para todos los medios de cultivo
fue kanamicina 50 pyg/mL (20 pL de un stock de kanamicina 10 pg/uL).
Se seleccionaron al azar algunas colonias que crecieron en la placa, se les
extrajo el plasmido mediante el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep®, y
mediante ensayos de restriccion se selecciond la colonia positiva, misma
que se mando secuenciar para corroborar el resultado.

En el caso del plasmido pGEX-4T-2el procedimiento fue el mismo que
para pEt28b+ tanto para bacterias de mantenimiento como de expresion,

excepto que en este caso el antibidtico usado fue ampicilina 100 pg/mL.

Subclonacion y secuenciacion del genZmKRP3
PGEM®-T easy-ZmKRP3: Después de transformar bacterias XL10-GOLD,

se analizaron 6 colonias mediante extraccion de plasmido por Kit y
ensayos de restriccion con EcoRl, para al final seleccionar 2 muestras que
mostraron resultados positivos (ver seccion de Resultados). Para obtener
la secuencia del plasmido, se enviaron al Instituto de Biotecnologia (IBT)

2 tubos por cada muestra positiva, uno con primer de secuenciacion
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Forward, y otro con primer de secuenciacion Reverse.

PET28b+-ZmKRP3: Se realiz6 la transformacion y la verificacion del

tamafo del amplicén, usando las enzimas Ncol y Xhol para la restriccion.
Se obtuvieron muestras positivas de las que se eligié una, el plasmido de
esa muestra se secuencio y los resultados mostraron que efectivamente
la secuencia se encontraba dentro del pldsmido y en marco de lectura (en
fase, ver seccion de Resultados). Con este plasmido se transformé E. coli
BL21(DE3)RIPL competentes para la obtencion de proteina recombinante
His-KRP3.

PGEX-4T-2-ZmKRP3: Se siguid el mismo procedimiento que el ya descrito

para el vector pET28b+,utilizando las enzimas EcoRl y Xhol, y se
obtuvieron los plasmidos clonados y su correspondiente secuenciacion

confirmando la presencia del inserto en marco de lectura.

Induccion de proteina recombinante
En el caso de ZmKRP3, las colonias de E. coli BL21(DE3)RIPL

transformadas se incubaron en medio LB toda la noche (overnight) a 37
°C en agitacion con antibidtico de seleccion (kanamicina para peT28b+ y
ampicilina para pGEX-4T-2) para obtener los precultivos. De estos se
partié para preparar cultivos frescos de 200 mL con el 1% de volumen de
precultivo y el antibiético de seleccidn en la concentracion adecuada. Se
monitored la densidad 6ptica de las bacterias a 600 nm, y cuando éstas
alcanzaron una absorbancia entre 0.6 y 0.8 se inici6 la induccién con 0.5-
1 mM de isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). Tras tres horas de
induccion, las bacterias se colectaron por centrifugacion y el pellet se

resuspendié en amortiguador de extraccién (ver seccion Obtencion de

extracto crudo proteico), se sonic6 y tras la centrifugacion el
sobrenadante se empled para la purificacion de la proteina recombinante
por cromatografia de afinidad: La proteina His-KRP3 se purificd utilizando

una columna de niquel-acido nitrilotriacético (Ni-NTA) de Qiagen® para
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proteinas con cola de histidina, y GST-KRP3 se purifico con una columna
de resina acoplada a glutation-agarosa de Sigma-Aldrich® para proteinas
con TAG de GST, utilizando buffers con base de urea 8 M. Las alicuotas
tomadas fueron correspondientes a cada paso de induccion y purificacion
realizado. Algunas de las eluciones fueron precipitadas mediante una
mezcla de acido tricloroacético (TCA)/acetona, se centrifugaron 14000 g
10 minutos, se evaporaron y se resuspendieron en urea 8 M.

Para el caso de KRP1;1, se utilizaron construcciones ya existentes en
el laboratorio de His-KRP1;1 en pPROEX-HTb, y GST-KRP1;1 en pGEX-4t2
(Rosas-Bringas, 2015), se extrajo plasmido a partir de los gliceroles de
mantenimiento correspondientes, se transformaron bacterias
competentes BL21, se precultivaron y la induccion se realizé overnight en
100 mL de medio con IPTG 0.5mM para cada una. Se centrifugaron las
bacterias, se resuspendio el pellet, se sonicO y se traté con lisozima y
urea. La proteina His-KRP1;1 se purifico con la columna de Ni-NTA,

mientras que GST-KRP1;1 se purificé con la columna de GST-agarosa.

Geles de poliacrilamida
Preparacion de geles de poliacrilamida: Se utilizé sistema BioRad™ Mini-

PROTEAN® Tetra Handcast Systems para la preparacion de geles de 1
mm de grosor y su posterior resolucion. Se emplearon geles al 10%, 12%
0 14% en la fase del gel separador, mientras que la fase concentradora
fue siempre al 4%.

Electroforesis en gel (SDS-PAGE):Se corrieron los geles mediante

electroforesis a 100 V por 1 hora y media.

Tincion de geles con azul de Coomassie: Tras la corrida de electroforesis,

se incubaron los geles en solucidn fijadora (40% de etanol al 96° y 10%
de 4cido acético glacial en agua destilada) por 45 minutos. Posteriormente
se lavaron y se adicionaron 20 mL de azul de Coomassie base acida (70

mg de azul de Coomassie G-250y 3 mL de HCI concentrado para volumen
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final de 1 L), para luego calentar el recipiente en microondas, en 3 a 4
pulsos de 10 segundos o hasta que se visualizaran incipientemente
bandas en el gel. Una vez que esto sucedid, se dejo agitando el gel 15
minutos, y se retir6 el azul de Coomassie para su reutilizacion.
Posteriormente se agregd agua destilada y se dejo desteiiir el exceso de
colorante overnight. Para fotodocumentar, se colocé el gel en el
ChemiDoc® utilizando una pantalla de conversion a luz blanca, y se

proceso la imagen usando la aplicaciéon de Coomassie.

Secado de geles: Los geles ya fotodocumentados se procesaron para su
secado y conservacion utilizando un secador de geles BioRad™M-583, de
acuerdo a las instrucciones del protocolo. Se utilizé papel filtro y celofan
dulce como agentes de retencion del gel. El procedimiento se llevo a cabo

a 50 psi de presion y 75°C de temperatura, durante 1 hora.

Western-Blot (WB)

Transferencia humeda: Tras la corrida de los geles en SDS-PAGE, se

transfirieron las proteinas a membranas de fluoruro de polivinildeno
(PVDF) en sistema de transferencia humeda (BioRad) de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. La transferencia se corrié a 50 V por 2 horas.

Bloqueo, adicion de anticuerpos y lavados: Una vez concluida la

transferencia, las bandas correspondientes al marcador se remarcaron
con un lapiz. A la membrana se le agregaron 10 mL de una suspension
de leche en polvo Nestlé™Svelty® al 7.5% en buffer salino de fosfatos
(PBS) denominada mezcla de bloqueo, la cual se dejé incubar con
agitacion por un periodo de 20 minutos a 1 hora. Al terminar este periodo,
se retiré la mezcla de blogueo y se agregaron 10 mL de una mezcla de
leche en polvo al 7.5% en PBS con Tween 20 al 0.1% (PBS-Tween) y de
0.5 a 20 pL de una solucién de anticuerpo primario (ver Inmunizacién y
obtencion de anticuerpos), dependiendo del titulo a utilizar. Esta mezcla

se incubd con agitacion a 4°C overnight, posteriormente se retiré y se
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realizaron 3 lavados secuenciales con 10 mL de PBS, PBS-Tween y/o PBS
astringente (50 mL de un stock de PBS 20x, 29.2 g de NaCl adicionales y
18 mL de Tween 20 para un volumen final de 1 L) dependiendo del
experimento, a intervalos de 7 minutos y medio (7:30 minutos). Se
prepard una mezcla de 0.2 a 2 uL (dependiendo del titulo necesario) de
anticuerpo secundario de conejo acoplado a la enzima peroxidasa, en 10
mL de leche al 7.5% en PBS-Tween. Esta mezcla se agregd después de
los 3 lavados y se dejo incubar 1 hora en agitacion. Posteriormente se
retird y se realizaron otros 3 lavados.

Revelado de membranas: Al finalizar los lavados, a la membrana se le

adicionaron 2 mL de una mezcla de luminol-H202 1:1, preparada a partir
de reactivos separados pertenecientes a un kit Millipore®. Se distribuyo6
la mezcla uniformemente en toda la membrana y se coloco en el
ChemiDoc® utilizando para su fotodocumentacion una aplicacion
multicanal Chemi-colorimetric, que toma varias imagenes en un intervalo
determinado (se eligido un programa de 20 imagenes, la primera a los 20
segundos de inicio de protocolo, la ultima a 4 minutos).

Tincion de membranas con rojo de Ponceau: Al finalizar el revelado, se

retiré la mezcla luminol-peréxido y se agregaron 10 mL de una solucion
de rojo de Ponceau (0.5 g de rojo de Ponceau S y 25 mL de acido acético
glacial, para un volumen final de 500 mL con agua destilada), para dejar
agitando 7:30 minutos. Una vez finalizada la agitacion, se retiré el rojo
de Ponceau y se hicieron de 3 a 5 lavados con agua destilada. La
membrana se visualizd6 en el ChemiDoc® utilizando para su
fotodocumentacion la aplicacion Alexa488. Posteriormente la membrana
se dejo6 secar overnight para almacenarla.

Desnudado vy reutilizacion de membranas: Para reutilizar las membranas

de PVDF, se reactivaron con metanol, se les retird el rojo de Ponceau con

10 mL de buffer de electroforesis, y se les adicionaron 10 mL de buffer de

desnudado (57.078 g de cloruro de guanidinio y 694 uL de pB-
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mercaptoetanol en 100 mL de disolucion acuosa) transparentando la
membrana. Se incubd en este buffer con agitacion durante 25 minutos,
se retiré el buffer y se lavé la membrana con agua hasta recuperar su
color blanco y eliminar el B-mercaptoetanol. Entonces se les agregé

mezcla de bloqueo y se procedi6 con el protocolo para Western-Blot.

Inmunizacion de conejos y obtenciéon de anticuerpos
Obtencidn de péptidos sintéticos: Las secuencias de 15 aa elegidas para

generar los anticuerpos (ver seccion de Resultados) se mandaron disefiar
en péptidos acoplados a la proteina KLH, con la empresa GenScript™. Se
recibieron 5 mg de cada uno de los péptidos, y se prepararon soluciones

de 1 mg/mL en condiciones estériles de cada péptido.

Esquema de inmunizacidon: Se seleccionaron 3 conejos, 1 para obtener
anticuerpo a-ZmKRP1;1 y los otros 2 para obtener a-ZmKRP3. Se aplico
un esquema de inmunizacion de 4 semanas, en el cual a cada conejo se
le extrajo 1 mL de sangre para obtener suero preinmune. Luego de esto,
a los conejos se les inyectaron 100 pL de péptido sintético disuelto en PBS
1x via ganglio popliteo izquierdo, a la mitad de esa semana se les aplico
otra dosis idéntica en ganglio popliteo derecho. Al inicio de la segunda
semana a cada conejo se administré 200 pyL de antigeno con adyuvante
incompleto de Freund, y se realiz6é una sangria de prueba de 1 mL a cada
conejo. A la mitad de esa semana se aplicaron 100 pyL de antigeno-
adyuvante incompleto a cada conejo. En la tercera semana se
administraron 100 uL de antigeno a cada conejo via intraperitoneal, y en
la cuarta semana se les realizé la puncion cardiaca, extrayendo 46 mL de
sangre aproximadamente a cada conejo.

Obtencion de sueros crudos: La extraccion de sangre previa a la

inoculacién de antigeno y la de la sangria de prueba se recogi6é en tubos
Vacutainer™ de tapa amarilla, se centrifugaron y el suero recuperado
sobre la gelatina separadora del tubo se extrajo y se colocé en tubos
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Eppendorf de 1.5 mL, etiquetados de acuerdo al tipo de suero obtenido.
La sangre obtenida por puncion cardiaca se centrifugd y el suero se
distribuy6 en 4 tubos Falcon de 15 mL guardados a -70°C. De ahi se

tomaron alicuotas de 1 mL para trabajar, guardadas a 4°C.

Inmunopurificacion de anticuerpos
Obtencién de zona de inmunorreconocimiento: Se carg6é proteina

recombinante (fraccion de pellet o fraccion de elucién) en geles de
poliacrilamida, se corri6 la electroforesis y se transfiri6 a membranas de
PVDF de 0.45 um de poro. Las membranas se tineron con rojo de Ponceau
y se definidé la zona donde se hallaba exclusivamente la proteina
recombinante de interés en todos los carriles. Esta zona se encerro
marcandola con un lapiz, se destind la membrana con buffer de
electroforesis y se recorto la tira marcada con tijeras.

Tratamientos con glicina: Se prepararon 50 mL de una disolucion de

glicina 0.2 M a pH 2.5, se esterilizo por filtracion y se agregaron 5 mL a
tubos Falcon de 15 mL en los que se agregaron las tiras recortadas. Se
incubaron por 15 minutos en agitacion, se retiro la disolucion y se lavaron
las tiras con 5 mL de PBS-Tween cada una por 7:30 minutos. Se preparo
mezcla de bloqueo (7.5% de leche en PBS-Tween) para incubar durante
1 hora con agitacion, 5 mL por tira. Se realizaron 3 lavados de 7:30
minutos con PBS-Tween, y se prepararon 2 mezclas de 10 mL de leche al
7.5%, alas que se agregaron 2.5 pL de suero preinmune crudo de KRP1;1
y 2.5 pL de suero inmune crudo, respectivamente. La mitad de las tiras
se incub6 con una mezcla, y la otra mitad con la otra, a 4°C durante 4
horas en agitacion. Finalizada la incubaciéon, se conservd cada mezcla de
leche como control negativo de inmunopurificaciéon. Se realizaron 3
lavados de 7:30 minutos con PBS-Tween a las tiras y a cada condiciéon se
le agregaron 1.5 mL de glicina, incubandose con agitacion durante 2

minutos. Inmediatamente al finalizar se traslada esta mezcla a un tubo
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Eppendorf de 2 mL, agregando 195 pL de Tris-base 1 M.

Purificacion por centricon: Se agregaron 500 pL de cada mezcla obtenida

a tubos de centricon Amicon-Ultra® con membrana, y éstos se colocaron
dentro de tubos Eppendorf especiales para centricon. Se centrifugaron a
14000 rpm 15 minutos 3 veces, reemplazando el volumen de cada tubo
de centricén con 500 pL de PBS cada vez. Posterior a esto, se agrega otro
volumen de 500 pL de PBS a cada tubo de centricén, y se recoge mediante
pipeteo en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Se colocé cada tubo de centricon
de manera inversa en su Eppendorf y se les dio un spin de centrifugaciéon

para evitar pérdidas.

Extraccion de proteina de ejes embrionarios
Imbibicién de ejes embrionarios: Se extrajeron ejes embrionarios a partir

de semillas secas de maiz chalquefio (cosecha 2015) con navajas
delgadas, dejando expuestas uUnicamente la plumula y la radicula y
retirando la mayor cantidad posible de endospermo y escutelo. Se lavaron
con HCIO al 0.5%, durante 10 minutos. Se preparo un stock de buffer de
imbibicion 2x (5 mL de Tris-HCI 50 mM pH 7.6, 2.5 mL de KCI 2 M, 1 mL
de MgCl> 1 M y H20 destilada para 50 mL de solucidon) que se esteriliz
por autoclave, junto con circulos de papel filtro y servitoallas. Se preparo
en condiciones estériles una solucion de imbibicidn a partir del stock, con
120 mM de sacarosa. A cada caja Petri con circulos de papel filtro se le
colocaron 30 ejes suficientemente separados y se les agregaron 5 mL de
buffer de imbibiciéon 1x. Las cajas se incubaron en oscuridad a 25°C
durante 6, 12, 18, 24, 30 y 36 horas, para preparar un pool de extracto
proteico. Se obtuvieron también extractos a 18, 24 y 36 horas para otros
experimentos. Finalizados esos tiempos, los ejes se guardaron a -70°C en
tubos Eppendorf.

Obtencion de extracto crudo proteico: Se prepard buffer de extraccion de

proteinas con base de urea (605.7 mg Tris base, 48.048 g de urea, 1 g
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de SDS y agua para 100 mL de disolucion). Se colocaron los Eppendorf
con los ejes en nitrégeno liquido, y se transfirieron a un mortero, donde
se les agregaron 1.8 mL de buffer de extraccion, y se molieron con pistilo
hasta obtener una suspensién espesa con la menor cantidad posible de
particulas sélidas grandes. Esta suspension se distribuyé en 2 tubos
Eppendorf de 1.5 mL, cuidando que ambos tuvieran el mismo volumen.
Los tubos se centrifugaron a 12000 rpm 30 minutos a 25°C, el
sobrenadante de cada tubo se recolecté evitando tomar pellet (restos
s6lidos) o lipidos de la superficie, y se colocé en tubos nuevos que se
volvieron a centrifugar en las mismas condiciones. La cantidad de proteina
se determiné por Biodrop de la siguiente manera: Se colocé 1 pL de
extracto en el lector, se le dieron 3 lecturas, se limpio el lector, se coloco
agua destilada y se volvié a limpiar. Los resultados fluctuaron entre 7 y
14 ug/uL, y se utilizaron para preparar muestras proteicas de 50 ug de
extracto (volumen variable), 6.25 pL de buffer de carga para proteinas 4x
y agua destilada para un volumen final de 25 yL por muestra. Estas
muestras se cargaron en un SDS-PAGE, se tifi6 el gel con Coomassie y se
fotodocumentdé en ChemiDoc® de acuerdo a los protocolos ya

mencionados.

Ensayos de competencia
Para cada ensayo se prepararon mezclas de 5 mL de leche al 7.5%, a las

que se agrego anticuerpo primario en el mismo titulo. Posteriormente se
realizaron las precompetencias utilizando 1 de 2 métodos: A) con proteina
en disoluciéon, o B) con proteina inmovilizada.

A) Método de disolucién: A una de las mezclas leche-anticuerpo se le

agregdé una disolucién cuantificada por Biodrop de proteina (ya fuera
péptido sintético o proteina recombinante) para tener de 2 a 25 ug de
ésta en la mezcla; a otra mezcla se le agregé 10 veces la cantidad de

proteina agregada a la mezcla anterior. A una tercera mezcla se le agrego
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como competidor negativo una disolucion de BSA 10 ug/uL, para tener la
misma cantidad de proteina que la mezcla méas concentrada. A la udltima
mezcla no se le agregd proteina. La precompetencia consistié en
incubacion de las mezclas a 4°Ccon agitacion por una noche. Para el
ensayo de competencia, al dia siguiente se realiz6 un WB con un cierto
namero de carriles de proteina de extracto total (ET) o proteina
recombinante; la membrana obtenida se tifié con rojo de Ponceau y se
marcaron con lapiz las secciones, una por cada carril visualizado. La
membrana se lavé con buffer de electroforesis, se bloqued y cada seccion
se recortd con tijeras, se coloc6é en un recipiente y se le agregd una de
las mezclas ya mencionadas, para incubar la competencia toda la noche
como anticuerpo primario. El resto del protocolo de WB fue el mencionado
anteriormente.

B) Método de inmovilizacion: Se corrieron la proteina de interés

(sintética o recombinante) y la BSA en geles de poliacrilamida y se
transfirieron a membranas de PVDF. Las membranas se tifileron con rojo
de Ponceau para localizar las bandas de interés. Estas se encerraron
marcandolas con lapiz, se lavd la membrana con buffer de electroforesis
y se recortd la zona marcada dejando una tira. A una mezcla de leche-
anticuerpo se le agregaron 1 a 4 tiras de proteina de interés, a otra se le
agregaron 1 a 4 tiras de BSA, a otra se le agregaron 1 a 4 tiras recortadas
de una zona sin proteina, y a otra mezcla no se le agregaron tiras. Estas
mezclas se precompitieron a 4°C overnight, y se realizé el resto del

protocolo de competencia, idéntico al método descrito en A).
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8. RESULTADOS
Amplificacion de ZmKRP3

Utilizando los primers disefiados para la amplificaciéon de la secuencia
codificante (CDS) de ZmKRP3 (ver Materiales y metodologia), se realiz6
la retrotranscripcion (RT) y la reaccion de PCR. Para esto, se extrajo RNA
de ejes embrionarios de maiz germinados por 24 y 36 horas, ya que se
reportd que a partir de 24 horas hay expresion del gen (Rosas-Bringas,
2015); se cuantificaron ambas muestras via Biodrop, y se verific6 su
integridad mediante gel de agarosa, observandose el doble bandeo

esperado de las fracciones 18s y 26s (Figura 10).
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Figura 10. Verificacion de la integridad del RNA extraido para realizar RT. De
izquierda a derecha: RNA de 24 horas y 36 horas. Banda superior 26S, inferior 18S.

Una vez obtenido el RNA y realizada la RT, se comenzaron a realizar los
experimentos con el cDNA obtenido. El analisis de AmplifX determiné que
las TM de los primers forward y reverse eran de 65°C y 69°C,
respectivamente. Estos valores son altos y cercanos a la T de extension
habitual de PCR (72°C), por lo cual se realiz6 un experimento de
Touchdown (PCR con diferentes temperaturas de alineamiento),
empleando una TM en un rango de 58-68°C utilizando el mix de
polimerasa Jumpstart®.

Se observo una ligera amplificacion de una banda del tamarfio esperado
(651 pb) a 62°C y 66°C, pero se encontraron complicaciones dado que
estas condiciones no fueron reproducibles, observandose también
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presencia de una banda muy intensa con mayor desplazamiento y que
presuntamente indicaba presencia de productos truncos, pese a que los
controles tanto negativo como positivo salian correctos. Por lo tanto, se
probaron 23 condiciones diferentes de PCR, utilizando 2 polimerasas
distintas y 3 inductores de polimerasa en diferentes cantidades (ver
Materiales y metodologia). Se determind que la mejor condicion se daba
al usar Jumpstart® y DMSO al 3% para la CDS, aunque la mejor condicién
para los controles positivos era con iProof® y DMSO 3% ademas de 3.5
Mg de BSA. Aun asi la amplificacion de la CDS fue baja, por lo que se opté

por un procedimiento de anidacion de PCR (PCR usando DNA amplificado
pb 1 2 3
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Figura 11. Amplificacion de la CDS de ZmKRP3. Carril 1, marcador de peso molecular
(MW) Carril 2, Control negativo (CN). Carril 3, Reaccion de PCR anidada con
Jumpstart® primero y iProof® después (ver texto). Se sefiala la banda del amplicon
a la distancia esperada.

de una PCR anterior como templado). La primera PCR se realizé con las
condiciones 6ptimas para la CDS usando la enzima Jumpstart®, mientras
que para la segunda PCR se realizaron 2 anidaciones usando las 2
condiciones mencionadas arriba. En el caso de la anidacion con la enzima
iProof® en una de las PCR subsecuentes, los resultados fueron optimos
dado que se pudo observar claramente la banda esperada a 651 pb, como

se observa en la Figura 11.

53



Se verificé la reproducibilidad del experimento y se purificd el producto
de PCR a partir de la banda en gel para los posteriores procesos de
ligacion y transformacién (ver Materiales y Metodologia). También se
observé que el hacer ambas PCR de la anidacion con Jumpstart® y 3%
de DMSO daba resultados adecuados, por lo cual también se trabajé con

esta condicion en experimentos posteriores.

Verificacion de tamano de la construccion pGEM®-T easy-ZmKRP3

Después de purificar el producto de PCR, se ligb en el vector de
mantenimiento pGEM®-T easy y posteriormente se transformaron células
XL10-GOLD. Se eligieron 6 colonias positivas (blancas, de acuerdo a
Materiales y metodologia), se extrajo el plasmido y se realizé la digestion
con enzima EcoRI para verificar la clonaciéon mediante analisis en gel de

agarosa.
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Figura 12. Verificacion de tamafio de construcciones pGEM®-T easy-ZmKRP3. En el
carril 1 se cargd marcador. El resto de carriles impares, marcados como D1, D2, D3,
etc. corresponden a las Digestiones realizadas a cada una de las 6 muestras elegidas,
mientras los carriles pares marcados como P1, P2, P3, etc. corresponden a los
Plasmidos correspondientes sin digerir. Se sefialan con flechas las 2 bandas de
inserto, halladas en sélo 2 de las digestiones, elegidas para secuenciacion.

En la Figura 12 se observa que de las 6 muestras seleccionadas,
solamente 2 presentan tanto la banda correspondiente al inserto (651 pb)

como la correspondiente al plasmido (3016 pb). Las otras 4 sdélo
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presentan la banda del plasmido. A modo de control negativo, se cargaron
mezclas de cada colonia sin cortar, teGricamente se esperaria una banda
de 3667 pb pero debido a la presencia de distintos topoisdmeros del
plasmido, se observan varias bandas en tamafos de 2000 a 4000 pb. Los
pldsmidos de las 2 muestras positivas se secuenciaron, sin obtener
resultados positivos. Por lo tanto se inicid la clonacion dirigida, la
transformacién y la verificacion de tamafio usando las 2 muestras

positivas ahora en el plasmido pET28b+, obteniendo resultados positivos.
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Figura 13. Identidad de la secuencia del CDS de ZmKRP3 (KRP3 CDS) con la secuencia
consenso producto de 2 secuencias obtenidas de muestras enviadas al IBT (KRP3
Consensus from IBT Alignment), que se muestran en los Apéndices 10y 11.
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Secuenciacién de construccion pET28b+-ZmKRP3

Se envio la construccion pET28b+-ZmKRP3 por duplicado a secuenciar al
Instituto de Biotecnologia (IBT).Por un lado, se utilizé el primer KRP3-
Reverse (Tabla 4) y por el otro, un primer denominado T7, que amplifica
a partir del promotor de la RNA polimerasa en el plasmido. Estas muestras
develaron resultados adecuados, los cuales se muestran en los
Apéndices 10y 11. Las secuencias obtenidas se alinearon en Geneious®
para obtener una secuencia consenso, la cual se alined a su vez con la
secuencia de ZmKRP3 teodrica obtenida en bases de datos, tal como se
observa en la Figura 13. De acuerdo a esta figura, ambas secuencias
comparten una identidad de 97.1%, presentando 6 cambios de 1 base
(polimorfismos de 1 nucledtido, SNPs), pero resalta ademas una zona
entre las bases 459 a 474 de la ZmKRP3 tedrica que presenta varias
diferencias con la ZmKRP3 secuenciada, puesto que las primeras 9 bases
de esta region no se encuentran en la secuenciada (en esa zona se
presentan 9 gaps [espacios vacios de alineamiento], implicando esto que
la ZmKRP3 secuenciada presenta solamente 642 pb comparados con los
651 pb de la tedrica), lograndose alinear solo las bases 468 a 474 que
también presentan diferencias, dado que mientras la ZmKRP3 tedrica
presenta el motivo GCCGTCG, la secuenciada muestra el motivo
CCAGACC.

Dada esta situacion, ambas secuencias génicas fueron traducidas in
silico y alineadas para determinar las diferencias que pudieran
presentarse a nivel proteico. Se observé que ambas proteinas
presentaban un porcentaje de identidad de 94.9%, debido a 5 sitios con
un cambio puntual de residuo, indicando que de los 6 posibles SNPs
hallados en la secuencia genética, uno corresponde a una mutacion
silenciosa (en la secuencia génica tedrica las bases 52-54 corresponden
al codén GCC, mientras en la experimental corresponden a GCG, ambos

codones se traducen en el residuo alanina). La zona diferente a nivel
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genético también es distinta a nivel proteico, puesto que mientras en la
secuencia proteica tedrica los residuos 153 a 158 consisten en la
secuencia QTPSPS, en Ila ZmKRP3 experimental la secuencia
correspondiente a esa zona es Unicamente HQ---T, por lo tanto hay 3
residuos de menos en la secuencia experimental (213 aa) que en la
tedrica (216 aa). Estos datos pueden observarse en el Apéndice 12. Sin
embargo, podrian hacer falta mas réplicas de la secuenciacion para tener

certeza de estos resultados.

Induccién de proteina recombinante ZmKRP3

Posterior a la secuenciacion y a la verificacion de que el inserto
correspondiera a ZmKRP3, se procedié a realizar la transformacion en
bacterias de expresion BL21(DE3)RIPL con el vector pET28b+-HiskKRP3.
Hubo dificultades al realizar estos experimentos, debido a que no fue
posible detectar induccidn de la proteina recombinante ni por tincion de
gel con Coomassie, ni en WB utilizando los anticuerpos a-KRP3 generados

en el laboratorio (ver seccion Caracterizacion de anticuerpos). Aun asi se

purificaron los extractos bacterianos obtenidos por columna Ni-NTA y se
obtuvieron todas las fracciones de purificacion, donde destacaba la
presencia de bandas en alturas inferiores a la esperada (23 kDa), esto
sugeria que la proteina se degradaba durante o incluso antes de la
purificacion. En las eluciones se llegd a ver una banda a la distancia
esperada, pero al realizar ensayos posteriores no se obtuvieron resultados
positivos.

Por ello se decidié seguir otra estrategia, consistente en obtener la
proteina recombinante GST-KRP3 a partir de una construccion realizada
en el vector pGEX-4T-2. Para lo cual se realizaron (ver Materiales y
metodologia) la amplificacion (Apéndice 13), la ligacién, la
transformacion en bacterias de mantenimiento, la seleccion de colonias

(Apéndice 13), la transformaciéon en bacterias de expresion, la
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Figura 14. Inducciéon de proteina recombinante GST-KRP3 completa (izquierda) y
parcial (derecha). Los nimeros en la parte superior indican las 3 diferentes clonas de
las que provienen las muestras. MW = Marcador. NIn = No inducida. In = Inducida.
Se sefala con flechas la zona donde parece observarse la banda de interés en la
distancia esperada. Destaca el aumento de proteinas de bajo peso en carriles
inducidos de ambos experimentos.

sobreexpresion y la induccion de la proteina recombinante
correspondientes a esta estrategia, realizada tanto para obtener proteina
completa, como para obtener un péptido de =14 kDa (sin el C-terminal).
Se observa en la Figura 14 que para ambos casos la induccién fue baja,
apenas dandose un ligero incremento en la cantidad de proteina en el
tamano esperado en algunas clonas al azar; sin embargo, en ambos casos
destaca nuevamente el hecho de que en varias de las clonas inducidas,
hay aumento de proteina por debajo del tamafo esperado, sugiriendo que
posiblemente la proteina se degrada inmediatamente después de ser
inducida, o no se traduce en su totalidad. Se especulaba que podria haber
existido un problema con la traduccion de la secuencia por posible falta
de secuencias Shine-Dalgarno en ambos plasmidos, sin embargo de
acuerdo al Apéndice 7, estas secuencias si se hallan justo antes de donde
se insertaria la secuencia de interés, por lo que esa no seria causa del

problema.
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Esperando que aun hubiera una cierta cantidad de proteina integra del
tamafo esperado, se realizd6 la purificacion de ambas proteina
recombinantes GST-KRP3, obteniendo las fracciones Flow-through (no
adsorbida), lavado y eluciones, tal como se muestra en la Figura 15.
Tanto en el WB revelado con el ab a-KRP3 en esta figura, como en las
tinciones con rojo de Ponceau mostradas en el Apéndice 14, se muestra
que las eluciones no parecen presentar bandas significativas del tamafno
esperado en el caso de la proteina completa, en el caso de la GST-KRP3
parcial se ve una zona que podria indicar la presencia de una banda tenue.
Las bandas significativamente visibles aparecen abajo del tamafo
esperado, lo que reforzaria las ideas de que la proteina sufre degradacién
antes de su purificaciéon, o su traduccion es incompleta. Pensando en que
el ab a-KRP3 no fuera lo suficientemente sensible, se desnudaron las
membranas y se volvieron a revelar utilizando un anticuerpo a-GST-
CDKB, para visualizar al TAG (Apéndice 15). El patron observado resulté
ser idéntico, por lo tanto se concluye que la proteina ZmKRP3

recombinante, estuviera como secuencia completa (216 aa) o parcial (140

GST-KRP3 completa (48.6 kDa) GST-KRP3 parcial (39.5 kDa)
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Figura 15. Purificacion de proteinas recombinantes GST-KRP3 completa (izquierda)
y parcial (derecha) reveladas con anticuerpo a-KRP3 1:1000, y secundario 1:15,000.
Sb = Sobrenadante. Fw = Flow-through (fraccién no adsorbida). Lv = Lavado. EI1-5
= Eluciones. Se sefala con flechas la altura donde parece observarse la banda de
interés en la tercera elucion.
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aa), podria ser de un tamafo menor debido a degradacién quiza incluso

en las bacterias, o a una traduccién incompleta.

Especificidad de secuencias de 15 aa

Las secuencias de las 10 KRPs de maiz conocidas se alinearon en
Geneious®, tal como se describe en Materiales y metodologia. Como se
observa en el Apéndice 8, casi todas las ZmKRPs tienen motivos
conservados en buena parte de su secuencia, aunque la que mas
diferencias presenta con sus homologos en maiz es la ZmKRP3. En el caso
de ZmKRP1;1 no se pudo hallar una secuencia de 15 aa especifica en el
amino terminal, debido a que en esa zona se presentaban varias
similitudes e identidades con ZmKRP1;2 y en menor medida, ZmKRP1;3.
Se eligid una zona cercana al carboxilo terminal, antes de la zona
conservada, correspondiente a la secuencia HKTGPSLPAATPAA. Esta
secuencia forma parte de una region en la que en la secuencia consenso
predominan los gaps (RRV--------- XAPP), debido a que 5 de las ZmKRPs
presentan gaps en 9 de los 16 espacios destinados a residuos (La
secuencia de ZmKRP1;1 presenta 2 gaps). Se observo que ningun residuo
de la secuencia de ZmKRP1;1 empalmaba con la secuencia consenso,
pero residuos especificos apareaban con algunas secuencias de las otras
ZmKRPs de manera dispersa (por ejemplo, el alineamiento empareja el
tercer residuo, T, con una T hallada en KRP5;2, o el sexto residuo, S, con
otra S de ZmKRP3). En el caso del alineamiento con ZmKRP1;2 (secuencia
QKTGCSSSPATTTSAA) se hallaron 7 identidades, tal como muestra el
Apéndice 8.

Para la ZmKRP3 se encontré una secuencia de 15 aminoacidos distinta
de todas las demas ZmKRPs, las cuales presentan alta identidad de
secuencia en esa zona, siendo la secuencia consenso MERXTRETTPCSLI.
La ZmKRP3 en cambio presentaba la secuencia LGQQHEEEASATMA.

Se realiz6 la busqueda por BLASTp (NCBI) de ambas secuencias, en el
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proteoma tanto de maiz como de E. coli, con el objetivo de buscar si
habria alguna proteina en estos organismos que tuviera masa molecular
similar a alguna de las 2 ZmKRPs (20 - 25 kDa), y que por lo tanto,
pudiera dar un falso positivo en Western-Blot. Los resultados para cada
ZmKRP en el proteoma de maiz indicaron 3 secuencias correspondientes
a estas proteinas ya reportadas en bases de datos. En caso de ZmKRP1;1
s6lo se hall6 una proteina con tamafo similar (204 aa, 21.9 kDa), al hacer
el alineamiento con ZmKRP1;1 en Geneious®, se encontrd una identidad
baja (20.7%). Para ZmKRP3 se encontré una proteina de 208 aa y 23.2
kDa, al alinear ambas proteinas la identidad fue de 17.6% (Apéndice
16). Por lo que no se consideraron como posibles falsos positivos.

Para el caso del proteoma de E. coli no se encontré alguna proteina de
tamafio similar que ademas tuviera identidad en los 15 aminoacidos de
las secuencias elegidas (Apéndice 17).

Un analisis adicional se realiz6 para verificar si en proteinas de maiz de
tamano similar al de las ZmKRPs pudiera haber dominios similares a los
hallados en la secuencia de KLH, ya que el péptido se conjugo6 con dicha
proteina para realizar la inmunizacion en conejos, para lo cual se hizo
BLASTp de la secuencia de KLH en el proteoma de maiz. Todos los
resultados hallados correspondian a reportes de secuencias de polifenol
oxidasas de maiz de mas de 546 aa (59.6 kDa), por lo tanto ninguno
podria representar un falso positivo para alguna de las ZmKRPs
(Apéndice 18).

Caracterizacion de anticuerpos a-ZmKRP1;1 y a-ZmKRP3

Una vez finalizado el esquema de inmunizaciéon y obtenido el suero
inmune, se realizaron ensayos de reconocimiento para cada ab a
diferentes titulos para determinar cual era el titulo 6ptimo a emplear. En
geles de SDS-PAGE se cargaron 30 ug de ET obtenido a partir de ejes

embrionarios de maiz. La Figura 16 muestra los resultados de estos
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Figura 16. Ensayos de inmunorreconocimiento por WB para el ab a-KRP1;1 del
conejo I-1 (izquierda) y para el ab a-KRP3 del conejo 1-2 (derecha). Cada membrana
se secciond en 3 partes para trabajar con una condicién de ab primario diferente,
enunciada en la parte superior. MW = marcador de peso molecular. En los carriles
1A, 2A y 3A se cargaron 30 ug de Extracto total (ET), mientras que en los 1B, 2B y
3B se cargaron 2 ug del péptido sintético unido a KLH correspondiente. El titulo del
ab 2° fue 1:20,000. Se sefialan las bandas de interés, indicando sus masas.

ensayos para el ab a-KRP1;1 (conejo I-1) y el ab a-KRP3 (conejo 1-2). Se
observa en esta figura que el ab a-KRP1;1 reconoce en el ET a O horas
una banda a la altura esperada (25 kDa) en ambos titulos de ab, mientras
que reconoce muy fuertemente a la proteina sintética dada la
inmunogenicidad de la KLH. Sin embargo, el suero preinmune (SPI) pese
a que no reconocio bandas en la zona de la proteina sintética (conforme
a lo esperado), en la zona de ET reconocié algunas bandas, una de las
cuales tenia una masa con tamafo cercano a la banda de interés, aunque
ligeramente arriba de 25 kDa. Para el caso del a-KRP3 del conejo 1-2 el
reconocimiento en el ET es débil, observandose una banda en la altura
esperada (23 kDa) con el titulo 1:1000. Aun asi, el péptido sintético con
la KLH también es reconocido de manera importante en ambos titulos,
disminuyendo drasticamente este reconocimiento en el caso del suero

preinmune, que no parece reconocer bandas en este caso.
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Validacion de anticuerpo a-KRP1:1

Con los resultados obtenidos, se planted la estrategia para la validacion
de los anticuerpos. El primer intento para a-KRP1;1 consistié en realizar
un ensayo de competencia utilizando péptido sintético en solucién
acoplado a KLH para competir contra ET; dicho ensayo no tuvo un

resultado concluyente.
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Figura 17. Ensayo de competencia del ab a-KRP1;1 en WB, compitiendo la proteina
His-KRP1;1 contra si misma. En cada carril se cargaron 20 ug de His-KRP1;1. MW es
el marcador de masa molecular. SC indica la zona Sin Competir. En los carriles 2 y 3
se muestran las competencias de His-KRP1;1 con 2 y 20 pg. En el carril 4 se muestra
la competencia con 20 ug de BSA (proteina no relacionada). El titulo del ab primario
fue 1:2500, y el del secundario 1:20,000. Se sefiala con una flecha la banda que
compite.

En un segundo intento, se utilizo la proteina recombinante His-KRP1;1
(Rosas-Bringas, 2015) para realizar la competencia nuevamente en
solucién, compitiendo la proteina recombinante con el anticuerpo
policlonal y cargando la misma proteina en gel, de acuerdo a lo que
muestra la Figura 17. Se observa que utilizando 20 pg de His-KRP1;1 si
hay competencia de la proteina recombinante contra si misma, como se
esperaba; aunque la banda que compite corre ligeramente mas arriba (=
36 kDa) de la altura esperada para la proteina recombinante (= 29 kDa),
mientras que una segunda banda detectada a 28 kDa no compite. El rojo
de Ponceau no alcanz6 a detectar bandas en esta membrana.
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Asi que se realizO un nuevo ensayo de competencia, de proteina
recombinante contra ET, pero sin resultados positivos.

Debido a esto se llevé a cabo otra metodologia para utilizar fracciones
de induccidon y de purificacion de las proteinas recombinantes His-KRP1;1
y GST-KRP1;1 como competidores contra ET. Ningun ensayo tuvo
resultados determinantes, denotando la imposibilidad de validar el
anticuerpo al competir contra extractos crudos de maiz. Sin embargo, al
estar validado en el caso de la proteina recombinante, el anticuerpo es
atil para realizar ensayos con ésta, como por ejemplo analisis in vitro de
interacciones con otras proteinas participantes en la regulacion del ciclo

celular.

1
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Figura 18. Ensayos de inmunorreconocimiento para el ab a-KRP3. En ambos casos,
en los 5 carriles marcados se cargaron 80 ug de ET de 0 horas, y cada seccion de
membrana se incubd con ab 1° en el titulo mostrado en la parte inferior (SP =
preinmune 1:500). MW = marcador de masa molecular. El experimento de la
izquierda se revelé con ab 2° 1:10,000, mientras que el de la derecha con 2°
1:20,000. Se encierra y se sefiala con flecha la zona donde aparece una banda que
podria corresponder a ZmKRP3 incompleta.

Validacion de anticuerpo a-KRP3

Para la ZmKRP3 se hicieron experimentos similares a los mencionados
anteriormente, pero no dieron resultados positivos. Entonces se volvio a

determinar el titulo ideal para estudiar a la ZmKRP3. Este ensayo se

64



muestra en la Figura 18, donde se realizaron 2 WB cuya diferencia
estriba en el titulo del ab secundario. Se observa que la condicion de ab
2© 1:10,000 resulta méas adecuada para la visualizacion de la proteina de
interés, siendo mejor el reconocimiento del ab 1° 1:1000; mientras que
en el ensayo con 2° 1:20,000 la sefial disminuye considerablemente. Pese
a que no se observo la banda a la distancia deseada (= 23 kDa), es posible
que la banda observada abajo de 20 kDa, o incluso a 15 kDa, pudieran
corresponder a la proteina deseada como productos de degradaciéon. El
suero preinmune generaba sefales muy difusas y no concluyentes.
Entonces se realiz6 un nuevo ensayo de competencia, de proteina
recombinante contra ET, en el que se observé que una banda a 15 kDa
parecia competir al utilizar 125 pg de proteina contra 50 pug de ET, pero

al realizar un duplicado se observé que no era una condiciéon reproducible.
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Figura 19. Ensayo de competencia de ab a-KRP3 con GST-KRP3 en WB. En todos los
carriles se cargaron 50 ug de ET de 18 horas, y se revelaron con ab primario 1:1000
y ab secundario 1:15,000. MW = Marcador de masa molecular. SC = Sin competir.
Los carriles marcados 0.5-1.5 pg se compitieron con esa cantidad de proteina
recombinante de Flow-through inmovilizada. “El prp.” indica que se compitié con 250
ng de proteina de eluciones. Se sefiala con flechas la altura donde se espera y parece
observarse la banda competida. Los competidores negativos fueron 5 ug de BSA y
GST.

Tras la generacion de la proteina recombinante GST-KRP3, se utilizo ésta

para realizar un nuevo ensayo de competencia contra proteina de ET, el
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cual se muestra en la Figura 19. Se puede observar que aparece de
manera muy incipiente en todos los carriles una banda en la altura
esperada que parece competir de acuerdo a lo esperado, aunque
solamente compite contra proteina inmovilizada de Flow-through, no se

observa competencia contra proteina de eluciones.

Prediccién in silico de modificaciones e interacciones proteicas

Con estos resultados, se planted la pregunta de si las caracteristicas
estructurales y de secuencia de ambas ZmKRPs eran determinantes para
especular sobre su dificultad de manejo experimental. Para lo cual, se
introdujeron las secuencias de ambas proteinas en los sitios siguientes:
UbPred para estimar en ambas ZmKRPs posibles sitios de ubiquitinacion;
GPS-SUMO para sitios potenciales de sumoilacion; ExPASy PeptideCutter
para posibles sitios donde las proteinas pudieran ser digeridas; NetSurfP
ver. 1.1 para determinar si todos los sitios anteriormente buscados se
encuentran o no en la superficie de la proteina; PredictProtein y Phyre2
para predecir caracteristicas como estructura secundaria, regiones

intrinsecamente desordenadas (RIDs), zonas de interaccion con otras
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Figura 20. Resultados de la prediccion de sitios potenciales de ubiquitinacion (azul
claro), sumoilaciéon (café), exposicion de residuos de acuerdo a NetSurfP (lila =
expuesto, amarillo = oculto) y cajas PEST (azul rey) vistos en Geneious® para
ZmKRP1;1 (arriba) y ZmKRP3 (abajo).
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proteinas, entre otros aspectos (Phyre2 también puede predecir modelos
moleculares tridimensionales).

En el caso de ZmKRP1;1 se observa que podria haber un dnico sitio
potencial de ubiquitinaciéon y 5 sitios potenciales de sumoilacién, de los

cuales 2 estarian en regiones ocultas de la proteina (que de acuerdo a
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Figura 21. Resultados de la prediccion de estructura secundaria y exposicion de
residuos de acuerdo a PredictProtein para ZmKRP1;1 (arriba) y ZmKRP3 (abajo). En
las 2 primeras predicciones, las lineas rojas corresponden a a-hélices, las azules a B-
plegadas, y los espacios vacios a loops; le corresponde la gréafica de la izquierda. En
la tercer prediccion, las zonas amarillas corresponden a residuos ocultos y las azules
a residuos expuestos, los espacios vacios a zonas que pueden estar expuestas u
ocultas (intermedias), le corresponde la gréafica de la derecha.
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NetSurfP, representan el 23.7% de la secuencia), la cual careceria de
cajas PEST. Para el caso de ZmKRP3 estd reportado que presenta una
caja PEST de 37 aa, que podria funcionar como péptido sefial para la
degradacion de la proteina (Godinez-Palma et al., 2017). Se hallaron al
lado de esta caja 3 posibles sitios de ubiquitinacién en zonas expuestas;
y 3 sitios potenciales de sumoilaciéon dispersos en la secuencia, todos en
zonas ocultas (que de acuerdo a NetSurfP representan el 31% de la
secuencia). Estos resultados especulativos se muestran en la Figura 20.

El andlisis de estructura secundaria de ZmKRP1;1 realizado en
PredictProtein mostré6 que un 78.3% de la proteina se conformaria de
estructuras secundarias de giro (loop), 13.8% de a-hélices y 7.9% de B-
plegadas; mientras que el analisis de exposiciOn a solventes de este
programa muestra que las regiones ocultas de ZmKRP1;1 representarian
solo el 17.4% de su secuencia, bastante menor que el de NetSurfP
(Figura 21). En contraste, los resultados de prediccion de estructura
secundaria ofrecidos por Phyre2 indican que 64% de la proteina podria
presentar loops, 30% de la estructura secundaria estaria conformada por
a-hélices y 6% serian B-plegadas, tal como se muestra en el Apéndice
19. En lo referente a ZmKRP3, el analisis de estructura secundaria de
PredictProtein mostré que un 84.3% de la proteina presentaria loops, en
contraste con 10.6% de a-hélices y 5.1% de B-plegadas, mientras que su
analisis de exposicion a solventes mostré que las regiones ocultas de
ZmKRP3 representarian el 13.9% de su secuencia (Figura 21). Phyre2
mostrd que 56% de la proteina presentaria loops, 38% serian a-hélices y
6% B-plegadas (Apéndice 19).

El analisis de prediccion de regiones intrinsecamente desordenadas
(RIDs) de ZmKRP1;1 realizado en PredictProtein mostré que 3 de los 4
algoritmos de prediccidon de RIDs abarcarian la mayor parte de la proteina,
excluyendo en 2 de esos algoritmos una parte de la regiéon N-terminal, y

en los 3, gran parte de la region C-terminal. El cuarto algoritmo predijo
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pocas RIDs dispersas a lo largo de la secuencia (Figura 22). El andlisis
realizado por Phyre2 indicaba que 76% de la proteina presentaria RIDs,
destacando la exclusiéon de algunas zonas como la regién de los residuos
69-75, y gran parte de la regiéon C-terminal, en los residuos 207-249
(Apéndice 19).
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Figura 22. Resultados de la prediccién de regiones intrinsecamente desordenadas
(RIDs) de acuerdo a PredictProtein para ZmKRP1;1 (arriba) y ZmKRP3 (abajo). Cada
linea representa a un algoritmo de prediccion, donde las zonas de color corresponden
a posibles RIDs, mientras los espacios vacios corresponden a regiones que serian
ordenadas.

El andlisis realizado en ZmKRP3 mostré6 que los 4 algoritmos de
prediccion de RIDs indicaban que éstas comprenderian la mayor parte de
la proteina y ademas en mayor proporcion que ZmKRP1;1: s6lo la region
C-terminal tendria una conformaciéon ordenada (Figura 22). Sin
embargo, el andlisis realizado por Phyre2 mostraba que el porcentaje de
RIDs (72%) seria menor que el de KRP1;1, aunque el patron presentado
era consistente con el de PredictProtein en cuanto a que el C-terminal no
presentaria desorden: sélo los residuos 167-209 tendrian conformacion
ordenada (Apéndice 19).

Las secuencias de ambas ZmKRPs se introdujeron al predictor de
estructuras tridimensionales (3D) de Phyre2, que proporcioné los modelos
que se muestran en la Figura 23. Se predijo que la ZmKRP1;1

presentaria un alto porcentaje de estructuras en forma de loop, con una
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ImKRP1;1 ImKRP3

Figura 23. Prediccién de las estructuras tridimensionales de las proteinas ZmKRP1;1
(izquierda) y ZmKRP3 (derecha), de acuerdo a Phyre2. El extremo N-terminal se
indica en color azul, y la escala cromatica va cambiando hasta llegar al extremo C-
terminal, que es rojo.

a-hélice formada por 15 aa y 5 a-hélices de menos de 7 aa; ademas de 4
estructuras B-plegada de 2 residuos cada una. Para el caso de ZmKRP3
se predijeron 3 a-hélices de 11-12 residuos, y 4 de 3-4 residuos. Todo el
resto de la proteina se conformaria de loops, puesto que no se predijeron
estructuras B-plegadas. Es importante mencionar que para predecir estos
modelos el programa utiliza la confiabilidad de los porcentajes de
estructura secundaria ya mencionados para ambas proteinas (y que
corresponden, como ya se dijo, al Apéndice 19), y también toma en
cuenta la influencia de las regiones intrinsecamente desordenadas (RIDs,
también en Apéndice 19), que cuando se encuentran en gran proporcion
en la proteina hacen que disminuya la confiabilidad del modelo en 3D. En
el Apéndice 20 se muestra esta influencia, en ambos casos solamente el
21% de la proteina presentaba un alto grado de confianza en que la
estructura mostrada fuera correcta. Resalta que ese porcentaje en ambos
casos corresponde al extremo C-terminal.

Con respecto a la estimacion de posibles sitios de digestion, se predijo
que la mayoria de las proteasas elegibles en el programa digeririan a las

ZmKRPs generando varios fragmentos pequefos, de 1 a 60 aa, lo cual no
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parece correlacionar con la banda a 15 kDa presente en los WB de ambas
proteinas. En el caso de ZmKRP1;1 soélo las proteasas LysC, LysN y
glutamil endopeptidasa podrian generar fragmentos de casi 14 kDa, por
lo cual se podria pensar que una posibilidad es que algun ortélogo de
éstas en maiz pudiera estar actuando sobre ella. Para la ZmKRP3 la
proteasa que podria generar la banda a 15 kDa seria un ortélogo en maiz
de la caspasa 1, puesto que esta reportado que la prolin-endopeptidasa,
aunque genera un fragmento de 149 aa, solo corta en secuencias de 30
residuos o menos (Keil, 1992). Aunque se hacen necesarios los
experimentos correspondientes para determinar esto una vez halladas las

condiciones de trabajo para la ZmKRP3.
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9. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
Amplificacién de ZmKRP3

En este trabajo un objetivo fue obtener la proteina KRP3 completa, para
lo cual se buscé obtener por PCR Unicamente las 651 pb de la secuencia
codificante (CDS) completa, a diferencia de los trabajos con expresion de
genes donde solo se obtuvieron los ultimos 98 pb del CDS y 264 pb de la
3'UTR, lo que en conjunto corresponderia al marcador de secuencia
expresada (EST) (Rosas-Bringas, 2015). Las dificultades encontradas
para llegar a este objetivo se centraron principalmente en el porcentaje
de pares GC en ambas secuencias (75.1% en la del CDS, comparados con
solo 52.4% del EST), ya que un par GC al estar unido por 3 puentes de
hidrégeno comparados con los 2 que unen un par AT, requiere de mas
energia para abrir las cadenas de DNA y asi aparear los primers. Ademas,
el hecho de que éstos tuvieran parametros de calidad pobres (TM Optima
alta, porcentaje de GC muy alto, hasta 6 nucledtidos continuos repetidos)
indicaba que no era recomendable su uso para una reaccion de PCR.
Debido a esto, se probaron varias sustancias que pueden servir como
aditivos para estabilizar la PCR (por ejemplo, disminuyendo la T™M
optima), en diversas combinaciones y concentraciones para buscar cual
era la que daba mejores resultados de amplificacion. Ademas fue
necesario emplear 3 diferentes tipos de polimerasa: Jumpstart®, que
corresponde a Tag-polimerasa de uso comun; iProof® y Phusion®, que
son polimerasas artificiales de alta fidelidad. Las condiciones elegidas
fueron aquellas en las que los 2 controles positivos y la muestra de interés
amplificaran bandas en los tamafos esperados. Aun con todo esto el
producto se amplificé pobremente, por lo que se recurrio al procedimiento
de anidacién de PCR, donde a pesar de que la amplificacién dio una banda
visible en el tamafio esperado, se observé también una banda intensa en
la parte inferior, mas intensa que en el control negativo, atribuible a la

presencia de productos truncos; esto sugiere que a estas polimerasas les
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cuesta procesar el amplicén debido al alto porcentaje de GC, lo cual daria
como resultado productos truncos de PCR de aproximadamente 100 pb o
menos. Esto significaria que la cantidad de cDNA que se amplifica
completamente es menor a la que se esperaria. Aun asi, la amplificaciéon

es visible y reproducible.

Induccién de proteina recombinante ZmKRP3

Cuando se realizé la induccion de la proteina recombinante His-KRP3,
después de 3 horas se observé un aumento ligero de la densidad 6ptica,
lo cual podria deberse a la dificultad que podrian tener las bacterias para
sobreexpresar a una proteina intrinsecamente desordenada (PID) a partir
de un gen con 75% de GC en su secuencia, incluso a pesar de que las
células BL21(DE3)RIPL estan disefiadas para llevar a cabo la
sobreexpresion de genes con altos porcentajes de AT o GC. Esto se vio
reflejado al cargar los extractos bacterianos no inducido e inducido en los
geles de SDS-PAGE, dado que His-KRP3 no parecia mostrar ningun
aumento en la intensidad de la banda en el tamafio esperado, y como esa
banda era visible incluso en los extractos no inducidos, inicialmente se
especuld sobre que esta proteina pudiera presentar "leaking" o goteo, es
decir, sobreexpresion de proteina recombinante independiente de la
adicion de IPTG a los cultivos. Esta hipdtesis se descartd al realizar un
control consistente en cargar en un gel de SDS-PAGE bacterias sin
transformar y realizar el WB con ab a-KRP3, donde una banda en el
tamano esperado (25 kDa) era visible, la cual no podria ser la proteina de
interés al no haber transformado siquiera a las bacterias.

La aparicion de bandas por debajo del tamafo esperado en las
eluciones obtenidas sugerian que era posible que la proteina se degradara
durante el proceso de purificacidon, lo cual es algo que puede suceder
comunmente en el caso de proteinas intrinsecamente desordenadas

(PIDs) manejadas en condiciones in vitro, en las que el microambiente no
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es similar al que la PID tendria en condiciones in vivo (Cuevas-Velazquez
y Covarrubias-Robles, 2011). También se especuld que pudiera haber
existido algun problema con las secuencias de reconocimiento ribosomal
(Shine-Dalgarno) en los plasmidos pET28b+ y pGEX-4T-2, pues el inserto
quizas no se habria insertado correctamente en el plasmido. El Apéndice
7 muestra que no fue asi: para ambos casos se observa que los sitios de
clonacién mudltiple se encuentran justo después de las secuencias Shine-
Dalgarno, por lo que el problema no seria este. Cabe mencionar que el
pldsmido pGEM-T easy no presenta secuencias Shine-Dalgarno, puesto
que al ser un vector exclusivamente de mantenimiento no las requiere.
Por todo lo anterior, se utiliz6 una nueva estrategia consistente en
obtener la GST-KRP3 completa (con una masa de 50 kDa) y parcial (los
primeros 140 aa de la secuencia de KRP3 [x14 kDa] unidos al TAG
proteico glutation S-Transferasa [GST, 25 kDa], con una masa total de
=39 kDa). El cambio al TAG de GST tenia 2 objetivos: 1) Resolver el
problema de la banda a 25 kDa que aparecia en bacterias sin transformar,
cambiando el tamafio de las bandas esperadas a 39 y 50 kDa; vy 2)
Verificar si con este nuevo TAG de 25 kDa aumentaba la estabilidad de la
proteina. La generacion de una secuencia parcial tenia como objetivo
aumentar aun mas la estabilidad de GST-KRP3, dado que el TAG abarcaria
un porcentaje mayor de la proteina recombinante obtenida. Se observo
que no fue asi, mostrando los resultados que podria haber degradacion
incluso después de la inducciéon en ambos casos, lo cual obedeceria a
caracteristicas puntuales del extremo N-terminal de la secuencia de
ZmKRP3. La presencia de proteinas de bajo peso en las zonas inducidas
también sugiere que podria haber traduccién incompleta de la proteina,
una teoria que parte del alto porcentaje de GC que tiene el gen de interés,
factor que ademas de ser probable responsable de la escasa induccion,
también pudo tener influencia en la generacion de proteinas truncas. Aun

usando un ab a-GST-CDKB para visualizar el patréon de proteina
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recombinante se observaba algo similar, por lo cual se infiri6 que no habia
problema para que el ab a-KRP3 detectara proteinas recombinantes, sino
que la proteina en si presenta inestabilidad aun al ser purificada en
condiciones que inactivarian a otras proteasas (urea 8 M) aunque una
pequefia fraccion parecié mantenerse estable y se alcanzé a visualizar en
los WB, por lo cual se trat6é fallidamente de usar como antigeno para

competencia.

Secuencias de ZmKRPs, su funcionalidad vy sus senalizaciones

Algo importante a resaltar de las ZmKRPs seleccionadas son las
caracteristicas diferenciales de sus secuencias. Se observa en el
Apéndice 8 que en el caso de la ZmKRP1;1 no existen grandes
diferencias entre ella y el resto de las ZmKRPs en general, teniendo
especial similitud con las ZmKRPs filogenéticamente mas cercanas a ella
(ZmKRP1;2 y ZmKRP1;3). En estas 3 proteinas estan conservados al
menos 4 motivos ya reportados, entre los cuales se encuentran los
motivos de unidn a ciclinas D y CDKs, que son comunes a todas las KRPs.
Las secuencias de las ZmKRPs 4;1 y 4;2 también se parecen entre si (y
se parecen también ala 4;3 en la region del C-terminal), mismo caso para
la 5;1 y 5;2 que también son semejantes (Torres-Acosta et al., 2011;
Rosas-Bringas, 2015). Sin embargo, la ZmKRP3 es diferente a todas las
demas. Como se ve en el Apéndice 8, es la Unica ZMmKRP que presenta
diferencias sustanciales con el consenso en al menos 5 regiones
especificas; incluso una de esas regiones fue elegida como secuencia
especifica para la generacion de un anticuerpo. De los 7 motivos
conservados que estan reportados en las KRPs (incluso se podria hablar
de un 8° motivo no reportado con secuencia consenso LALXRRQR, hallado
en las ZmKRPs 4;1, 4;2, 5;1 y 5;2, que se encontraria en los aa 46-53
del consenso de acuerdo al Apéndice 8), hay 5 motivos que son comunes

en todas las ZmKRPs excepto la ZmKRP3, en la que sdlo se hallan 2 de
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esos 5 motivos (los correspondientes al C-terminal), e inclusive en esa
region esos 2 motivos conservados presentan diferencias puntuales con
las otras ZmKRPs. Las secuencias de los 2 motivos restantes (y también
la del motivo LALXRRQR) que se hallan en las ZmKRPs 4;1, 4;2, 5;1y
5;2, tampoco se encuentran en la ZmKRP3. Adicional a las diferencias en
los motivos, cabe mencionar que ZmKRP1;1 presenta menor identidad de
secuencia con ZmKRP3 (22.9%) que con ZmKRP4;2 (27.8%), por lo que
se esperaria que ZmKRP3 tuviera un comportamiento mas alejado
respecto de ZmKRP1;1 que el que tendria la ZmKRP4;2, aun cuando la
filogenia sugiere que ZmKRP1l;1 es mas cercana a ZmKRP3 que a
ZmKRP4;2.

Caracterizacion y validacion de anticuerpos a-ZmKRP1:1 v a-ZmKRP3

Se realizaron los experimentos preliminares para identificar a los péptidos
sintéticos de ZmKRP1;1 y ZmKRP3, que estaban acoplados a la
hemocianina KLH, de 359 kDa. La similitud de esta proteina acoplada con
las codificadas por el genoma de maiz es muy escasa, Yy su
inmunogenicidad es alta, lo cual se utiliz6 como estrategia para mejorar
la produccion de anticuerpos en los conejos. Pero esto pudo haber
provocado que al realizar ensayos de competencia con péptidos sintéticos,
debido a la inmunogenicidad alta de la KLH, la mayoria de los anticuerpos
policlonales generados (y los que hubiera en suero antes de inmunizar)
se pegaran a la KLH y en consecuencia, esto podria haber disminuido la
seflal de todas las bandas de la competencia. Esto sugiere que el
anticuerpo no presenta la avidez suficiente por la proteina de extracto
total (ET) pero si presenta gran avidez por la KLH, lo cual explicaria el
comportamiento visto en los ensayos de inmunoreconocimiento de la
Figura 16. Lo anterior podria explicar el hecho de que la cantidad de
anticuerpo 1° y 2° utilizados para la inmunodeteccion de la proteina en

ET de maiz (e incluso de la proteina recombinante) fueron bastante altos
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en comparacion con los de otras proteinas ya estudiadas en el laboratorio.

Para el ab a-KRP3, cuya avidez y especificidad por la ZmKRP3 de ET
era visiblemente menor que la del ab a-KRP1;1 respecto a la proteina a-
KRP1;1 en ET, es importante resaltar otro punto: Las secuencias
mostradas en el Apéndice 12 corresponden a las secuencias de ZmKRP3
tedrica (que proviene de bases de datos, con informacién obtenida a partir
de maiz B73) y ZmKRP3 experimental (obtenida en el laboratorio a partir
de maiz chalquefio), y en ellas se observa que uno de los aminoacidos no
conservados entre ambas se encuentra en la secuencia utilizada para
generar los anticuerpos (LGQQHEEEASATMA), puesto que en la secuencia
experimental en lugar de la histidina (H) se encontraba una arginina (R);
a pesar de ser ambos aminoacidos basicos, son de diferente tamafno y
caracteristicas quimicas, esto pudo haber provocado que el anticuerpo no
generara la respuesta adecuada porque ese cambio puntual habria vuelto
poco reconocible a la proteina de maiz chalquefio para el anticuerpo
generado contra una secuencia de maiz B73.

El hecho de que ambos sueros preinmunes detectaran varias bandas
en los extractos crudos de maiz (y algunas en proteina recombinante)
podria incluso tener relacion con la alimentacion de los conejos utilizados
para generar los anticuerpos, dado que si hubieran sido alimentados con
maiz previo al esquema de inmunizacion, se podrian haber generado
anticuerpos contra nutrientes o sustancias presentes en el maiz, por lo
que los sueros preinmunes de los conejos detectarian bandas de esos
antigenos.

La proteina recombinante His-KRP1;1 presenta diferencias en su
corrimiento respecto a lo esperado, como se observa en la Figura 17,
donde el corrimiento se observa a =36 kDa y no a =30 kDa que es la
masa teodrica, esto podria deberse a varios aspectos como influencia de
las regiones intrinsecamente desordenadas (RIDs) en el corrimiento

(Rosas-Bringas, 2015). El caso de GST-KRP1;1 es mas acorde a lo
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reportado previamente, la masa de 50 kDa es la ya descrita. Como la
diferencia entre masas moleculares en el corrimiento de los geles es
logaritmica de acuerdo a los marcadores, esa diferencia de masa que seria
perceptible entre 30 y 35 kDa quizad ya no se detecta a la altura de 50
kDa.

Se obtuvo un resultado con la competencia de una banda a 60 kDa,
que puede indicar 2 cosas: una es que la proteina sufra las suficientes
modificaciones postraduccionales para alcanzar esa masa, 0 que el ab
reconozca inespecificamente algo a esa altura con mas avidez que para
con su proteina blanco tedrica. El hecho de que s6lo en el caso de la
proteina inmovilizada se observara competencia sugiere que seguramente
este proceso la protege de algun tipo de degradacion que pudiera
presentarse en solucion.

En el caso de la competencia de la Figura 19, hay que tomar en cuenta
que la proteina ZmKRP3 de extractos totales de maiz también parecia ser
inestable igual que la recombinante (ver seccion Induccion de proteina
recombinante ZmKRP3) y que esta inestabilidad seria mayor que la de
ZmKRP1;1; esto podria explicar que la visualizacion por WB de ZmKRP3
en extractos totales fuera muy incipiente y poco consistente.

Se comprobé en este trabajo que los anticuerpos funcionan
adecuadamente para con las proteinas recombinantes, pero no son
eficientes para reconocer a sus proteinas blanco en ET. El hecho de que
se observe una banda a la altura esperada con los sueros preinmunes en
algunos ensayos indica que no se puede tener la certeza de que esa banda

corresponda a la proteina de interés al usar sueros inmunes.

Andlisis in silico de predicciones y de modificaciones proteicas

Lo que se buscod al hacer el andlisis de prediccion de modificaciones
postraduccionales, regiones intrinsecamente desordenadas (RIDs) y

estructuras secundaria y terciaria en ambas ZmKRPs era ver si se podia
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especular, con los datos que se obtuvieran de todos estos analisis, si
existiria alguna razén por la cual las proteinas pudieran ser mas
susceptibles a degradarse (dado que en algunos ensayos de competencia
aparecian bandas de tamafio menor al esperado [aprox. 15 kDa] que
parecian competir) o sufrir modificaciones post-traduccionales (dada la
observacién de una banda a =60 kDa en los ensayos de competencia de
ambas ZmKRPs, que también llegaba a competir; también por el hecho
de que la His-KRP1;1 se hallaba en una altura ligeramente mayor a la
esperada). Ademas, dadas las caracteristicas generales de las secuencias
de ambas ZmKRPs y el porcentaje relativamente alto de glicinas y otros
residuos hidrofilicos que presentan (ademas de un alto porcentaje de
alaninas), se especuld que fueran proteinas intrinsecamente
desordenadas (PIDs) (Cuevas-Veladzquez y Covarrubias-Robles, 2011), lo
cual si fue predicho por PredictProtein y Phyre2; este ultimo arrojé
porcentajes de desorden mayores a 70% para ambas proteinas. Este
desorden podria explicar la inestabilidad de ambas proteinas en ET (y la
presencia de la banda a 15 kDa en los WB de ambas, que corresponderia
a una degradacion) y el que éstas se visualicen tan escasamente en los
WB, siendo probable que sean mas estables al formar complejos con las
proteinas con las que estarian ejerciendo su actividad dado que en esas
circunstancias cambiaria su conformacion. Ademas, ya se ha reportado
que los analogos funcionales de las KRPs en mamiferos (las proteinas
Cip/Kip) estdn también catalogados como PIDs (Cuevas-Velazquez y
Covarrubias-Robles, 2011).

Aunque PredictProtein y Phyre2 presentaban diferencias en cuanto al
porcentaje de RIDs que hay en ambas proteinas, los 2 programas
predicen en las proteinas una region de 42 residuos ordenados, y que en
el caso de Phyre2 existe alto grado de confiabilidad en la estructura
tridimensional de esa zona, como se ve en el Apéndice 20. Esa region

corresponde al extremo C-terminal, que es la zona a través de la cual

79



interaccionarian ambas ZmKRPs con otras proteinas (Wang et al., 1998;
Lui et al., 2000; Jasinski, Perennes, et al., 2002). Eso explicaria que la
region C-terminal tuviera que mantener cierta estructura y estabilidad
para que la interaccion fuera lo suficientemente estable (Cuevas-
Velazquez y Covarrubias-Robles, 2011).

PredictProtein 'y Phyre2 también difirieron en la proporcion de
estructuras secundarias que habria en cada proteina, siendo
PredictProtein el que predice mayores porcentajes de estructuras en loop
(habiendo gran diferencia entre el 84.3% predicho por éste, al 56% que
predice Phyre2). Aunque en ambos programas lo que se mantiene
constante son las proporciones: Las estructuras en forma de loop (que
representan mas de la mitad de ambas proteinas) estarian en un
porcentaje mayor al de las a-hélices, y éstas a su vez serian mas
abundantes que las B-plegadas, que casi no se presentarian en ambas
secuencias.

Las estructuras tridimensionales predichas por Phyre2 presentan
algunas diferencias con lo reportado por el mismo programa en cuanto a
la estructura secundaria, dado que la cantidad, el tamafo y la ubicacion
de las a-hélices difiere entre la prediccion de las estructuras secundarias
y la estructura tridimensional. En el caso de ZmKRP3, la prediccion de la
estructura en 3D incluso llega a carecer por completo de B-plegadas, en
contraste con las predicciones de estructura secundaria realizadas por
ambos programas donde aunque el porcentaje de B-plegadas es bajo (de
6% en ambos casos), éstas si estarian presentes. Estas diferencias que
se presentan en las estructuras 3D de ambas proteinas respecto de sus
estructuras secundarias, podrian tener relacién con el hecho de que un
alto porcentaje de ambas estructuras 3D (79% en ambos casos) presenta
un grado bajo de confiabilidad, menor a 70%; Phyre2 informa que esto
es debido a la gran presencia de RIDs en ambas proteinas (mayor a 70%

en ambos casos). Este porcentaje bajo de confiabilidad se relaciona con
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el hecho de que Phyre2 realiza, entre otras cosas, alineamiento de
secciones de la proteina de interés con regiones de proteinas cuya
estructura ha sido experimentalmente obtenida mediante cristalografia.
En estos casos es dificil predecir la estructura de una proteina
desordenada (PID) debido a que no se puede cristalizar con las estrategias
actuales. El hecho de que ambas ZmKRPs sean PIDs explicaria la dificultad
de su manejo experimental, pues posiblemente las condiciones de trabajo
del laboratorio no favorecen su estabilidad al diferir del microambiente en
el que se encontrarian en una ceélula viva (Cuevas-Velazquez y
Covarrubias-Robles, 2011).

En lo referente a modificaciones postraduccionales, para ZmKRP1;1 se
encontré un posible sitio de ubiquitinacion y 5 de sumoilacion, que en
conjunto no parecieran ser suficientes para justificar que una banda
apareciera y compitiera a 60 kDa, a menos que en ese solo sitio la
proteina se poliubiquitinara 2 a 3 veces y se mantuviera visible durante
todo el proceso de WB, algo que parece improbable. En el caso de
ZmKRP3 se podria pensar que el mayor grado de degradacion que ésta
presenta sea debido a la caja PEST y a la mayor cantidad de sitios de
ubiquitinacion, dado que los sitios de sumoilacion no parecieran ser
relevantes al estar ocultos. Esto en conjunto podria explicar su mayor
inestabilidad, siendo que inclusive la proteina recombinante es inestable
y se degrada antes de poderla visualizar en gel una vez purificada; aunque
en el caso especifico de la caja PEST es necesario mencionar lo siguiente:
La secuencia de ZmKRP3 parcial, que abarca los primeros 420 pb del gen,
corresponde por lo tanto a los primeros 140 aa de la proteina. La caja
PEST esta reportada en los residuos 145-182 (ver Figura 20), por tanto
la secuencia de ZmKRP3 parcial no la presenta. Aun asi la banda asociada
a posible degradacion o incompleta traduccion de ZmKRP3 parcial estaba
presente en las Figura 14 y 15, por lo que es poco probable que la caja

PEST esté relacionada con este fendmeno.
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El programa PredictProtein también incluye un algoritmo para predecir
zonas expuestas y ocultas en las proteinas, el cual presenté algunas
diferencias con los resultados de NetSurfP en ambas proteinas en cuanto
a que éste ultimo predecia una cantidad mayor de residuos ocultos (con
porcentajes de alrededor de 23-30%, comparados con los 13-17% que
arroja PredictProtein) y que permiti6 dilucidar esta condicion de
exposicion residuo por residuo, por tal motivo pareciera ser mas preciso
el resultado del programa NetSurfP para especular sobre el
comportamiento de las modificaciones postraduccionales puntuales.

No obstante, es importante recalcar que estos andlisis son especulativos
y explican solo parcialmente la problematica hallada en el desarrollo de

los experimentos.
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10. CONCLUSIONES

&

Las proteinas ZmKRP1l;1 y ZmKRP3 presentan caracteristicas
similares en cuanto a porcentajes de estructura secundaria, terciaria
y de RIDs, siendo més acentuadas las posibles sefiales de modificacion
y degradacion en ZmKRP3.

La dificultad de manejo experimental in vitro de ambas ZmKRPs
estudiadas parece obedecer al hecho de que son proteinas

intrinsecamente desordenadas e inestables.

11. PERSPECTIVAS

Es necesario seguir realizando analisis para completar la caracterizacion

de ZmKRP1;1 y ZmKRP3, algunas de las acciones a llevar a cabo

consistirian en lo siguiente:

&

Encontrar las condiciones experimentales para preservar la integridad
de las proteinas recombinantes y en extractos crudos a partir de
embriones de maiz.

Analizar la abundancia de ambas proteinas a lo largo de la germinacion
y en diferentes regiones de la semilla y de la planta en general, asi
como en diferentes condiciones nutrimentales, o en varias
concentraciones de diferentes fitohormonas.

Evaluar la actividad de cinasa de complejos Cyc/CDK en presencia de
ZmKRP1;1 y ZmKRP3.

Estudiar el efecto de mutaciones en la secuencia de ZmKRP1;1 y
ZmKRP3 en las asociaciones con otras proteinas del ciclo celular y la
actividad inhibitoria.

Realizar un analisis inmunohistoquimico para determinar la ubicacion

subcelular de ambas proteinas.
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13. APENDICES

Apéndice 1. Alineamiento de secuencias de CDS (superior) y cDNA (inferior) de ZmKRP3
usadas en Geneious® para disefiar los primers de CDS (flechas blancas, Tabla 4). La zona
marcada como KRP3 EST (color café) corresponde al marcador de secuencia expresada (EST)
del gen, dentro de la cual Rosas-Bringas en 2015 disefié primers (flechas olivaceas,
Apéndice 9) para observar la sobreexpresion de este gen en la Figura 7.
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Apéndice 2. Secuencia proteica de ZmKRP3 obtenida de Ensembl Plants.
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Apéndice 3. Esquema del plasmido de mantenimiento pGEM®-T easy. En
rectangulos verdes marcados los sitios de restriccion de EcoRl.
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Apéndice 4. Esquema del plasmido de expresion pET28b+. En rectangulos
morados marcados los sitios de restriccion de Ncol vy Xhol.
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Apéndice 5. Esquema del plasmido de expresion pGEX-4T-2. En
rectangulos azules marcados los sitios de restriccion de EcoRI y Xhol.
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Apéndice 6. Sitios de restriccién hallados en el CDS de ZmKRP3. Destaca
la ausencia de sitios de restriccion para EcoRI, Ncol y Xhol.

Linear Sequence: KRP3
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Apéndice 7. Presencia de secuencias Shine-Dalgarno en los promotores
de los vectores pET28b+ y pGEX-4T-2, antes de sus sitios de restriccion.
Las secuencias se pueden consultar en los archivos de GenScript®.
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Apéndice 8. Alineamiento de la 8 secuencias de KRPs de maiz reportadas
y la del pseudogen ZmKRP4;3 (Rosas-Bringas, 2015). Encerrada en
morado la secuencia de 14 aa usada para ZmKRP1;1, y encerrada en negro
la secuencia usada para ZmKRP3.
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Apéndice 9. Primers utilizados como controles positivos durante los
ensayos preliminares de PCR, y durante las subclonaciones de GST-KRP3.
Los primers KRP3-EST amplifican un fragmento de 318 pb, y los 18s uno
de 200 pb aproximadamente. El primer KRP3-EcoRI-5" amplifica los 651 pb
del gen completo al usarlo junto con el KRP3-Reverse (Tabla 4) o los
primeros 420 pb de la secuencia parcial al usarlo junto con el KRP3-Xhol-
parcial. Subrayados los sitios de restriccibn para EcoRl y Xhol
respectivamente, en el caso de los ultimos 2 primers.

Primer Secuencia
KRP3-EST-Forward TTCGCAGAGGCGTACAATTACGAC
KRP3-EST-Reverse GCACCATCAGCTGCATATACGCTA
18S-Forward TCGAACTGTGAAACTGCGAATGG
18S-Reverse CCGTGTCAGGATTGGGTAATTTGC
KRP3-EcoRI-5" GATCGAGAATTCCTGGCAAGTGCGTGAGGATCCGC
KRP3-Xhol-parcial GATCCTCGAGTCAGTCGTTCTCGTGTTTATTCGCCTTATTC
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Apéndices 10 (arriba) y 11 (abajo). Resultados de secuenciacién de la
construccion pET28b+-ZmKRP3 utilizando los primers KRP3-Reverse y T7,
respectivamente, de donde se obtiene la Figura 13.
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Apéndice 12. Alineamiento de las secuencias proteicas de ZmKRP3 para
determinar su porcentaje de identidad. Secuencia superior (KRP3), tedrica.
Secuencia inferior (Consensus from IBT), experimental.
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Apéndice 13. Izquierda: Amplificacién de ZmKRP3 parcial (KRP3-Cut, 420
pb) y completo (KRP3-Full, 651 pb). Ambas bandas se sefialan con flechas.
Derecha: Doble digestiéon de construcciones realizadas en pGEX-4T-2 con
las enzimas EcoRI y Xhol utilizando gen completo (carriles 2-11) y gen
parcial (carriles 2-21). Los carriles marcados como ND indican
construcciones sin digerir, los carriles D indican construcciones digeridas.
Los controles de plasmido sin inserto estan en los carriles 23 y 24. El
marcador se encuentra en los carriles 1 y 25. Se encierran en rectangulos
las zonas donde aparece el inserto correspondiente después de la doble
digestion, todos en el tamafio esperado.
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Apéndice 14. Tincion con rojo de Ponceau de las membranas
correspondientes a la purificacion de las proteinas recombinantes GST-
KRP3 completa (izquierda) y parcial (derecha), cuyo WB se muestra en la
Figura 14. Las acotaciones son las mismas que en dicha figura.

GST-KRP3 completa (48.6 kDa) GST-KRP3 parcial (39.5 kDa)
w1 2345478 '

@ 1234567

Apéndice 15. WB de la purificacién de las proteinas recombinantes GST-
KRP3 completa (izquierda) y parcial (derecha) reveladas con anticuerpo a-

GST-CDKB. Los titulos de anticuerpo, las acotaciones y sefialamientos son
los mismos que en la Figura 14.

GST-KRP3 completa (48.6 kDa) GST-KRP3 parcial (39.5 kDa)
m.12345.678 kl?o‘2345_‘678

929



Apéndice 16. Alineamientos entre la secuencia proteica de ZmKRP1;1 con
el posible falso positivo en WB hallado mediante BLASTp (parte superior,
secuencias inferior y superior, respectivamente) y entre la secuencia
proteica de ZmKRP3 con su posible falso positivo (parte inferior, secuencias
inferior y superior, respectivamente).
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Apéndice 17. Datos de secuencias encontradas al buscar las secuencias
de 15 aa de cada ZmKRP en el genoma de E. coli mediante BLASTp.
Destacan los altos valores e, y la escasa cobertura (maximo 73%) de varios
resultados, pese a la alta identidad de los mismos.

for KRP1;1 for KRP3

Select: All None Selected:0 Select: All None Selected:0
1 Alignments & i Alignments o
Description Max | Total Quey Eigent Accession Description Max Tod Que B dem Accession

[ nvpotnetical protein [Escherichia coli] 269 269 53% 76 B88% WP 0772510711 | |[] protein ia coli] 274 274 53% 52 100% AMWS91201

] protein HMPREF3542 05125 [Escherichia coli MS 117-3 240 240 46% 86 86% EGB854781 [0 MULTISPECIES: hypothetical protein 274 274 53% 52 100% WP 001317524.1
O protein PUGS 25215 coli] 240 240 46% 86 B86% KIG30078.1 ] protein PU47 18610 coli] 274 274 53% 53 100% KHH386931

[0 Rhs core protein RhsD [Escherichia coli EC096i10] 240 240 46% 86 B86% EWC535011 [ consered protein [Escherichia coli H299] 274 274 53% 53 100% EGIS530501

[0 RHS protein [Escherichia coli 240 240 46% 87 86% KHH36059.1 O protein colil 274 274 53% 53 100% WP 0778170131
[0 RHS repeat core domain protein [Escherichia coli 2860650] 240 240 46% 87 86% ENB027/71 [0 DNAprimase domain protein coli DEC10F] 265 471 73% N 67% EHW837421

[ Rhs element protein [Escherichia coli 240 240 46% 87 86% CTW36240.1 O protein C22711 5198 coli 0104:H4 str. C227-111 26.5 265 T73% 11 67% EGT711631

[0 RHS repeat core domain protein [Escherichia coli p03052933] 240 240 46% 87 86% ENGG8075.1 [0 DNAprimase ia coli] 265 265 73% 11 67% KGP423441

[0 RnhsO protein [Escherichia coli 240 240 46% 87 86% CIW363341 [ toprim domain protein calil 265 265 T3% 11 67% WP 0722767471
[ RHS protein [Escherichia coli H489 240 240 46% 87 86% EGB34508.1 [ toprim domain protein ia coli P0304816.6] 265 265 73% 11 67% EMF500191

O RrHS it core domain protein [Escherichia colil 240 240 46% 87 B86% WP 0231539071 | |[] protein HMPREF0986 04859 colid 1 47FAAl 265 265 T3% 11 67% EHP63204.1

[0 hypothetical protein [Escherichia coli 240 240 46% 87T 86% WP 1|/ toprim domain protein ia coli 1-182-04 51 C3] 265 265 T3% 11 67% EZK025041

O hupothetical protein [Escherichia coli 240 240 48% 87 86% WP 0777778761 || [ toprim domain protein coli MS 117-3] 2656 471 T3% 1 67% EGB90027.1

[ RHS protein [Escherichia coli 97.0259 240 240 46% 87 86% EIH13747.1 [ Incl1 plasmid conj transfer DNA primase ichia coli] 265 437 T3% 11 67% KGM7T47A

[0 hypothetical protein [Escherichia coli 240 240 46% 87 86% WP 0776883611 | |[J soal coli] 2656 471 T3% 1 67% APZ78664.1

[ protein thsA [Escherichia coli KTE147 240 240 46% 87 B86% ELGO42261 [0 soql DNA primase ichia coli EC4402] 265 437 T3% 11 67% EIP48487.1

[ hypothetical protein [Escherichia coli 240 240 46% 87 86% WP 0593308051 |[J protein i coli] 285 411 73% 1 67% WP 0777771311
[0 hupothetical protein [Escherichia col 240 240 46% 87 86% WP 0777811061 | |[] MULTISPECIES: protein 265 411 T3% 1M 67% WP 0051122171
m} protein AM263 23420 colil 240 240 46% 87 86% KQI93018.1 O protein coli] 265 688 73% 11 67% WP 0778249351
O RrHS it core domain-containing protein coll 240 240 46% 87 B86% WP 0420065071 ||[] protein coli] 265 621 T3 1 67% WP 0776268021
[] RHS repeat-associated core domain-containing protein [Escherichiacol]l 24.0 24.0 46% 87 86% WP 0202404121 || [] Transfer protein SogS coli] 265 588 73% 11 67% SHEZ69621
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Apéndice 18. Uno de los resultados hallados al buscar la secuencia de KLH
en el genoma de maiz, correspondiente a una polifenol oxidasa.

FPREDICTED: polyphenol oxidase, chloroplastic-like [Zea mays]
Sequence ID: XP_008663490.1 Length: 546 Humber of Matches: 7

Range 1: 82 to 2432 GenPept Graphics ¥ Mext Match

Score Expect Method Identities Positives Gaps
72.8 bits(177) 9e-12 Compositional matrix adjust. 69/265(26%) 108/265(40%) 38/265(14%)

Query 433 QSANLLVRKNINDLIREEVLNLREAFHKFQEDRSVDGYQAIAEYHGLPARCPRPDAKDRY 432
+ N IDT L+EAH + AR LF FR A+
Sbjct 82 EDVNCCPSPGIVDFTPSPRLRVRPAAHLVDAEYVRKYEKRVRLMEQLPDDDPRSFAQQWR 141

Query 45%3 ACCVH--————-- EMP-————————- IFPHWHRLFV---TQVEDALVGRGATIGIFYWDW 3531
C+ P +F WHE ++ ++ LVG +P+W+W
Sbjct 142 VHCAYCDGAFDOVGEPDLEIQIHNCWLEFFOWHRFYLYFHERILGKLVGDD-KFALPFWNW 200

Query 532 TEPM-THIPGLAGHNET---YVDSHGASHINFFHSSVIAFEENAPHTER--QIDQELF-—— 5382
F +F + +E+ ¥ + +H FF + ++ P E QIDQL
Sbjct 201 DAPGEMSLPATYADKESSPLYDERRDPAHQFPPFTILD-LDYDGTEFTIPERAQQRIDONIMIMY 259

Query 583 -KPATFGHHIDLFNQILY-AFEQEDYCDFEVQFEITHNTIHAWIGGSEHFS-—-M55LHY 637
+ + +LF + ¥ + D V+ I HN +H WG + M+ +
Sbjct 260 PROMISGAKEEELFFGMPYRQGDQPDPGAGTVE-SIPHNFVHEWIGDPRQFNGEIMGNEYS 3138

Query 638 TAFDPLFYFHHSNVDELWAVWQALD 662

A DPLF+ HH N+DB+W+VW L+
Sbjct 31% ARRDPLFFAHHGNIDEMWSVRWNGLE 343

Range 2: 163 to 462 GenPept Graphics W Next Match A Previous Match § First Match

Score Expect Method Identities Positives Gaps
60.1 bits(144) 8e-08 Compositional matrix adjust. 67/318(21%) 124/318(38%) 38/318(11%)

Query 2155 IHGMPTFPHWHRLYTLQFEQATLRR--HGSSVAVEYWDWIKFI-HNIFHLFTDEE--YYDV 2209
IH F WHE Y E+ L + A+P+W+W P ++P ++ DK ¥D
Sbjct 163 ITHNCWLFFOWHRFY LYFHERI LGEKLVGDDEFALPFWHWDAPGGMSLPATYADKSSFLYDE 222

Query 2210 WENEVMENPFA--—-- RGYVPSHDTYIVEDVQEGLFHLT STGEHSALLNQATLAT.————— 22545
B+ EF 5 E+ +++ L + Lo+ +
Sbjct 223 RRDPAHQPPFILDLDYDGTEPT--IFRAQQIDONILMIMYROMI SGAKEKELFFGMEPYRQE 280

Query 2260 EQHDYCDFAVQFEVMHNTIHYLVGEPOVYS---LSSLHYASYDPIFFIHHSFVDEVWAVW 2316
+2 D V+ + HN +H+ G P+ + + + + &+ DP+FF HH +D+HHE+HVH
Sbjct 281 DOPDPGAGIVE-SIPHNEVHFWSGDFRQPNGEDMGNFY SAARDFLFFAHHGNIDEMWSVIW 339

Query 2317 QALQEKRGLPSDRA——DCAVSLMIQNMRPFHYEINHNQFTKEHAVPNDVFKYELLGYRYD 2374
L+ +D + D+ + R D LGY ¥
Sbjct 340 NGLRPGNSDFTDPSWLDASFLFYDEEARL?RVRV ———————————— RDCLDTAALGYAYDQ 387

Query 2375 NLEIGGMNLHEIEKEIKDEQHHVEVFAGFLLHGIRTSADVQFQICKTSEDCHHGGQIFVL 2434
++ +  H KE L +R+ + + +T ++ + T+
Sbjct 388 DVALPWLNAKP-AKEAGSPAPTAGALPATLNQIVEVAV-TRFEKT SETREEEDAKEEVLVY 445

Query 2435 GGITEEMAWAYNELFEYDI 2452
z E+A +R  E+D+
Sbjct 444 RGI-ETADHSSEFVEFDV 442
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Apéndice 19. Resultados de la prediccion de estructuras secundarias y de
regiones intrinsecamente desordenadas hecha en Phyre2 para ZmKRP1;1

(izquierda) y ZmKRP3 (derecha).

En estructura secundaria, las hélices

verdes indican la prediccién de a-hélices, las flechas azules la predicciéon de
B-plegadas, y la linea continua la prediccién de loops. Las zonas que serian
intrinsecamente desordenadas se denotan con signos de interrogacion. El
cdodigo de colores indica la confiabilidad del analisis.
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disorder prediction
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Frl jun 16 19:16:51 BST
2017

4 3123751 145cfaeld

Ynyre

Secondary structure and
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Apéndice 20. Confiabilidad de los modelos tridimensionales de ZmKRP1;1
(izquierda) y ZmKRP3 (derecha) mostrados en la Figura 23. En color rojo,
las zonas con alto grado de confiabilidad (méas de 90%) de una prediccion
correcta de la estructura, ambas corresponden al C-terminal. En color azul,
zonas de baja confiabilidad (menor a 70%).

ZmKRP1;1
ImKRP3
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