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Resumen
La germinacion es un proceso que comienza con la entrada de agua a la semilla

que permite el despertar metabdlico de las células, lo cual a su vez permitird la
culminacion de la primera ronda de division celular; desde este punto de vista la
germinacion se encuentra intimamente relacionada con la progresion del ciclo
celular, el cual es un proceso unidireccional, irreversible y altamente regulado cuya
finalidad sera la obtencion de dos células hijas genéticamente idénticas. Los
principales factores proteicos que regulan la progresion del ciclo celular son los
complejos ciclinas-cinasas dependientes de ciclina (Cyc/CDK), los cuales fosforilan
proteinas claves del ciclo celular. Los complejos Cyc/CDK son regulados a
diferentes niveles, desde modificaciones postraduccionales activadoras y/o
inhibitorias hasta su asociacidén con otras proteinas que modulan su actividad, por
ejemplo, su unién con proteinas inhibidoras KRPs (proteinas relacionadas a KIP) o

bien con el Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA).

PCNA es una proteina homotrimérica altamente conservada entre especies
eucariontes, cuya funcidn tipica se ha descrito como factor de procesividad de la
DNA polimerasa 6, sin embargo, se ha observado que PCNA participa en diferentes
procesos celulares al permitir la agregacion de otras proteinas. En plantas, diversos
estudios han mostrado empleando metodologias tanto in vitro como in vivo, que
PCNA es capaz de asociarse con proteinas reguladoras del ciclo celular como lo
son CDKA, KRPs y diferentes ciclinas D; sin embargo, en maiz, se desconoce si
estas asociaciones son diferenciales o se mantienen a lo largo de la germinacion,
asi como también se desconoce, el efecto de las KRPs en la actividad de cinasa de
los complejos Cycs/CDKs asociados a PCNA.

En el presente proyecto se determiné la asociacion de PCNA con CDKA, CDKB,
CycD3;1, CycD4;2, CycD5;3, CycD6;1 y KRPs, las cuales muestran patrones
diferenciales de asociacién con PCNA durante la germinacién de ejes embrionarios
de maiz. Por otro lado, se mostro el efecto inhibitorio de KRP1;1 y KRP4;2, en la
actividad de cinasa de los complejos Cycs/CDKs asociados a PCNA. Para lograr

esto, se emplearon extractos proteicos obtenidos de ejes embrionarios de maiz
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germinados, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-
PCNAy se determinaron las proteinas asociadas mediante ensayos de western blot.
Por dltimo, se realizaron ensayos de actividad de cinasa asociada a PCNA,
adicionando KRP1;1 y KRP4;2 recombinante, para determinar su efecto sobre la

actividad.
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Introduccion
El maiz

En México la domesticacion del maiz se remonta a miles de afios, los primeros
grupos recolectores nbmadas obtenian el Teocintle de las tierras fértiles de lo que
hoy en dia se conoce como el estado de Guerrero. A través de los afios, los
humanos aprendieron sobre el ciclo de vida de la planta y se realiz6 una
manipulacion selectiva por lo que al pasar los afios las plantas de maiz se veian
favorecidas al obtener mazorcas mas grandes y con mas semillas, éstas no se
liberaban de forma solitaria por lo que la propagacion de la especie dependeria
completamente del humano, por ello la historia del maiz y de los humanos en México

se construyo a la par (Vela, 2011).

En México el principal producto agricola es el maiz con 10,542,955 hectéreas
sembradas, esta planta es empleada tanto para el consumo directo del humano,
derivados como jarabes, almidones y dextrosa, asi como para la alimentaciéon de
animales bovinos (INEGI, 2017) por lo que el estudio de esta planta ha resultado de

alto impacto econdémico, cientifico, politico, social y cultural.

La planta de maiz generalmente es de tallo Unico que crece hasta aproximadamente
2.5 metros de altura con cerca de 20 hojas largas y estrechas que crecen
individualmente desde los nodos a lo largo del tallo. Tras la fecundacién pueden

generar 1 0 2 mazorcas.

La importancia econdmica y cientifica de los cereales ha motivado una gran historia
de investigacién sobre su genética, desarrollo y evolucion. La secuencia completa
del genoma del arroz es emblematica de una transicion a la gendémica de alto
rendimiento y la biologia computacional que también ha penetrado en el estudio de

muchos otros cereales como el maiz (Paterson, Freeling, and Sasaki 2005).

Al maiz se le ha considerado uno de los sistemas de plantas superiores mas
accesibles. Su genoma se encuentra completamente secuenciado, ademas se ha
desarrollado un conjunto de herramientas citogenéticas, métodos para la genética,

y marcadores de fenotipo caracterizados, esto hace que el maiz sea un buen
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modelo de estudio mas alld de la biologia de las plantas. Los principales
descubrimientos en las &reas de transposones, impronta y biologia cromosdmica

provinieron del trabajo en maiz (Nannas and Dawe 2015).

El maiz tiene un genoma grande, rico en transposones, de aproximadamente 2.1
Gpb, organizado en 10 cromosomas y contiene 39,591 genes que codifican a

proteinas (http://plants.ensembl.org/Zea mays/Info/Annotation/#assembly).

En la tabla 1 se muestra la clasificacion taxon6mica aceptada del maiz.

Tabla 1. Taxonomia del maiz.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida

Subclase Commelinidae

Orden Poales
Familia Poaceae
Genero Zea
Especie Zea mays

Los principales componentes de la semilla de maiz se muestran en la figura 1, entre

ellos destacan:

e Pericarpio: Forma la cubierta cerosa de la semilla, es la pared del ovario.

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

e Embrién: Tejido compuesto de diferentes células que daran lugar a la
formacion de la planta, la parte superior del eje embrionario contiene un
grupo de células conocidas como meristemo apical del tallo de las cuales al
dividirse se genera el tallo y las primeras hojas (cotiledones), por el contrario,
en la parte inferior se tiene al meristemo apical de la raiz que generara laraiz

primaria y posteriormente raices secundarias.
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« Estructuradel grano de maiz.
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Figura 1. Estructura del grano de maiz. Tomada de http://delmaiz.info/caracteristicas/

Germinacion.

La germinaciéon de semillas es esencial para la perpetuacion de cualquier especie
de planta superior. Desde el punto de vista fisiologico se considera que la
germinacion es un proceso que comienza con la entrada de agua a la semilla lo cual
produce que las células en los tejidos se alarguen y la radicula logre protruir
(Nonogaki, Bassel, and Bewley 2010). Desde el punto de vista bioquimico, la
germinacion involucra el despertar metabdlico de la semilla latente y la reanudacion
de los procesos de desarrollo. Esto implica que las semillas ya contienen, o deben
adquirir pronto, la memoria bioquimica para el programa morfogenético que recrea
una planta. En este sentido, la germinacion involucra que las células pasen de un
estado metabdlico inactivo a uno activo que culminara con la primera ronda de
division celular sin la necesidad de protruir la radicula (Vazquez-Ramos and
Sanchez 2003).

El proceso germinativo se ha estudiado para tratar de entender los procesos
moleculares que ocurren desde el momento en que la semilla entra en contacto con
agua (imbibicién), hasta el establecimiento de la planta en eventos post-

germinativos. Para tratar de describir lo anterior se toma como modelo la curva de
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toma de agua de semillas no dormantes, tal como el maiz, la curva consta de 3

fases (Figura 2):

Fase 1: En esta fase ocurre una toma rapida de agua con lo que las
membranas celulares comienzan a re-hidratarse, inicia la reparacion de los
organelos como las mitocondrias, asi como la reparacion del DNA dafiado a
causa de la desecacion de la semilla. Ademas, comienza la sintesis de
proteinas a partir de mRNAs almacenados durante la maduracion de la
semilla.

Fase 2: Es una fase en la cual el ingreso de agua es restringido por lo que
los niveles de agua permanecen constantes. Los procesos mencionados en
la fase 1 contindan y se incrementan, ademas, comienza la sintesis de
MRNAs de novo y por ello la produccion de proteinas se incrementa. La
replicacion del DNA comienza y concluye durante esta etapa. La division
celular ocurre en la etapa final de esta fase dando por concluido el ciclo
celular y por ello la germinacion.

Fase 3: Es una fase post-germinativa, ocurre un segundo periodo de toma
de agua rapida. En esta etapa ocurre la elongacién radicular, asi como la
movilizacion de reservas de carbohidratos provenientes del endospermo

hacia el eje embrionario.

El ciclo celular

El establecimiento del ciclo celular es un evento esencial para el crecimiento y, por

lo tanto, su estudio durante la germinacién es fundamental. Los procesos

bioquimicos de las células durante la germinacién como las sintesis de proteinas y

de DNA indican la fase preparativa G1 para que las células entren al ciclo celular.

La finalidad del ciclo celular es la obtencion de dos células hijas genéticamente

idénticas, para ello se requiere que las células dupliquen su contenido de DNA vy

gue se dividan. Este proceso es altamente regulado por lo que es unidireccional e

irreversible.
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Contenido de agua en la semilla

Germinacion Postgerminacion

Fase 1 Fase 2 Fase 3

Movilizacion de

reservas
Division celular

Replicacion del DNA

Transcripcion y traduccién de nuevos mRNA

Elongacion
radicular

Reparacion del DNA

idratacion de
membranas

Respiracion, reparacion mitocondrial y multiplicacién

7

Tiempo (h)

Figura 2. Curva de toma de agua de la semilla en la germinacion.
Modificado de (Nonogaki, Bassel, and Bewley 2010).

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

3). La interfase se divide a su vez en tres etapas:

1. Fase G1. Durante esta etapa las células perciben las sefales
medioambientales, los nutrientes presentes en el medio, asi como la
presencia de hormonas y factores de crecimiento. Ademas, las células
crecen con la finalidad de obtener un tamafio suficiente para poder generar
dos células hijas. Ocurre la sintesis de proteinas necesarias para la
progresion del ciclo celular y las células deciden si son capaces de
comprometerse a una ronda de division celular, al poder generar la energia
suficiente para llevar a cabo el proceso (Vazquez-Ramos and Sanchez
2003).
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2. Fase S: El proceso principal que se lleva a cabo durante la fase S es la
duplicacién del DNA de las células, para esto se requiere que se establezcan
y avancen las horquillas de replicacion. Por otro lado, comienza la
transcripcion de genes para la produccion de proteinas necesarias en las

siguientes fases (Vazquez-Ramos and Sanchez 2003).

3. Fase G2: Durante esta fase se revisa que el DNA recién sintetizado sea
perfectamente complementario a la hebra madre. Esta fase ocurre en
conjunto con la fase S, es decir la maquinaria de replicacion es capaz de
detectar si se ha cometido un error, de ser asi, las DNA polimerasas en su
funcién 3’ exonucleasa puede repararlo (Yurieva and O'Donnell 2016) o bien

se reclutan proteinas de reparacion (Moldovan, Pfander, and Jentsch 2007).

4. Mitosis: Se subdivide a su vez en profase, metafase, anafase, telofase y la
citocinesis. Durante la profase los cromosomas replicados se condensan y el
huso mitético comienza a formase fuera del nucleo. En la metafase el huso
mitético redne a todos los cromosomas en el plano ecuatorial. Durante la
anafase, las crométidas hermanas de cada cromosoma replicado se separan
de forma sincronica y el huso las arrastra hacia los polos opuestos de la
célula. En la telofase, se reconstituye la envoltura nuclear alrededor de cada
conjunto de cromosomas. Finalmente, ocurre la citocinesis en la cual se lleva
a cabo la division del citoplasma, por lo que la célula se divide en dos (Alberts
et al, 2005).
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Punto de control G1/S
Se examina el tamanfo celular, el
metabolismo energético y la
integridad del DNA

G \ ) Fase S

" Interfase =

—Mitosis, ™
Células que e _—
no se dividen
G1 4 \
Punto de control G2/M
Telofase 77.,-?7 Profase La célula examina la sintesis

Anafase Metafase y «l dafio a DNA

Punto de control en M
La célula examina la formaciéon del huso
mitético y la unlén a los cinetocoros

Figura 3. Representacion de las fases del ciclo celular.
Madificado de (Klug, Cummings, and Spencer 2006)

Requlacién del ciclo celular en plantas.

El ciclo celular al ser un proceso tan complejo e importante para las células, se
encuentra altamente regulado, lo que ocurre a distintos niveles: 1) transcripcional,

2) a nivel de proteinas y 3) modificaciones postraduccionales de estas.

En los organismos eucariontes, incluyendo a las plantas, los principales reguladores
proteicos del ciclo celular son los complejos Ciclinas/Cinasas dependientes de
ciclinas (Cyc/CDK). Los complejos Cyc/CDK controlan las diferentes transiciones de
fase: G1 a S, G2 a M y metafase a anafase durante la mitosis, estos complejos se
encargan de fosforilar proteinas claves en momentos especificos del ciclo celular

para permitir su avance.

En el primer punto de control, durante la transicion de la fase G1 a la fase S, los
complejos CycD/CDK son translocados al nucleo donde fosforilan a la proteina
represora RBR (Retinoblastoma related), en conjuncion con complejos CycE/CDKA
y, como consecuencia de la hiperfosforilacion resultante, RBR es separado

liberando al factor transcripcional E2F-DP, el cual queda activado para favorecer la
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transcripcion de genes blancos necesarios para la progresion de la fase S (Figura
5) (Jonson and Walker 1999).

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

El dltimo punto de control se encuentra en la transicion de metafase a anafase en
la cual las células perciben si los microtabulos se encuentran correctamente unidos
al cinetocoro de los cromosomas, de ser asi el complejo promotor de anafase (APC)
degrada proteinas como las ciclinas tipo B y la segurina para permitir la progresion
de la mitosis (Tin Su 2001).

Cinasas dependientes de ciclina.

Las CDKs son proteinas cinasas de serina y treonina que requieren de las ciclinas
para ser funcionales. En plantas existen dos tipos de CDKs involucradas en la
regulacion del ciclo celular, las tipo Ay las tipo B, siendo estas ultimas exclusivas

de plantas (Inzé and Veylder 2006).

Las CDKs tipo A dentro de su secuencia primaria contienen un motivo de unién a

ciclina constituido por los aminoacidos P-S-T-A-I-R-E, dada la expresion y actividad
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constitutiva de CDKA vy la restriccion en la expresion de los genes de CDKB hasta
la fase tardia de S, se puede asumir que la mayoria de la actividad de cinasa
encontrada en la fase G1 es provista por los complejos de CDKA (Jager et al. 2005).
Sin embargo, la unién de CDKA con distintas ciclinas varia con el avance del ciclo,
por ello se sugiere que estas cinasas se encuentran involucradas en la proliferacion
celular (Inzé and Veylder 2006). Ademas, se ha observado que la actividad de
CDKA no se encuentra restringida a la transicion G1/S pues al asociarse a otras

ciclinas como las tipo A pueden actuar en la transicion G2/M (Jager et al. 2005).

Por otro lado, el grupo de CDKs tipo B contienen motivos de union a ciclina distintos,
CDKB1 contiene el motivo PPTALRE mientras que CDKB2 tiene el motivo
PPTTLRE. Los genes que codifican a las CDKs tipo B estan altamente regulados
por lo que la expresion de CDKB1 comienza en la fase S, teniendo un pico de
expresion, niveles de proteina y actividad de cinasa maxima en G2/M. Por otro lado,
la expresion de CDKB2 se limita a G2 y mitosis (Jager et al. 2005).

Ciclinas de plantas.

Las ciclinas, como su nombre lo sugiere, fueron
descritas como proteinas cuya abundancia fluctia
a lo largo del ciclo celular (Evans et al. 1983). Las
ciclinas son necesarias para la activacion de las
CDKs, ademas, modifican su estabilidad, su
localizacion y proveen especificidad hacia el

sustrato de fosforilacion (Inzé and Veylder 2006).

A través de la evolucion las plantas han acumulado

un mayor numero de genes que codifican para

distintas ciclinas, quizd con la finalidad de

responder mas eficientemente ante condiciones
ambientales (Figura 4). En Arabidopsis thaliana se

han reconocido hasta 10 familias de ciclinas, sin

Figura 4. Comparacion de ciclinas de
Arabidopsis thaliana (sin resaltar) y
animales (recuadros grises). Modificado
de (Wang et al. 2004).

embargo, las mas estudiadas son las tipo A, By D (Wang et al. 2004).
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Las 10 ciclinas tipo A de Arabidopsis thaliana se asocian a CDKA durante la fase S
y en la transicion G2/M, por otro lado las 9 ciclinas tipo B regulan la entrada y salida
de la mitosis (Wang et al. 2004).

Ciclinas tipo D

Tipicamente las ciclinas tipo D se asocian con el inicio o reinicio del ciclo celular en
respuesta a sefiales externas como fuente carbonada, fitohormonas y diferentes

tipos de estrés bidtico y abiético (Figura 5) (Swiatek et al. 2002).

Las ciclinas D contienen una region conservada de 250 aminoacidos repartidos en
dos dominios: el amino terminal que corresponde a los primeros 100 aminoacidos
altamente conservados, conocidos como caja ciclina amino terminal que se sabe,
es la region por la cual interaccionan con las CDKs; por otro lado, el carboxilo
terminal es una regidbn menos conservada y que incluso se encuentra ausente en
algunas ciclinas D. La mayoria de las ciclinas D de plantas contiene un motivo
denominado LXCXE presente en el amino terminal, que sirve para interaccionar con
RBR, el cual es un sustrato de fosforilacion de complejos CycD/CDKA en la
transicion G1/S (Inzé and Veylder 2006).

La mayoria de las ciclinas tipo D se unen a CDKA para regular la transicion G1/S
(Inzé and Veylder 2006), sin embargo, en maiz se ha observado su asociaciéon con
CDKB (Godinez-Palma et al. 2017). En Arabidopsis thaliana existen 10 tipos de
ciclinas D, mientras que en arroz se han reportado 14 y en maiz 17, donde todas
conservan el dominio amino terminal y la caja ciclina, necesaria para la unién con
CDKs (Buendia-Monreal et al. 2011).
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Figura 5. Regulacion de la transicién G1/S del ciclo celular en plantas.
Tomado de (Garza-Aguilar et al. 2014)

Requlacién de complejos Cyc/CDK

Existen diferentes mecanismos que regulan la actividad de las CDKs, entre ellos se
encuentran: asociacion a diferentes ciclinas o a otras proteinas, ya sean inhibidoras
como Proteinas relacionadas a Kip (KRPs), o moduladoras como la Subunidad
regulatoria de las CDKs (CKS) o pueden unirse con el Antigeno Nuclear de
Proliferacion Celular (PCNA). Otra forma de regular la actividad de los complejos
Cyc/CDK es mediante modificaciones postraduccionales tales como fosforilaciones
activadoras o inhibidoras, por ejemplo, para que los complejos CycD/CDKA sean
activos durante la transicion G1/S se requiere una fosforilacién activadora en el
residuo T160 y la remocion de las fosforilaciones inhibitorias en T14 y Y15 (Figura
6) (Dewitte and Murray 2003).
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Figura 6. La actividad de las cinasas dependientes de ciclina es
regulada a mdaltiples niveles. Modificado de (Dewitte and Murray 2003)

Antigeno Nuclear de Proliferaciéon Celular.

El Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA) es una proteina altamente
conservada entre especies eucariontes (Figura 7), esta proteina se encuentra

presente en levaduras, plantas y animales (Stoimenov and Helleday 2009). En

I Oryza satwva PCNA FP17070
= Trticumn turgidum PCNA ADA446MIBE

[ Zea mays PCNA Q43266

Sorghum bicolor PCNA CSXV51
Phaseolus vulgarns PCNA A1 XCUT
hi Pisum satvum PCNA 082134
Brassica napus PCNA Q43124
_[I' Arabidops:s thallana PCNAY QaMrQr

Arabadopsss thasana PCNAZ Q8ZW35

- Drosophils melanogaster PCNA P17917
I Mus musculss PCNA P17918
[ Homo sapens PCNA P12004
Schzosaccharomyces pomibe PCNA P15873

Saccharomyces cerevisiae PCNA Q03362

Eschenchia coh Beta shding clamp POASES

Streptococcus pneumaniae Beta shiding clamp PS9651

Staphylococcus sureus Beta shding clamp P89103

00

Figura 7. Arbol filogenético de la secuencia proteica de PCNA y la subunidad beta
de distintas especies. Secuencias tomadas de www.uniprot.org
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organismos procariontes existe una proteina homologa funcional conocida como
subunidad B la cual no tiene una secuencia proteica similar a PCNA, sin embargo,
su estructura tridimensional resulta muy similar (Krishna et al. 1994). Aunque
inicialmente PCNA fue descrita en pacientes con lupus eritematoso sistémico, hoy

en dia se conoce con mayor profundidad su funcion.

La estructura funcional de PCNA de
humano fue cristalizada desde 1994 y se
determind que tiene forma de anillo, donde
el amino terminal de cada monomero se
une al carboxilo terminal del siguiente
mediante  una  regibn  denominada

connecting loop formando un homotrimero.

La region del connecting loop permite

mantener la orientacion adecuada del anillo

Figura 8. Estructura homotrimérica de ..
PCNA. Tomado de (Hishiki et al. 2009) para su funcion, ya que las caras frontal y

posterior no son equivalentes (Figura 8).

El diametro externo de PCNA mide 80 A mientras que el interno mide 30 A y esta
enriquecido en aminoacidos cargados positivamente, lo cual le confiere la

capacidad de interactuar con los fosfatos presentes en el DNA (Krishna et al. 1994).

En plantas la secuencia y estructura de PCNA se conserva, cada monomero de
PCNA en maiz consta de 263 aminoacidos que corresponden a una masa de 29.3
kDa. Interesantemente en Arabidopsis existen dos proteinas PCNA, PCNA1 con
una masa de 29.1 kDa 'y PCNA2 con 29.2 kDa, y contienen un 96.96% de identidad
entre ella, por ello en Arabidopsis PCNA puede formar homotrimeros o

heterotrimeros (Strzalka and aggarwal 2013).

La funcidn mas estudiada de PCNA en diferentes organismos eucariontes como
levaduras, animales y plantas es ser factor de procesividad para la DNA polimerasa

0, aunque también es capaz de asociarse a otras DNA polimerasas como la € y las
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reparativas 3, A, n, Ky 1 (Vivona and Kelman 2003; Strzalka and Ziemienowicz 2010).
Sin embargo, PCNA se encuentra involucrado en la regulacion de mudltiples
procesos celulares, desde la replicacion, la reparacion del dafio a DNA por distintos
mecanismos, la cohesion de las cromatidas hermanas, la remodelacion de la

cromatinay el control del ciclo celular (Stoimenov and Helleday 2009; Li et al. 2018).

Se ha observado que PCNA participa en la regulacién del ciclo celular al unirse a
complejos Cyc/CDK gue son activos, sin embargo no se conoce con claridad cual
es la funcidon de esta interaccion, sin embargo, se ha especulado de su posible
implicacion en el reconocimiento de sustratos especificos (Sanchez et al. 2002;
Vazquez-Ramos and Sanchez 2003).

Se ha descrito que PCNA funciona como plataforma molecular al ser capaz de
reclutar a distintas proteinas facilitando que éstas interaccionen entre si. Las
proteinas que se unen a PCNA contienen el motivo conservado QXXZXXAA (PIP;
PCNA interacting protein), donde X representa un aminoacido indistinto, Z un
aminoécido alifatico, ya sea L, | 6 My A un aminoécido aromético (F o Y). Existen
variaciones de este motivo, por ejemplo, el motivo PIP like en el cual se puede
excluir algiin aminoécido aromético o la glutamina inicial. Ademas, existe otro motivo
llamado APIM (AIkB homologue 2 PCNA interacting motif) el cual consta de los
aminoécidos (K/R)-(F/YW)-(L/I/IVIA)-(L/I1/VIA)-(K/R). Algunas proteinas reguladoras

del ciclo celular que contienen alguno de estos motivos se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Proteinas reguladoras del ciclo celular que contienen motivos de unién a PCNA.

Organismo  Proteina PIP PIP like APIM Posicion Referencia
Mamifero p21 QTSMTDFY 144-164 (Hara et al. 2018)
Pol n MQTLESFF 701-713
Pol | KGLIDYYL 446-458
Pol k KHTLDIFF 862-870
ZRANB3 RFLVK 1069-
1078
ABH2 RFLVK 1-7
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Maiz

TFIS-L
Topo Il a
RAD51B
CycD2;2a

CycD3;1a

CycD4;2

CycD5;3b

CDKA1;1

CDKB1;1

KRP1;1

KRP4,;2

QNVMEAFF

QQLLHIF

QAFIDKY

QEKI

QPWM

QEAI

IQEFF

KFVIR
KFVVK
KFLAR

RWIIK

1-7
962-971
228-237
294-297

122-125

280-283

95-99

200-194

247-253

210-214

166-172

(Gutiérrez, Quiroz-
Figueroa, and
Vazquez-Ramos
2005)
(Garza-Aguilar et
al. 2019)
(Lara-Nufez, De
Jesus, and
Vazquez-Ramos
2008)
(Lara-Nufez, De
Jesus, and
Vazquez-Ramos
2008)
(Sanchez et al.
2002)
(Garza-Aguilar et
al. 2019)
(Garza-Aguilar et
al. 2019)
(Garza-Aguilar et
al. 2019)
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Familias de proteinas inhibidoras del ciclo celular.

En mamiferos, la actividad de las cinasas dependientes de ciclina en parte es
regulada por la expresion especifica de proteinas inhibidoras llamadas inhibidores
de CDKs (CKIs), las cuales se encuentran involucradas en procesos de
diferenciacion y quiescencia. A través de la comparacion de secuencias primarias
se han establecido dos familias de CKIs, la familia CIP/KIP y la familia INK4, estas

tienen claras diferencias es su mecanismo de accién (McConnell et al. 1999).

La familia INK4 consta de las proteinas p16'NK4a p15/NKab,
p18!NKac y n19INK4d - estas proteinas se unen especificamente a
CDK4 y CDK6 inhibiendo su actividad catalitica de forma
alostérica, compitiendo por el sitio de unién de las ciclinas, lo
que evita la formacion del complejo Cyc/CDK y se previene la
hiperfosforilacion de RB, por ello esta familia promueve el

arresto del ciclo celular en la fase G1 (Quereda et al. 2015). Crot YEBR By

e Kl
Si?™

Por otro lado, los miembros de la familia Cip/Kip son p21¢r1,

K1
aminoacidos conocido como Dominio de Inhibicibn de Cinasa =

p27KPl y  p57KiPZ - todos comparten un dominio de 31 Qj%’%l@ —
P AECE
No?™

v

M

(KID) que se encuentra en el amino terminal de la proteina.

Estas proteinas son capaces de asociarse e inhibir a diferentes

complejos Cyc/CDKs por lo que no son especificos de una fase

Figura 9. Inhibicién de distintos
complejos Cyc/CDK por
miembros de la familia Cip/Kip.
Tomado de (Abbas et al. 2009)

del ciclo celular (Figura 9). Los miembros de la familia Cip/Kip

pueden inhibir la actividad de cinasa de CDK de al menos dos formas distintas, por
un lado, se unen al sitio de unién a ATP de la CDK impidiendo la entrada del ATP
necesario para la actividad de CDK, y por otro lado la unién de los miembros de la
familia Cip/Kip con la CDK genera un cambio conformacional de la cinasa

modificando el sitio catalitico (Pavletich et al. 1999).

Se ha mostrado que las proteinas Cip/Kip también pueden funcionar como
ensambladores de complejo Cyc/CDKs en el citoplasma y promueven su

importacion nuclear ya que ni las ciclinas ni las CDKs contienen sefales de
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localizacion nuclear, ademas evita que sean exportadas nuevamente al citoplasma

al inhibir a la exportina de complejos Cyc/CDK mNPAPG60 (Coqueret, 2003).

Interesantemente, se ha sugerido que estas proteinas tienen otras funciones,
ademas de inhibir complejos Cyc/CDK. Por ejemplo, se ha observado que p21¢i?
se puede asociar a PCNA en el mismo sitio que la DNA polimerasa & por lo que se
abate su capacidad de actuar como factor de procesividad, inhibiendo directamente

la sintesis de DNA (Strzalka and Ziemienowicz 2010).

Las plantas no poseen a las proteinas inhibidoras de las familias Ink4 y Cip/Kip, sin
embargo, se han encontrado proteinas que contienen el Dominio de Inhibicion de
Cinasa (KID) en el carboxilo terminal; dada la similitud de este dominio entre plantas
y mamiferos se ha decidido llamar Kip Related Protein (KRP) a las proteinas de
plantas (De Veylder et al. 2001). Estas proteinas se encuentran relacionadas con el
arresto del ciclo celular en respuesta a estimulos internos y externos (Verkest et al.
2005).

En Arabidopsis thaliana se han identificado 7 genes de KRPs (Figura 10) donde las
7 conservan el KID en el carboxilo terminal (cuadros 1y 2, sitio de unién con CDK
cuadro 1, posible sitio de unién con las ciclinas D, cuadro 2), mientras que de los
demas motivos conservados no se ha determinado su funcion; no existe similitud en
el resto de la proteina. KRP2, KRP5 y KRP6 contienen un motivo PEST que
tipicamente se ha asociado a un motivo de sefalizacion para degradacion via
proteasoma. KRP2, KRP4, KRP5 y KRP7 contienen una secuencia de localizacién
nuclear. Finalmente, KRP6 y KRP7 contienen un sitio consenso para la fosforilacion
por CDKs (S/TPXK/R) en el extremo amino terminal (De Veylder et al. 2001). La
expresion de KRPs es diferencial durante el ciclo celular, KRP3 y KRP5 muestran
un pico de expresion en la fase S, KRP4 durante G2, KRPL1 en la transicion G2/M,
KRP6 durante la transicion M/G1, mientras que KRP2 y KRP7 mantiene sus niveles

constantes durante todo el ciclo celular (Menges et al. 2005).
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Figura 10. Organizacion estructural de KRPs de Arabidopsis thaliana. Las secuencias
conservadas se indican en cuadros numerados del 1-6, cuadro 1 sitio de unién a CDK, cuadro 2
sitio de unién a Cycs D, cuadros 3-6 motivos que se desconoce su funcién. N, sefial de
localizacién nuclear. P, sitio consenso de fosforilacion por CDK. Dominios PEST marcados en
cuadros con diagonales. Tomado de (De Veylder et al. 2001).

En diferentes plantas se han encontrado genes correspondientes a KRPs que se
han clasificado dentro de tres grupos; el grupo A que corresponde a KRPs presentes
Gnicamente en plantas dicotiledéneas, el grupo B contiene KRPs exclusivas de
plantas monocotiledéneas y en el grupo C se han colocado las KRPs compartidas

entre plantas mono y dicotiledéneas (Godinez-Palma et al. 2017).

En maiz se han reportado 8 secuencias putativas que corresponde a KRPs, las
cuales contienen diversos motivos conservados incluyendo el KID. A diferencia de
las KRPs de Arabidopsis thaliana, solo KRP1;3 y KRP3 contienen secuencia PEST,
mientras que KRP1;1, KRP1;2, KRP1;3 y KRP5;1 contienen secuencia de
localizacion nuclear. Interesantemente todas las KRPs de maiz contienen sitios de

fosforilacion por CDKs (Godinez-Palma et al. 2017).

Mediante estudios in vitro, se ha demostrado que las KRPs son capaces de inhibir
la actividad de cinasa de complejos Cycs D/CDKs (Godinez-Palma et al. 2017; De
Veylder et al. 2001; Nakai et al. 2006). Ademas, al igual que los miembros de la
familia CIP/KIP, se ha observado que son capaces de unirse a CDKs en el
citoplasma y facilitar su transporte hacia el nucleo (Zhou et al. 2006; Bird et al. 2007;
Boruc et al. 2010).
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Por otro lado, se ha visto que las KRPs son sustrato de fosforilacion de diversos
complejos Cyc/CDK en Arabidopsis y en maiz. Dependiendo del sitio donde se
coloque la fosforilacion, las KRPs son marcadas para degradacion via proteasoma
o bien pueden activarse e inhibir a complejos CycD/CDKs con mayor facilidad
(Verkest et al. 2005; Godinez-Palma et al. 2017).

Por otro lado, existe una familia de inhibidores de CDKs en plantas conocidos como
SIAMESE-RELATED (SMR), los cuales se asocian e inhiben a diferentes complejos
Cyc/CDKs en Arabidopsis thaliana y en Oryza sativa. Estas proteinas se
descubrieron a través de sus funciones que favorecen la progresion de una version
modificada del ciclo celular conocida como endoreduplicacion en Arabidopsis. Por
otro lado, SMR5 y SMR7 inhiben la division mitdtica en respuesta al dafio a DNA
(Kumar et al. 2015).

Se han encontrado 17 miembros de SMR en Arabidopsis, de forma in vitro se ha
demostrado que pueden inhibir la actividad de cinasa de CDKAl y de CDKB1;1
mostrando que son inhibidores reales de CDKs. Ademas, la sobreexpresion de
SMRs en plantas transgénicas solo suprime la mitosis sin suprimir la replicacién del
DNA (Kumar et al. 2015).

No se conoce el mecanismo por el cual las SMR inhiben la actividad de cinasa de
las CDKs, sin embargo se sabe que contienen un motivo de unién a CDKs, dos
secuencia redundantes de localizacion nuclear y un sitio putativo de unién a ciclinas
conservado entre las KRPs, el cual no es requerido para la funcion de inhibicién de
las SMRs (Kumar et al. 2015).
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Antecedentes directos
Ya que el maiz es una especie de gran relevancia agricola en México, se ha

empleado como modelo biologico de estudio. Se sabe que la proliferacion de las
células presentes en los ejes embrionarios de maiz durante la germinacion es
asincronica, por lo cual es complicado establecer con claridad la temporalidad de
las fases del ciclo celular, sin embargo, se ha determinado que la mayoria de las
células en el embrion seco se encuentran en la etapa G1, tras las primeras 12 h de
imbibiciébn comienza la fase S y después de las 24 h se pueden observar las
primeras figuras mitéticas (Sanchez et al. 2004).

El grupo de investigacion se ha centrado en tratar de entender la regulacion del ciclo
celular, el cual es vital para que las semillas puedan germinar y establecer la planta,
esto con la finalidad de preservar la especie. Un punto clave para la regulacién del
ciclo celular son las interacciones proteina-proteina, por lo que durante las ultimas
dos décadas se han realizado diferentes estudios sobre las interacciones entre las
principales proteinas reguladoras del ciclo celular como CDKs, ciclinas, KRPs y
PCNA.

Se sabe que PCNA se encuentra asociado en complejos con ciclinas D de maiz. Se
han reportado asociaciones de PCNA con CycD2;2, CycD3;1, CycD4;2 y CycD5;3
(Lara-Nufez, De Jesus, and Vazquez-Ramos 2008; Becerril et al. 2012; Gutiérrez,
Quiroz-Figueroa, and Vazquez-Ramos 2005), Garza-Aguilar tesis de doctorado,
2018). De estas asociaciones solo con CycD3;1 se ha probado que esta presente a
lo largo de la germinacion de maiz (Garza Aguilar, Tesis de doctorado, 2018),
mientras que con CycD4;2, PCNA se encuentra en la cromatina a distintas horas de
germinacion (Martinez Mata, Tesis de licenciatura, 2011). Ademas, por ensayos de
interaccion in vitro con proteinas recombinantes se demostré que PCNA es capaz
de interaccionar directamente, con CDKB1;1, KRP1;1 y KRP4;2 (Lemus, tesis de

licenciatura 2019).

Mediante ensayos de exclusion molecular se determiné que PCNA es capaz de co-
eluir con complejos de diferentes masas moleculares que cambian a lo largo de la

germinacion. En estos complejos estan presentes las proteinas CDKA, CDKB1;1y
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CycD3;1, (Garza-Aguilar et al. 2019). Adicionalmente, se sabe que los complejos de
PCNA/CDKA son activos a lo largo de la germinacién al fosforilar un sustrato
fisiologico como la proteina RBR (Sanchez et al. 2002).

Por otro lado, se ha estudiado a la familia de inhibidores de CDKs (KRPs). La
expresion y la acumulacion de KRPs no cambian durante las primeras 24 h de
imbibicion de ejes embrionarios de maiz (de Jesus Juéarez et al. 2008). La expresion
de KRP1;1y KRP4;2 no varia a lo largo de la germinacion. KRP1;2, KRP1;3, KRP3
y KRP4;1 no se encuentran presentes en los ejes de semilla seca y solo se observa
su expresion tras 24 h de imbibicion, sin embargo, en células de tejidos
diferenciados su expresion esté presente (Godinez-Palma et al. 2017).

A nivel de proteina, no se tiene registro de la acumulacién de cada KRP por
separado a lo largo de la germinacion de maiz, sin embargo, se ha visto que KRP1;1
interacciona directamente con CDKA, CycD2;2 y CycD6;1 mientras que KRP4;2
interacciona con CDKA y CycD2;2 pero no con CycD6;1, lo cual indica la
especificidad de las KRPs y que su papel no es redundante (Godinez-Palma et al.
2017). Ademés, se probd su efecto sobre la actividad de cinasa asociada a
diferentes complejos y se mostré que las KRPs son capaces de inhibir la actividad
de cinasa asociada a CycD2;1, a p13S“c! y a PCNA de forma diferencial (de Jesus
Juérez et al. 2008).

En otro estudio se demostré que se requieren diferentes cantidades de KRP1;1 y
KRP4;2 para inhibir la actividad de cinasa asociada a CycD2;2, CycD4,;2, CycD5;3
y CycDG6;1, (Godinez-Palma et al. 2017).

Por otra parte, en el grupo de investigaciéon, se ha reportado que mediante ensayos
de pull down empleando extractos proteicos de ejes embrionarios de maiz y usando
como proteina de anclaje la proteina p13SUcl, se pueden obtener complejos de
CDKA, CDKB1;1 o CycD3;1, esto debido a que p13SU! es un analogo de las
proteinas Cyclin-dependent kinases regulatory subunit (CKS) de plantas, las cuales
tienen afinidad por las cinasas dependientes de ciclinas. Mediante esta técnica es

posible observar a otras proteinas que se encuentren interactuando con las CDKs
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como las ciclinas u otras proteinas reguladoras (Axosco, Tesis de licenciatura,
2014).

Justificacion

El antigeno nuclear de proliferacion celular es una proteina clave para la progresion
del ciclo celular. Se ha mostrado que PCNA es capaz de asociarse a proteinas
reguladoras del ciclo celular como CDKs, CycDs, y KRPs tanto in vitro como in vivo,
donde los complejos CDKA/PCNA son activos a lo largo de la germinacion de maiz,
ademas se ha observado que PCNA se encuentra en complejos de diferentes
masas moleculares que varian durante la germinacion, por lo que sera importante
demostrar la posible formacién de diferentes complejos PCNA/CycDs/CDKs a lo
largo de la germinacién de maiz en los cuales podrian estar presentes las KRPs;
sera también relevante determinar el efecto inhibidor de las KRPs sobre la actividad
de cinasa asociada a PCNA en la germinacion de maiz.

Hipotesis

La asociacion de PCNA con diversas CycDs serd diferencial a lo largo de la
germinacion. Por otro lado, las proteinas KRP1;1 y KRP4;2 tendran un efecto
inhibitorio diferencial sobre la actividad de cinasa asociada a PCNA a lo largo de la

germinaciéon de maiz.

Objetivo general
Identificar la asociacion de PCNA con Cycs D y CDKs en la germinacion de maiz y

determinar el efecto de las KRPs sobre la actividad cinasa asociada a PCNA a lo

largo de la germinacion de maiz.

Objetivos particulares
» Corroborar la abundancia de PCNA a lo largo de la germinaciéon de maiz.

* Mostrar la presencia de trimeros y dobles trimeros de PCNA en la

germinaciéon de maiz.

+ Determinar la asociacion de PCNA con proteinas reguladoras del ciclo

celular.
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« Determinar si las asociaciones de PCNA con proteinas reguladoras del ciclo

celular varian a lo largo de la germinacion.
* Mostrar la activad de cinasa asociada a PCNA en la germinacion.

* Mostrar el efecto de KRP1;1 y KRP4;2 sobre la actividad de cinasa asociada

a PCNA en la germinacion.

Metodologia

Electroforesis

Se prepararon geles de poliacrilamida como se indica en la tabla 3, se colocaron en
una camara para electroforesis con 1L de buffer de electrodos (TRIS-HCI 25 mM,
Glicina 250 mM, SDS 0.1%), se cargaron las muestras proteicas desnaturalizadas
a 85°C en buffer de carga (TRIS-HCI 50 mM pH 6.8, SDS 2%, glicerol 10%, azul de

bromofenol y B mercaptoetanol 100 mM) y se separaron por 90 min a 100 V.

Tabla 3. Preparacién de 2 geles de poliacrilamida al 12%

Gel concentrador Gel separador

H20 2.52 mL H20 3.5mL
Acrilamida/Bisacrilamida 0.81 mL Acrilamida/Bisacrilamida 4.0 mL
30% 30%

TRIS-HCI 1.0 M pH 6.8 1.66 mL TRIS-HCI 1.5 M pH 8.8 2.5mL
SDS 10% 50 pl SDS 10% 100 pl
Persulfato de amonio 10% 50 pl Persulfato de amonio 10% 100 pl
TEMED 99.5% 5l TEMED 99.5% 8 ul

Western Blot

Los geles obtenidos tras la electroforesis SDS-PAGE se colocaron en una camara
humeda de transferencia con membranas de Immobilon-PSQ (Merck Millipore) con
tamano de poro de 0.2um y 1L de buffer de transferencia (TRIS-HCI 25 mM, Glicina
192 mM pH 8.3). Las muestras se transfirieron a 60 V y 350 mA por 1h. Las
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membranas se bloquearon por 1h a temperatura ambiente en agitacion con una
solucién al 3% de leche semi descremada en PBS 1X. El PBS se diluyo 1:10
partiendo de un stock 10X (NaCl 1.30 M, KCI 27 mM, Na2HPO4 100 mM, KH2POa4
18 mM pH 7.4), agregando 1% de tween y 400mM NaCl extra. Se retir0 la leche y
posteriormente las membranas se incubaron con el anticuerpo respectivo en el titulo
mostrado en la tabla 4 en una solucion de leche semidescremada al 3%, toda la
noche a 4°C. Las membranas fueron lavadas 3 veces con PBS-tween-NaCl por 10
min cada uno, se incubaron con anticuerpo secundario (Jackson Immuno Research)
(1:15000) o Clean Blot (Thermo Scientific) para los ensayos de inmunoprecipitacion
(1:500) por 3h a 4°C en agitacion. Para la deteccion se empled el fotodocumentador
ChemiDoc (Bio-Rad).

Tabla 4. Titulo de anticuerpos empleados

Anticuerpo Titulo Observaciones
a-PCNA 1:1000
a-CDKA 1:500
a-CDKB 1:500

a-CycD3;1 1:500
a-CycD4;2 1:500
a-CycD5;3 1:500 La incubacion del anticuerpo primario se realiz6 con
una solucion de leche semidescremada al 3% con
PBS + triton al 0.1% y los lavados se realizaron
unicamente con PBS.
a-CycD6;1 1:500

Imbibicidon de ejes embrionarios de maiz

Con ayuda de una navaja se extrajeron los ejes embrionarios de semillas secas de
maiz variedad Chalquefio y se retiré el excedente de endospermo. Los embriones
fueron desinfectados con NaClO al 0.2% en agitacion constante por 5 minutos,
posteriormente se realizaron 5 lavados con agua desionizada estéril, se colocaron

en papel filtro estéril para remover el exceso de agua. Se colocaron 30 ejes por
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tratamiento con buffer de imbibicién (50 mM Tris—HCI pH 7.6, 2 % w v! sacarosa,
10 mM MgCl2) y se incubaron por 0, 6, 12, 18, 24 0 36 h en oscuridad a 25°C.

Extraccién de proteina total

Ejes embrionarios embebidos, se molieron en morteros congelados hasta la
obtencion de una masa homogénea, se agregaron 3 mL de buffer de extraccion
(Tris-HCI 70 mM pH 7.5, MgCl2 15 mM, KCI 25 mM, Na2EDTA*2H20 5 Mm pH 8.0,
sacarosa 250 mM, B-mercaptoetanol 15 mM, tritén 0.2%, PMSF 1 mM, benzamidina
1 mM y una tableta de inhibidores de proteasas complete (Roche), se coloc6 en
tubos ependorff y se centrifugaron a 12000 rpm por 30 min a 4°C. Se recolecto la
fase soluble y se volvieron a someter a otra ronda de centrifugacion, nuevamente
se recolectd la parte soluble, se alicuoté y cuantificO mediante el método de
Bradford.

Ensayo de entrecruzamiento

Se colocaron 60 ug de extracto proteico de ejes embrionarios embebidos por 0, 12
y 24h en tubos ependorff, se agregé 1.5 % de formaldehido y se incub6 a
temperatura ambiente por 90 min. Una vez transcurrido el tiempo se detuvo la
reaccion afadiendo buffer de carga-SDS y se prepararon para electroforesis de

acrilamida.

Ensayo de competencia

Anticuerpo anti-PCNA se incub6 toda la noche a 4°C con 50 pg de proteina
recombinante His-PCNA o 50 ug de BSA como proteina no competidora. Se realiz6
un western blot con extractos proteicos entrecruzados y se efectuo la

inmunodeteccion con los anticuerpos competidos.

Preparacion de columnas de afinidad

Se realiz6 la sobreexpresion de la proteina recombinante GST-p13S“t con IPTG
(0.1 mM) a partir de un cultivo de bacterias E. coli BL21 con una densidad optica de
0.6 en medio LB con ampicilina (100 ug/mL). Se centrifugd a 6000 rpm por 5 min a

4°C, el pellet se resuspendio en PBS, se agrego lisozima (1 pg/mL) y se incub6 por
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30 min en hielo. Se soénico por 5 ciclos de 20 s encendido y 20 s apagado, a una
amplitud de 20%. Se centrifug6é a 12000 rpm por 15 min a 4°C y la fraccion soluble
se clarificd por filtracion (Poro 0.45 um). El filtrado se incub6 con 1 mL de resina
Glutation Sefarosa 4B (GE Healthcare) por 1 h a 4°C en agitacion, se lavo 4 veces

con PBS y se almacend a 4°C hasta su uso.

Ensayos de interaccion de proteinas: Pull-Down

Se afadieron extractos proteicos (500 pg) de ejes embrionarios embebidos por
diferentes tiempos de germinacion a las perlas con proteina recombinante GST-
p13sucl-gluthatione-sepharose, la mezcla se incub6 4 horas a 4°C en un agitador
rotatorio. Después de la incubacién, se retird el sobrenadante y las perlas fueron
lavadas cinco veces con PBS. Los complejos proteicos se eluyeron con glicina 0.2
M, pH 2.0. Finalmente, las muestras se neutralizaron con cristales de TRIS, se
afadi6é buffer de carga para SDS-PAGE y se calentaron a 85°C, se realizé la

electroforesis y ensayos de Western blot con las muestras obtenidas.

Inmunoprecipitacion

Se conjugaron por 3 h a 4°C 5 pL de anticuerpo a-PCNA o a-KRP con 20 uL de
proteina A magnetizada (Millipore), agregando 450 uL de PBS con inhibidores
(Benzamidina 1mM y PMSF 1mM). Se realiz6 un lavado y se agreg6 500 o 1500 ug
de extracto proteico, se incubé toda la noche en agitacion a 4°C. Los
inmunocomplejos se recuperaron empleando un rack magnético y se lavaron 3
veces con PBS. Una vez obtenidos los complejos se emplearon para ensayo de
actividad de cinasa o para western blot agregando buffer de carga-SDS.

Ensayo de actividad de cinasa

Los complejos obtenidos mediante inmunoprecipitacion se lavaron con 450 ul de
buffer de cinasa (Tris-HCI 70 mM pH 7,5, MgCl2 10 mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM,
EGTA 5 mM, ATP 20 uM). Posteriormente, se incubaron con 20 pl de buffer de
cinasa con 4 uCi de [y-32P] ATP por 30 min a 30°C. Como sustrato de fosforilacion
se empled 1ug de histona H1 recombinante (BioLabs). Las reacciones se detuvieron
agregando buffer de carga-SDS. Las muestras se desnaturalizaron a 85°C por 5
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min y se separaron mediante un gel de poliacrilamida al 12% SDS-PAGE. Tras la
electroforesis se enjuagaron los geles para retirar el exceso de SDS, se tifieron con
Azul Coomassie por 10 min y se dejaron destefiir en agua toda la noche. Los geles
se secaron al vacio a 80°C durante 1.5 h y luego se expusieron durante 48 h a la
placa de deteccidn de Europio (Kodak). La deteccion se realiz6 escaneando la placa

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

En los ensayos de inhibicion de actividad de cinasa, los complejos se preincubaron
con roscovitina (20 ug), GST-KRP1;1 o GST-KRP4;2 (5 ug) durante 30 min a 30°C
antes de la incorporacion de [y-®?P] ATP y se prosigui6 como en los ensayos

anteriores.

Resultados.
Abundancia proteicay estructura fisiologica de PCNA.

Se ha reportado que en la germinacién de maiz la acumulaciéon proteica de PCNA
se incrementa gradualmente desde las 0 h hasta las 15-20 h después de la
imbibicion, tras lo cual se mantiene constante (Herrera et al. 2000); para comprobar
esto, se realizé un ensayo de Western blot empleando extractos proteicos totales
de ejes embrionarios de maiz embebidos a diferentes tiempos (0, 6, 12, 18 y 24 h).
Como puede observarse en la Figura 11A, el anticuerpo anti-PCNA es capaz de
reconocer dos bandas donde una corresponde a la masa tedrica de la proteina (29
kDa), que parece aumentar gradualmente y establecerse después de las 12 h de
germinacion de forma similar a lo reportado, mientras que la otra banda corresponde
a una proteina de 31 kDa, la cual podria tratarse de alguna forma modificada

postraduccionalmente de PCNA.

La literatura muestra que la forma funcional de la proteina PCNA es un trimero
(Naryzhny, Zhao, and Lee 2005; Strzalka and aggarwal 2013). Para mostrar en el
sistema de estudio la presencia de dicha estructura a lo largo de la germinacion, se
realiz6 un ensayo de entrecruzamiento, empleando como agente entrecruzante
formaldehido al 1.5% en extractos totales de 0, 12 y 24 h de germinacion,

posteriormente se realizd0 un western blot (Figura 11B) en el cual se observo la
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presencia de 3 bandas que corresponden a masas de 29, 87 y 174 kDa, las cuales
corresponden con las masas teoricas del monomero, el trimero y un posible doble
trimero de PCNA respectivamente. Para comprobar que las bandas detectadas
por el anticuerpo corresponden a formas de PCNA, se realizO un ensayo de
competencia (Figura 11C), el cual muestra una disminucion en el reconocimiento de
estas bandas unicamente en el carril en el cual se coloco el anticuerpo competido
con su antigeno (His-PCNA), esto muestra que las bandas inmunodetectadas
corresponden a formas de PCNA. Como control de carga se muestra la membrana

tefiida con rojo de Ponceau.
PCNA y KRP co-purifican con complejos CDK/CycD.

Previamente se ha mostrado mediante ensayos de Pull Down empleando como
proteina de anclaje a p13St“! proveniente de Schizosaccharomyces pombe, que es
posible obtener complejos proteicos que contienen CDKA, CDKB y CycD3;1 a lo
largo de la germinacion de maiz (Axosco Marin, tesis de licenciatura, 2014), por lo
que se decidid indagar si en estos complejos estan presentes KRPs y PCNA,
proteinas que se sabe pueden interaccionar con proteinas reguladoras del ciclo
celular (Godinez-Palma et al. 2017; Herrera et al. 2000; Sanchez et al. 2002; Lara-
Nufez, De Jesus, and Vazquez-Ramos 2008). Para ello se corroboré que el vector
pPpGEX-4T2 contiene como inserto al gen sucl, mediante un ensayo de restriccion,
empleando las enzimas BamHI y Notl que reconocen sus secuencias blanco en el
sitio de clonacion multiple del vector por lo que se obtuvieron dos bandas, una de
4332 pb correspondiente al vector vacio y otra de 266 pb correspondiente al gen
sucl. También se realiz6 otro ensayo de restriccion, empleando las enzimas BamH
y Xbal, donde esta ultima escinde al gen sucl obteniendo dos bandas de 4800 pb
y 226 pb respectivamente (Figura 12A). Finalmente, la construccion fue
secuenciada en las instalaciones del Instituto de Biotecnologia de la UNAM,
mostrando que el gen sucl se encuentra en el vector y que la secuencia es correcta
(Anexo 1).

Una vez que el plasmido fue verificado, se produjo la proteina recombinante p13Sucl,

para ello, se transformaron células de E. coli BL21 y se dejaron crecer hasta una
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densidad Optica de 0.6. Posteriormente se realizd la induccion de la proteina
recombinante con IPTG. La figura 12B muestra una banda correspondiente a la
sobreexpresion de la proteina recombinante GST-p13St“! en una masa de 34 kDa.
Esta proteina fue purificada por afinidad y en la figura 12C se muestra las distintas
fracciones del proceso de purificacion. Finalmente, la proteina se utilizé para la
construccion de una columna de afinidad con GST-p13S‘! unida a la resina

Glutation-Sefarosa.

Tras la construccion de la columna de afinidad se realizaron los ensayos de Pull
Down, con la finalidad de mostrar la asociacién de PCNA y KRPs con las CDKs que
se asocian a pl3S«l,  Para ello se emplearon extractos proteicos de ejes
embrionarios de maiz embebidos por 0, 6, 12, 18, 24 y 36 h. Como se muestra en
la figura 13A, PCNA y KRP co-purifican con los posibles complejos CDKs/Cyc a lo
largo de la germinacion, lo cual sugiere la interaccion de estas proteinas, asi como

la formacion de distintos complejos.

A  Tiempo de germinacion(h) 0 6 12 18 24

1
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Figura 11. Abundancia proteica y estructura fisiologica de PCNA. (A) Western blot
inmunodetectando a PCNA de extractos proteicos totales de ejes embrionarios de maiz embebido
por O, 6, 12, 18 y 24 h. Como control de carga se muestra el gel teflido con Azul Coomasie (B)
Ensayo de entrecruzamiento con formaldehido 1.5% empleando extractos de 0, 12 y 24 h de
imbibiciéon. (C) Ensayo de competencia con extractos entrecruzados con formaldehido, la
inmunodeteccién se realiz6 con anticuerpo anti-PCNA competido con 50ug de His-PCNA
recombinante o con BSA. Se muestra la disminucion de la sefial en las bandas correspondientes al
monomero, al trimero y al doble trimero de PCNA. Como control de carga se muestran las

membranas tefidas con Roio de Ponceall.
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Figura 12. Construccion de columna de afinidad empleando como proteina de anclaje a p13Sc,
(A) Ensayo de restriccibn empleando plasmido pGEX-4T2 y las enzimas indicadas en cada
carril, se muestran las bandas correspondientes al inserto y al vector abierto. Plasm, plasmido;
MW marcador de masa en pares de bases. (B) Ensayo de induccion empleando 0.1 mM de
IPTG en células de E. coli BL21 transformadas con el vector. Se muestra el gel con 3 cultivos
independientes tefiido con Azul Coomasie. Se observa una banda inducida en la masa
correspondiente a GST-p13Stc! (34kDa). NI, proteinas de células no inducidos; I, proteinas de
células inducidas; MW, marcador de masa molecular en kDa. (C) Gel de purificacién de GST-
p13s«t, NI, proteinas de células no inducidas; |, proteinas de células inducidas; Lis, proteinas
de las células lisadas; FNA, fraccion no adsorbida en la columna; Lav, lavado final; Resina +
p13scl, resina con p13s““! adsorbido empleada en los siguientes experimentos.

PCNA co-precipita con CDKA, CDKB1;1, CycD y KRPs.

Se ha observado que PCNA es capaz de interactuar con una gran cantidad de
proteinas involucradas en diversos procesos fisioldgicos, por ejemplo la replicacién
del DNA (Bravo et al. 1987; Acharya et al. 2011), la reparacién del DNA, en el
proceso de la glucdlisis, asi como con proteinas reguladoras del ciclo celular
(Strzalka and Ziemienowicz 2010; Acharya et al. 2011; Leung et al. 2018; Naryzhny
and Lee 2010). Para mostrar que PCNA puede asociarse a complejos con proteinas
reguladoras del ciclo celular en maiz, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion

empleando anticuerpo anti-PCNA en una mezcla de extractos proteicos de ejes
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embrionarios embebidos por 0, 12 y 24 h. Para los ensayos de western blot se
emplearon anticuerpos especificos para el reconocimiento de las proteinas de
interés CDKA, CDKB1;1, CycD3;1; CycD4;2, CycD5;3, CycD6;1, KRP y PCNA
(Figura 13B); en este ensayo se encontré que todas las proteinas mencionadas
arriba son capaces de co-inmunoprecipitar con PCNA, lo cual sugiere que estas
proteinas reguladoras del ciclo celular podrian encontrarse en distintos complejos
con PCNA. A pesar de que se desconoce la avidez de los anticuerpos por sus
antigenos, pareciera existir interacciones menos favorecidas entre PCNA vy

CycD4;2, asi como con CycD5;3.

IP o-PCNA | S5 S «— (KA (34 KDa)

IP a-PCNA| B8 — (DKB1:1 (36 KDa)

Pull-down p13%<! Blot
Tiempo de IP a-KRP ’: <— PCNA (29kDa)

germinacion(h) C- 0 6 12 18 24 36 C+

- - —PCNA (20kDa) 1P O-PCNA | * | CycD3;1 (40 KDa)

| W 0 M KRPs(2240a) PPCNA | ™ # [ CycDs;2 (42 kDa)

IP a-PCNA me CycDS;3 (37 kDa)

IP a-PCNA <« CycD6;1 (33 kDa)

Figura 13. PCNA se asocia a complejos CDK/CycD y KRPs. (A) Ensayo de Pull Down
empleando como proteina de anclaje a p13““! en extractos totales de maiz embebidos
por 0, 6,12, 18, 24 o0 36 h. C- perlas de la columna de afinidad sin extracto proteico de
maiz; C+ extracto proteico total de ejes embrionarios de maiz. (B) Inmunoprecipitados
empleando anticuerpo Anti-PCNA o Anti-KRP en una mezcla de extractos de 0, 12 y 24
h. La inmunodeteccién se realiz6 con anticuerpos especificos Anti-CDKA, Anti-CDKB1;1,
Anti-PCNA, Anti-CycD3;1, Anti-CycD4;2, Anti-CycD5;3 y Anti-CycD6;1. C- Resina +
anticuerpo sin extracto proteico; IP, inmunoprecipitado; I, input extracto proteico de maiz.
Todos los ensayos se realizaron por duplicado.
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Las asociaciones de PCNA con CDKA, CDKB1;1y CycD son diferenciales en

la germinacién de maiz.

Para estudiar los complejos presentes de PCNA con proteinas del ciclo celular a lo
largo de la germinacion, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion empleando
anticuerpo anti-PCNA. Se puede observar en la figura 14 que CDKA y CDKB1;1
muestran patrones diferenciales de asociacion con PCNA. Con CDKA la asociacion
no varia en las primeras 12 h de imbibicion y se produce un incremento notable a
las 18 h, mientras que a las 24 h la asociacion disminuye. Por otro lado, la asociacion
de PCNA con CDKB1;1 es alta en la semilla seca y disminuye a lo largo de la
germinacion, observando la menor asociacion a las 6 y 24 h. La interaccion de
PCNA con Cycs D también muestra patrones diferenciales; la asociacion de PCNA
con CycD3;1 es baja a las 0, se incrementa a las 6h y disminuye hacia las 18 h. La
asociacion de CycD4;2 y PCNA es minima a las 0 y se incrementa posteriormente
hasta las 24 h, donde la asociacién es mayor. CycD5;3 se asocia a PCNA de forma
similar a CDKB1;1, es decir, su asociacion es alta en semilla seca y disminuye a lo
largo de la germinacién. Por altimo, la asociacion de CycD6;1 con PCNA parece

mantenerse a niveles constantes a lo largo de la germinacion (Figura 14).

Como control se determiné la cantidad de PCNA inmunoprecipitada y se observa

gue los niveles son los mismos a lo largo de la germinacion (Figura 14).
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Figura 14. Asociacion de PCNA con CDKA, CDKB1;1 y Cycs D es diferencial en la
germinacion de maiz. Ensayo de inmunoprecipitacion empleando anticuerpo anti-PCNA con
extractos proteicos de ejes embrionarios a lo largo de la germinacion de maiz. La
inmunodeteccion se realizd con anticuerpos especificos anti-CDKA, anti-CDKB1;1, anti-
PCNA, anti-CycD3;1, anti-CycD4;2, anti-CycD5;2 y anti-CycD6;1. C- Resina + anticuerpo sin
extracto proteico; IP, inmunoprecipitado; Input, extracto proteico de maiz. Todos los ensayos
se realizaron por duplicado.

La actividad de cinasa asociada a PCNA es inhibida por KRP1;1 y KRP4;2

durante la germinacién de maiz.

Para corroborar la asociacion de PCNA con KRPs, observada previamente (figura
13A), se realizaron también ensayos de inmunoprecipitacion empleando
anticuerpos anti-KRP con extractos proteicos de 0, 12 y 24 h de germinacion y se
realizd un western blot empleando para la deteccion anticuerpos anti-PCNA; como
se observa en la figura 15A, esta asociacion se mantiene a lo largo de la

germinacion.
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Estudios previos han mostrado la existencia de complejos Cycs/CDKs activos
asociados a PCNA en la germinacion (Sanchez et al. 2002). En este trabajo se ha
mostrado que PCNA se asocia a Cycs D, CDKA, CDKB1;1 y KRPs, lo cual sugiere

la formacion de diversos complejos PCNA/CycD/CDKs que podrian ser activos.

Para corroborar lo anterior, se estudié la actividad de cinasa asociada a PCNA
visualizando la incorporacién de 3P a histona H1, el cual es un sustrato de
complejos Cycs/CDKs (Harashima and Schnittger 2012; Sanchez et al. 2002),
empleando como fuente se cinasa un inmunoprecipitado de PCNA de extractos
proteicos de ejes embrionarios de 0, 12 y 24 h de imbibicién. La figura 15B muestra
que complejos con actividad de cinasa asociados a PCNA fueron capaces de
fosforilar a histona H1. Para corroborar que la actividad observada proviene de una
CDK, se agreg6 un inhibidor especifico de CDKs, roscovitina (20 uM), el cual es un
anélogo de ATP por lo que compite con el sitio activo de las CDKs (Jimenez-Macedo
et al. 2006; Nakai et al. 2006). En la figura 15B se muestra que la inhibicion de la
actividad de cinasa asociada a PCNA por la presencia de roscovitina es de 36%, lo
gue sugiere que la actividad de cinasa asociada a PCNA es proveniente de una

cinasa del tipo CDK.

Por otro lado, se midio6 la actividad de cinasa asociada a PCNA en extractos de 0,
12 y 24 h de imbibicion (Figura 15C, primeros 3 carriles), mostrando que los
complejos Cyc/CDK asociados a PCNA son activos a lo largo de la germinacion. En
mamiferos se sabe que un inhibidor fisiologico de CDKs como p21 es capaz de
interaccionar con PCNA, lo cual tiene un efecto en su asociacion con otras proteinas
(Strzalka and Ziemienowicz 2010). En plantas no hay reportes que muestren la
asociacion de proteinas inhibidoras de CDKs (KRPs u otras) con PCNA vy el efecto
sobre los complejos Cycs/CDKs asociados a PCNA. En este trabajo se mostro la
asociacion de PCNA con KRPs; sin embargo, se desconoce el efecto de las KRPs

sobre la actividad cinasa asociada a PCNA.

Para determinar el efecto de KRPs sobre la actividad de cinasa asociada a PCNA,
se realizaron ensayos de actividad, empleando como fuente de cinasa

inmunoprecipitados de PCNA de extractos de 0, 12 0 24 h de imbibicién a los que
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se les agregaron 5ug de KRP1;1 o KRP4;2 recombinante. Como puede observarse
en la figura 15C, ambas KRPs son capaces de inhibir la actividad de cinasa
asociada a PCNA, también se puede observar que el nivel de inhibicién cambia a lo
largo de la germinacion y que KRP1;1 es un inhibidor mas potente que KRP4;2. En
inmunoprecipitados de extractos de semilla seca la inhibicion es de 25-30 %, con
extractos de 12 h la inhibicién se incrementa a 50-65 %, mientras que con los
extractos de 24 h se observa la mayor inhibicion, 75-85 % (KRP4;2-KRP1;1
respectivamente, Figura 15C). Con esto se muestra que KRP1;1 y KRP4;2 son
capaces de inhibir la actividad de cinasa asociada a PCNA y que esta inhibicion es

diferencial a lo largo de la germinacion de maiz.

T 11 s Control de carga

Tiempo de germinacién(h) 0 1224 0 12 24 0 12 24
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Figura 15. La actividad de cinasa asociada a PCNA es inhibida por KRP1;1 y KRP4;2 durante la
germinacion de maiz. (A) Ensayo de inmunoprecipitacion empleando anticuerpo anti-KRP con
extractos proteicos de ejes embrionarios embebidos por 0, 12 0 24 h, la deteccién se realizd con
anticuerpo anti-PCNA. C- Resina + anticuerpo sin extracto proteico; IP, inmunoprecipitado; Input,
extracto proteico de maiz. (B) Ensayo de inhibicion de cinasa asociada a PCNA empleando
roscovitina. La fuente de cinasa se obtuvo de un inmunoprecipitado de PCNA. Ac, anticuerpo; ET,
extracto total proteico; Rosco, Roscovitina; His H1, Histona H1 que se empleb como sustrato de
fosforilacion. La sefial observada se debe a la incorporacion de *2P. El gel tefiido con Azul Coomasie
como control de carga. (C) Ensayo de inhibicién de cinasa asociada a PCNA empleando 5 ug de
KRP1;1 o KRP4;2 recombinante en inmunoprecipitados de PCNA con extractos de 0, 12 0 24 h de
germinacion. La sefial observada se debe a la incorporacién de 32P. El gel tefiido con Azul Coomasie
como control de carga. La grafica muestra la cuantificacion densitométrica del ensayo de inhibicion
de cinasa asociada a PCNA con KRP. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.




Discusion.

El antigeno nuclear de proliferacion celular es una proteina homotrimérica que
participa en diferentes procesos celulares como la replicacién, al unirse a las DNA
polimerasas 0 y € para funcionar como factor de procesividad (Acharya et al. 2011;
Bravo et al. 1987), la reparacion del dafio a DNA (Sau, Liefshitz, and Kupiec 2019;
Moggs et al. 2000), el control del ciclo celular, el mantenimiento y remodelaciéon de
la cromatina (Li et al. 2018; Janke et al. 2018), la cohesion de las cromatidas
hermanas (Moldovan, Pfander, and Jentsch 2006), e incluso est& involucrado en
procesos como la transcripcion y la glucélisis (Naryzhny and Lee 2010; Ohayon et
al. 2016).

En maiz la abundancia proteica de PCNA es baja en la semilla seca y aumenta
gradualmente hasta alcanzar su punto maximo entre las 15 y 20 h después de la
imbibicion (Herrera et al. 2000). Este patron de acumulacion proteica se puede

observar en la figura 11A.

En células de animales, PCNA puede formar estructuras cuaternarias al unir dos
trimeros de PCNA por la cara posterior de los anillos, cuando se suprime la
capacidad de las células de ensamblar dobles trimeros la proliferacion se ve
seriamente afectada dando como resultado el arresto de las células en Gl y si el
arresto continua se produce muerte celular (Naryzhny, Zhao, and Lee 2005). En
plantas, solo en maiz se ha estudiado la presencia del doble trimero de PCNA,
encontrando que esta estructura se puede formar (Becerril et al. 2012), sin embargo
Nno se conocia si esta estructura se mantiene a lo largo de la germinacion; la figura
11 muestra la presencia de una banda correspondiente al doble trimero y una
correspondiente al trimero de PCNA que se mantienen a lo largo de la germinacién
de maiz, lo cual era de esperarse pues se sabe que la unidad minima funcional de
PCNA es un trimero. Ademas, los ensayos de competencia demuestran que las
bandas detectadas corresponden a formas de PCNA. Esta proteina no tiene una
funcion catalitica, més bien funciona como una plataforma molecular que permite la
agregacion de multiples proteinas. No se conoce la funcion del doble trimero de

PCNA, pero se especula que la estructura cuaternaria podria generar una mayor
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superficie de contacto proveyendo mayor cantidad de sitios a los cuales las

proteinas puedan unirse.

Previamente se ha reportado que la proteina p13s!, homologa funcional de CKS
de maiz, es capaz de asociarse a las cinasas dependientes de ciclinas (CDKA y
CDKB1;1) a lo largo de la germinacion, ademas en estos complejos se encuentra
presente CycD3;1 (Axosco, tesis de licenciatura, 2014). En este estudio se mostré
gue ademas PCNA y KRPs pueden estar presentes en estos complejos a lo largo
de la germinacién, mostrando la posible formacidén de complejos multiméricos donde
PCNA y KRP podrian estar actuando como reguladores de complejos CycD/CDKs
(Figura 13A).

Se ha estimado que existen cientos de proteinas capaces de unirse a PCNA (Hara
et al. 2018), y se han clasificado en proteinas de ciclo celular, proteinas implicadas
en reparacion y replicacion del DNA, proteinas implicadas en transcripcion vy
remodelacion de cromatina (Prosperi 2006) entre otras. Existen diferentes motivos
con los cuales las proteinas se unen a PCNA, el mas estudiado es el motivo PIP,
sin embargo, existen otros motivos como PIP like, APIM y la caja KA (Moldovan,
Pfander, and Jentsch 2006; Hara et al. 2018). En la tabla 2 se presentan algunas
proteinas reguladoras de ciclo celular estudiadas en este trabajo que contienen al
menos un motivo de unién a PCNA. En la figura 13B se demuestra que las cinasas
dependientes de ciclina de plantas (CDKA y CDKB1;1), asi como 4 tipos de CycD
(CycD3;1, CycD4;2, CycD5;3 y CycD6;1) y KRPs se pueden asociar en complejos
con PCNA de forma fisiologica, cabe resaltar que las interacciones in vivo de
CDKB1;1 y CycD6;1 con PCNA no habian sido reportadas. Es posible que todas

estas interacciones se encuentren mediadas por los motivos de interaccion a PCNA.

Dado que proteinas reguladoras del ciclo celular son capaces de asociarse a PCNA,
y esta proteina se encuentra presente en complejos de diferentes masas
moleculares co-eluyendo con CDKs y Cycs, que varian a través de la germinacion
(Garza-Aguilar et al. 2019), surge la pregunta de si estas interacciones CycD/PCNA
y CDKs/PCNA se mantienen en la germinacion. Las asociaciones con PCNA

parecen cambiar en el transcurso de la germinacion (Figura 14); si bien, la funcién
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de estas asociaciones (CycD/PCNA, CDK/PCNA) siguen siendo una incognita, se
especula que PCNA al ser una plataforma molecular podria permitir el ensamble y
desensamble de complejos proteicos con el DNA, lo cual facilitaria la union de los
complejos CycD/CDKs con sus sustratos de fosforilacion posicionados sobre el
DNA, por ejemplo a las proteinas RBR y E2F, en donde la ciclina provee la
especificidad hacia los sustratos. Por otro lado, las proteinas que se unen a PCNA
pueden competir por los lugares de union generando un recambio de proteinas
unidas a PCNA y por ende con el DNA, dependiendo del momento del ciclo celular
en el gue se encuentre la célula, lo cual explicaria por qué las diferentes ciclinas D
tienen un patrén de asociacion con PCNA particular (Prosperi 2006; Vazquez-
Ramos and Sanchez 2003). Por otro lado, recientemente se ha reportado que PCNA
también puede funcionar como “secuestrador” de proteinas impidiendo que realicen
su funciéon (Davarinejad et al. 2019), basado en ello quiza PCNA se asocia
fuertemente en la semilla seca a CDKB secuestrandola y conforme avanza la
germinacion se libera para ejercer su actividad de cinasa tipica de G2/M, o bien es
posible que dentro de estos complejos se encuentre presente un inhibidor como las
KRPs (Figura 15A) reprimiendo la actividad de cinasa, sin embargo primero queda
por demostrar si estos complejos CDKB/PCNA son activos en tiempos tempranos

de la germinaciéon de maiz.

Cabe mencionar que en las figuras 13 y 14 algunas bandas presentan una migracién
afectada con respecto a las presentes en los extractos totales (input), esto podria
deberse a un efecto dado por la cantidad de inmunoglobulinas presentes en los
inmunoprecipitados, las cuales estan ausentes en los inputs; o bien tratarse de
algun tipo de modificacion postraduccional que solo se presenta en las proteinas
que se encuentran en complejos y que se enriqguecen por efecto de la

inmunoprecipitacion.

Por otro lado, en la figura 15A se muestra la asociacion de PCNA con las KRPs a lo
largo de la germinacién, sugiriendo la posible formacién de complejos cuaternarios
CycD-CDK-PCNA-KRP. Dado que la formacién de los complejos CycD/CDKs es
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dindmica los complejos mostrados en la Tabla 5 podrian estar presentes durante la

germinacion, quizas a diferentes tiempos y/o zonas del eje embrionario.

Tabla 5. Complejos dinamicos de CycD/CDKs

CycD3;1-CDKA-PCNA CycD4;2-CDKA-PCNA
CycD3;1-CDKB1;1-PCNA CycD4,;2-CDKB1;1-PCNA
CycD3;1-CDKA-PCNA-KRP CycD4;2-CDKA-PCNA-KRP
CycD3;1-CDKB1;1-PCNA-KRP CycD4;2-CDKB1;1-PCNA-KRP
CycD5;3-CDKA-PCNA CycD6;1-CDKA-PCNA
CycD5;3-CDKB1;1-PCNA CycD6;1-CDKB1;1-PCNA
CycD5;3-CDKA-PCNA-KRP CycD6;1-CDKA-PCNA-KRP
CycD5;3-CDKB1;1-PCNA-KRP CycD6;1-CDKB1;1-PCNA-KRP

Ensayos de actividad de cinasa empleando como fuente de enzima un
inmunoprecipitado de PCNA mostraron complejos CycD/CDKs activos, lo cual se
corroboré en un experimento independiente donde se agregd un inhibidor selectivo
de CDKs, la roscovitina (Nakai et al. 2006). La figura 15B muestra que los
complejos ternarios se forman y son activos, ademas de que la actividad de cinasa
proviene de una CDK semejante a lo reportado previamente (Sanchez et al. 2002).

Finalmente, como se muestra en la figura 15C las proteinas KRP1;1 y KRP4;2 son
capaces de inhibir la actividad de cinasa asociada a PCNA, similar a lo reportado
por Lemus-Enciso (tesis de licenciatura, 2018), sin embargo, en este estudio se
muestra que esta inhibicion es diferencial a lo largo de la germinacion ( Figura 15C),
lo cual podria deberse a la variacion en la composicion de los complejos que como
ya se sugirio, deben de ser altamente dinamicos, por lo que podrian estar presentes
otras proteina que permitan una union mas eficiente de las KRPs, implicando que
algunos complejos sean mas 6 menos susceptibles a ser inhibidos por KRPs. Por
otro lado, se ha mostrado que la capacidad de inhibicion de las KRPs depende de

su estado de fosforilacion (Godinez-Palma et al. 2017) por lo que quiza
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fisiolégicamente estas proteinas se encuentren mas activas en tiempos como 12 y
24 h de imbibicion permitiéndoles inhibir a los complejos Cyc/CDKs/PCNA con
mayor facilidad que a O h.

Ademas, los resultados de la figura 15C sugieren la formacion de complejos
cuaternarios puesto que el inmunoprecipitado se realizd con anticuerpos contra
PCNA y estos inmunoprecipitados tienen actividad de cinasa, lo que implica la
presencia de una CDK y una ciclina y esta actividad disminuye especificamente por
la adicion de KRPs indicando que estas estan interactuando con los complejos.
Quizéas sea esta una funcién fundamental de PCNA en G1 y S durante la
germinaciéon de maiz, conducir a los complejos ciclina/cinasa a los sitios donde se
encuentran sus proteinas blanco y a la vez promover el control de su actividad al

permitir la conformacion de estructuras proteicas complejas.
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Conclusiones

v" PCNA forma trimeros y dobles trimeros en la germinacion de maiz.

v PCNA se asocia a proteinas reguladoras del ciclo celular como CDKA,
CDKB1;1, CycD3;1, CycD4;2, CycD5;3, CycD6;1 y KRPs durante la

germinaciéon de maiz.

v' La asociacion de PCNA con las proteinas reguladoras del ciclo celular

estudiadas es diferencial a lo largo de la germinacion de maiz.

v Los complejos Cyc/CDK asociados a PCNA son activos durante la

germinacion de maiz.

v' La actividad de cinasa asociada a PCNA es susceptible a ser inhibida por
KRP1;1y KRP4;2.

v La inhibiciéon de la actividad de cinasa asociada a PCNA por KRP1;1 y

KRP4;2 es diferencial a lo largo de la germinacion de maiz.

Perspectivas
v' Determinar la actividad de cinasa de complejos CDKA/PCNA vy

CDKB1;1/PCNA en la germinacion de maiz.

v Definir si existe diferencia en la actividad de complejos Cyc/CDKs asociados

y no asociados a PCNA.

v |ldentificar experimentalmente las regiones por las cuales interaccionan las

proteinas reguladoras del ciclo celular y PCNA.
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Anexos
Anexo |. Secuenciacion del gen sucl en el vector pGEX-4T2
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Anexo |. Secuenciacion del gen sucl contenido en el plasmido pGEX-4T2.

La secuencia sombreada en azul corresponde a la secuencia teérica del gen sucl. Las
cuatro secuencias inferiores corresponden a la secuenciacién empleando los oligos
m13/pUC Rev (5-GTT TTC CCA GTC ACG TTG TA-3’), 2485 Rev (5-CCG GGA GCT
GCA TGT GTC AGA GG-3’), m13/pUC-40 For (5-GTT TTC CCAGTC ACG TTG TA-3))
y 2484 For (5-GGG CTG GCA AGC CAC GTT TGG TG-3’) respectivamente. Los
rectangulos rojos indican el inicio y fin de la secuencia del gen sucl y los rectangulos
amarillos indican bases que fueron curadas mediante la comparacion de las
secuenciaciones con el programa Geneious Basic.
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