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RESUMEN

El antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA) es una proteina esencial para el metabolismo
del DNA ya que estimutla la actividad e incrementa la procesividad de las DNA polimerasas 8 y &.
En mamiferos, PCNA se asocia con una gran cantidad de proteinas que participan en el metabo- -
lismo del DNA y con proteinas que tienen funciones importantes en la regulaci6n del ciclo celular,

En plantas, poco se conoce acerca de los complejos que forma PCNA. En este trabajo se
estudiaron y caracterizaron ios complejos proteicos que forma PCNA durante la germinacién de
maiz y el efecto que tienen los fitorreguladores benciladenina (BA) y acido abscisico (ABA). Me-
diante inmunoprecipitacién y cromatografia de filtracién en gel se determiné que durante la
germinacién PCNA se encontré en forma de monémero, trimero y formando complejos con
ciclina D'y con dos cinasas dependientes de ciclina (Cdks), una de 36 kDa y otra de 32 kDa. Las
cinasas asociadas a PCNA son Cdks tipo A, ya que fueron reconocidas por un anticuerpo dirigido
contra el dominio de unién a ciclina (PSTAIRE) conservado.en este tipo de Cdks, fueron capaces
de fosforilar a la proteina de retinoblastoma de maiz (Zm RBRY), un sustrato para Cdks tipo A'y su
actividad se afecté por inhibidores quimicos especificos para Cdks como roscovitina y olomoucina.

La composicién de los complejos formados por PCNA varia dependiendo del estado celular
que tienen las células de las semillas en la germinacién, al inicio la mayor parte de las células
estuvieron en la fase G1 del ciclo celular y PCNA se asoci6 a ciclina D, conforme la germinacién
avanzé y se inici6 fa replicacién del DNA, los niveles del complejo entre PCNA y ciclina D dismi-
nuy6 al igual que la actividad de cinasa asociada a PCNA. Cuando la germinacién se aceler6 en
presencia de BA, la replicacién del DNA se inicié 6 h antes respecto a la germinacién control y el
complejo de PCNA-ciclina D desaparecié més rapidamente, pero la actividad de cinasa asociada
a PCNA sobre Zm RBR no se afectd. No obstante, en la ge'rminacic’)n tardia la cinasa fue capaz de
fosforilar a una protefna endégena de 60 kDa asociada al complejo de PCNA. Por otra parte, ABA
inhibi6 la germinacién al detener a las células de las semillas en la fase G1 del ciclo celular, bajo
estas condiciones la formacién de ios complejos de PCNA con ciclina D se comportaron de
manera similar que con BA, pero la cinasa permanecié activa y ademas de forsforilar a Zm RBR
también forforil6 a la proteina endégena de 60 kDa. '

Este estudio indica que la conservacién de algunas proteinas que regulan el ciclo celular en
plantas y mamiferos, es reflejada en las interacciones que tienen estas protefnas.




ABSTRACT

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

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

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

This study indicates that the conservation observed in some proteins involved in cell cycle
regulation in plants and mammals, is reflected in the interactions among these proteins.
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INTRODUCCION

1.1 Germinacién

La produccién de semillas es un proceso que algunas plantas realizan para poder originar una
nueva planta; para ello, una vez que se produce, la semilla tiene que germinar.

La germinacién se inicia con la entrada de agua a la semilla (imbibicion) y termina con la
iniciacién de la elongacién del eje embrionario, usualmente la radicula (Bewley y Black, 1994);
durante este proceso ocurren cambios en las semillas, tales como hidratacién de proteinas, cam-
bios estructurales subcelulares, respiracién, sintesis de macromoléculas y elongacién celular. £l
resultado de estos eventos es la conversién de un embrién deshidratado, con un metabolismo
casi nulo, a un embrién con un metabolismo activo y vigoroso. _

La germinacién es afectada tanto por factores extrinsecos como por factores intrinsecos. Los
factores extrinsecos estdn relacionados con las condiciones ambientales como la cantidad de
~ agua disponible, la temperatura y el oxigeno. Dentro de los factores intrinsecos se encuentran los -
fitorreguladores u hormonas vegetales, tales como las giberelinas, auxinas, citocininas y 4cido abscisico.

 Los fitorreguladores controlan varios procesos del desarrollo y crecimiento de las semillas in-
cluyendo la detencion del crecimiento antes de la maduracién y la acumulacién y almacena-
miento de reservas.

Las giberelinas inducen la germinacién por expresién de genes que codifican para enzimas
hidroliticas capaces de degradar las reservas almacenadas en el endospermo para que puedan

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

11



INTRODUCCION

El dcido abscisico (ABA) inicialmente se describié como un factor que induce abscisién en las
hojas y frutos. Ahora se sabe que el ABA mantiene el balance hidrico cuando hay un déficit, a
través de la induccién del cierre de los estomas. Durante la embriogénesis, el ABA previene la
germinacién antes que la semilla madure e induce la sintesis de protefnas que le confieren tole-
rancia a la desecacién. Existe evidencia de que la embriogénesis ocurre en presencia de ABA,
pero la germinacién se inhibe. También se ha reportado que el ABA inhibe la sintesis de DNA
(Robertson et al.,1990).

Las citocininas son hormonas que mejoran el crecimiento de la planta al estimular la
division celular, su concentracién se incrementa durante el desarrollo de la semilla y decae
en la maduracién; esta distribucién temporal es consistente con la funcién que tienen las
citocininas de controlar el desarrollo de las semiilas. En la germinacién, las citocininas indu-
cen la activaci6n de algunas protefnas que participan en la regulacién del ciclo celular (Cruz-
Carcia, et al., 1998; D’Agostino y Kieber, 1999) y en la replicacién del DNA (Vazquez-
Ramos y Reyes, 1990). o A

Cuando una semilla retine las condiciones antés mencionadas se inicia fa germinaci6n. La |
transicién del desarrollo embrionario a la germinacién necesita de cambios en fa expresion genética.
La expresién de genes que codifican para proteinas de reserva y para enzimas que estdn
involucradas en la sintesis de material de reserva durante la maduracién del embrién se reprime,
mientras que la expresién de los genes que codifican para enzimas involucradas enla germinacion,
iniciacién del crecimiento y la subsecuente movilizacién de reservas debe de ser activada (Bewley
y Black, 1994). Al respecto se ha reportado que la sintesis de profeu’nas durante las primeras horas
de germinacién en semillas de maiz, pino y trigo, se debe tanto a la presencia de RNAs mensaje-
ros preformados durante el desarrollo de las semillas, como a transcritos sintetizados de novo
(Martin et al., 1981; Datta et al., 1983; Sanchez de Jiménez et al., 1984; Masumori et al., 1992;
-y Bewley y Black, 1994); sin embargo, la funcién de los RNAs preformados es rapidamente reem-
plazada por los RNAs sintetizados de novo (Caers et al., 1979).

Al inicio de la germinaci6n, las células de las semillas deben preparase para reactivar su meta-
bolismo. En maiz se ha reportado que durante la maduracién de las semillas, la mayoria de las
células del embrién quedan detenidas en la fase G1 del ciclo celular (Deltour y Jacmard, 1974).
Al inicio de la germinacién, las células reactivan el ciclo celular para iniciar la replicacién del DNA

y para la division celular posterior.
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INTRQDUCCION

Estudios realizados con ejes embrionarios de mafz indican que durante las primeras horas de
imbibicién (0-8 h) hay sintesis de DNA de tipo reparativa, la cual tiene la finalidad de sustituir al
DNA dafiado durante la maduracién, deshidratacién y almacenamiento de las semillas (Vézquez-
Ramos y Osborne, 1986), y de tipo organelar (Zlatanova et al., 1987). La sintesis de DNA de tipo
replicativa es un evento tardio que se inicia después de las 12 h de imbibicién (Baiza et al., 1989).

El proceso de divisién celular se inicia después de las 28 h de imbibicic’)n; sin embargo, la
divisién celular no se presenta simultdneamente en todas las células meristeméticas del eje em-
brionario (Baiza et al., 1986). Se ha reportado que las primeras mitosis ocurren en las células
meristeméticas del mesocétilo después de las 28 h de imbibicién; posteriormente, la divisién
celular también se presenta en rafces seminales a las 32 h y en rafces primarias a las 36 h de
imbibicién (Bafza et al., 1989). Con la divisién celular se contintia la protrusién radicular, que en
‘maiz inicialmente ocurre por elongacién (Baiza et al., 1989). Es en este momento cuando se
desencadena la proliferacién celular para permitir el crecimiento del eje embrionario y dar ori-

gen a una nueva plantula.

1.2 Replicacién de DNA

La replicacién del DNA es uno de los eventos mas importantes dentro del ciclo celular. En
eucariotes superiores, este proceso requiere la participacién de una gran cantidad de protefnas
esenciales, tales como helicasas, topoisomerasas, proteinas de unién a cadena sencilla (RPA), el
factor de replicacién C (RFC), el antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA), las DNA

polimerasas, la DNA primasa y DNA ligasas (figura A).
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INTRODUCCION
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Figura A. Modelo de la replicacién def DNA en eucariotes.

Proteinas que participan en la replicacién (Buchanan, 2000)

Para que la replicacién se inicie se requiere de la accién de las helicasas, enzimas que desen-
rollan la doble cadena de DNA (Kornberg, 1988 ) y de esta manera permiten la apertura def DNA
para que una de las cadenas pueda servir como molde para originar la nueva cadena de DNA.

Una vez que las cadenas de DNA quedan separadas, [a protefna de replicacién A (RPA) se une
fuertemente al DNA de cadena sencilla para protegerio y ademds evitar que se vuelva a formar la
doble cadena. RPA es un complejo heterotrimérico formado por subunidades de 70, 32 y 14 kDa
(Wold y Kelly, 1988; Wold, 1997), que ademas de estabilizar al DNA de cadena sencilla también
estimula la actividad de las DNA polimerasas a. y 3 (Kenny et al., 1989).

Las DNA polimerasas son {as enzimas que se encargan de sintetizar fa nueva cadena de DNA.
En mamfferos existen varios tipos de polimerasas, las cuales actan en diferentes etapas de la
replicacién del DNA. El complejo DNA polimerasa a/primasa es el Gnico capaz de inidiar la

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

14 TESISCON |
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INTRODUCCION

'3’OH, permitiendo con elio que otra DNA polimerasa inicie la elongacidn de las cadenas conti-
nua y discontinua de DNA (Prelich y Stillman, 1988; Waga y Stillman, 1994). Este proceso reqhie—
re de una altermancia entre la DNA polimerasa afprimasa y las DNA polimerasas replicativas (5 o ).
Este cambio ocurre debido a que la polimerasa o es poco procesiva y se disocia del DNA después de
que se sintetiza el cebador (Tsurimoto et al., 1990a; Weinberg et al., 1990; Murakami et al., 1993).

La DNA polimerasa & participa en la sintesis de DNA tanto de la cadena continua como de la
discontinua (Zlotkin et al., 1996). Ademds tiene una actividad intrinseca de exonucleasa 3'-5, lo
que le permite corregir errores introducidos durante el proceso sintético para mantener la alta
fidelidad de la replicacion de DNA (Byrnes et al., 1976). '

Algunos estudios han demostrado la participacién de la DNA polimerasa ¢ en la sintesis
replicativa de DNA (Lee et al., 1991; Turchi et al., 1994).

Ademas de las polimerasas, la replicacién del DNA requiere de la participacién de una RNasa
H1 y/o Fen 1, y de una DNA ligasa. Estas proteinas participan en la maduracién de los fragmentos
de Okazali. La proteina Fen 1 es una exo/endonucleasa 5'-3" que remueve los cebadores de los
fragmentos de Okazaki; la Rnasa H1 también-participa en la remocién de los cebadores. La DNA
ligasa promueve la unién covalente de los fragmentos de Okazaki para asf permitir la formacién
de cadenas de DNA maduras (Turchi et al., 1994; Robert ef al., 1997).

Proteinas clave involucradas en el ensamblaje de las polimerasas replicativas a {a horquilla de
replicacién, son ef factor de replicacién C (RFC) y el antigeno nuclear de proliferacién celular {(PCNA).
RFC es un complejo formado por 5 subunidades (p140, p40, p38, p37 y p36} (Ellison y Stillman,
1998) y su unién al DNA es un prerrequisito para ensamblar a las polimerasas replicativas al
templado de DNA (Tsurimoto y Stillman, 1990b; Lee y Hurwitz, 1990 ). El extremo 3’OH del
cebador es reconocido por RFC, su unién al DNA desplaza a la DNA polimerasa o/primasa de la
horquilla de replicacién y promueve la asociacion de PCNA con el DNA, lo que a su vez permite

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

1.3 Antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA)

El antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA) inicialmente se identificé como una proteina

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

15



INTRODUCCION

sfntesis estaba relacionada con el estado proliferativo de las células (Miyachi et al., 1978). Dos
anos después, Bravo y Celis (1980) identificaron una protefna que se sintetizaba durante la fase S
del ciclo celular, a la que ltamaron ciclina. Trabajos posteriores demostraron que PCNA vy ciclina
eran la misma protefna por lo que se le quedé el nombre de PCNA (Mathews et al., 1984).
PCNA es una proteina que estd altamente conservada en levaduras, insectos, animales y plantas
(Matsumoto et al., 1987, Bauer y Burgers, 1988, Suzuka et al.,1989) y en todas las especies se ha
demostrado que tiene un peso molecular de alrededor de 29 kDa.

Estudios de cristalograffa han mostrado que PCNA es un complejo homotrimérico, el cual
forma un anillo hexagonal (figura B). Cada monémero tiene una regién llamada asa conectora del
interdominio, en la cual se unen una serie de protefnas que contienen un dominic conocido
como de interaccion a PCNA (PIP).

En todas las especies estudiadas, PCNA es una protefna dcida con pl bajo (Kelman y O’'Donnell,
1995). La distribucién de cargas sobre el anillo es asimétrica, existe un potencial electrostitico
negativo en la parte externa del anillo y un potencial positivo en la cavidad central del anillo, lo

que permite formar un complejo estable con el DNA,

Asa conectora del
interdominio

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura B. Estructura de PCNA.
Localizacién de dominios funcionales de PCNA. En color verde se presenta el dominio central (Asp 41-His44), en
café el asa conectora del interdominio (Leu 121-Glu 132) y en rojo el residuo de Asp 97 y el dominio C terminal

{Lys254-Glu256) (Tsurimoto, 1998).
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INTRODUCCION .

1.3.1 Funcién de PCNA ,
El antigeno. nuclear de proliferacién celular (PCNA) es una proteina esencial para el metabolismo del
DNA ya que tiene funciones importantes en procesos celulares.como la replicacién del DNA, su
reparacién y el control del ciclo celular {Prelich y Stilman, 1988; Shivji et al., 1992; Xionget af., 1992).
Inicialmente se describié como un factor que estimulaba la actividad e incrementaba la
procesividad de las DNA polimerasas tipo 8 y & (Tan et af., 1986; Prelich et al., 1987, Burgers,
1991). En esta funcién acttia como un “sliding clamp” o pinza mévil que rodea al DNA de manera
dependiente del factor de replicacién C (RFC) y asi permite la entrada de la DNA polimerasa a la

horquilla de replicacién, a la que estimula.

1.3.2 Proteinas asociadas a PCNA

En los dltimos afios una serie de reportes han demostrado que en células de mamiferos, PCNA se
asocia a un gran nimero de proteinas {Tabla- 1) que participan en el metablolismo del DNA, como
las DNA polimerasas 3 y €, RFC, Fen 1, DNA ligasa 1, DNA topoisomerasa, MLH1, MSH2, XP-G
y DNA metil transferasa (Burgers, 1991 :Teurimoto, 1990; Li, et al., 1995,; Levinet al., 1997, Umar
et al., 1996; Gary et al., 1997 YChuang et al., 1997). Por lo anterior, se ha propuestd que PCNA
es una proteina que ademds de ser un factor de procesividad de las DNA pdlimerasas, sirve de
plataforma que permite el reclutamiento de estas proteinas a la horquillra de replicacién o bien al
DNA con fragmentos de cadena sencilla (Kelman y Hurwitz, 1998 ).

PCNA también se asocia a protefnas que tienen funciones importantes en el control del ciclo
celular como la ciclina D, proteinas cinasas dependientes de ciclina (Cdks) y p21 (Xiong et al.,
1992; Waga et al., 1994; Koundriockoff et af., 2000). La ciclina D es una protefna que se asocia
y activa a una cinasa dependiente de ciclina (Cdk) (Sherr, 1994). Las Cdks son una familia de
proteinas cinasas que regulan el ciclo celular (ver generalidades del ciclo celular). Se ha encontra-
do a PCNA formando un complejo cuaternario con la ciclina D, Cdk y p21. El significado fisiol6-
gico que tiene la formacién de este complejo no ha sido determinado, pero es probable que
contribuya en la coordinacién entre la progresién del ciclo celular y la replicacién del DNA (Paga-

no et al., 1994; Tsurimoto, 1998).
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Proteinas que Efecto de PCNA | Organismo
. . . .. sobre la donde se .
m,teracglg:a con Funcién proteina estudié la Referencias
P de unién interaccién
REPLICACION
. Sintesis de DNA (cadena continua | Estimulacién de Humanosy | Burgers, 1991;
DNA polimerasa & y discontinua); reparacién de DNA.| su procesividad levaduras Zhang,1998
. Sintesis y reparacién de DNA; Estimulacién de | Humanosy __— .
DNA polimerasa ¢ punto de control en ciclo celular. | su procesividad levaduras Burgers, 1991;
RFC (factor de Pasicionador de PCNA en el extremo Estimﬁlacidn desu | Humanos Tsurimoto )
¥ | Stiliman, 1990
replicacién C) | 3' OH del molde cebador, ATPasa. |actividad de ATPasa| levaduras | Zhanget al,.1999
~ FEN1 (flap Exonucieasa 5'-3' del cebador de ESﬁ:::l:il\.E'liﬁigé' éi: su Hurmanos | 1 €t al., 1995 y
endonucleasa) DNAy fragmentos de Okazaki. endonucleasa Wu et al., 1996
. Une los fragmentos de Afecta la sintesis . ‘
DNA ligasa | Okazaki de DNA. de DNA por pol 8y 5 Humanos |Levin et af,, 1997
CICLO CELULAR
Inhibidor de la actividad del Inhibe :
p21 (CIP1, WAF1) complejo ciclina/Cdk res;l;gg;rgrr]n‘?at?)ﬁ,\ Humanos | Waga et al,.1994
. Ciclina de G1; Inhibe la .
Ciclina D activa a Cdk replicacion de DNA Humancs | Xionget af,.1992
Cinasa que participaen la . Koundriockoff
Ccdk2 transicién G1/S y G2 Desconocido Humanas et al,. 2000
REPARACION DEL DNA
Desconocida; detencién del _
GADD45 crecimieréto y g?n inducido por Desconacido Humanos | Hall et af,, 1995
afio al DNA. ’
Desconocido; gen de respuesta ‘ Vairapandi
MyD118 ! { i H
Y a la diferenciacién terminal. Desconocido umanos et al., 1996
Reparacién de DNA cuando Estimula la reparacion | Humanos y
MLH1, MSH2 hay mal apareamiento de bases. del ma&:ptgfémlento levaduras Umar et al., 1996
imula la reparacién ]
Endonucleasa; stimila a reparacion
Xp-G escisién-reparacién. Sauclethdos tnduce | Humanos | Gary et al., 1997
) resintesis del DNA : '
DNA Metilacién de citosinas Blanco de un DNA Huranos Chuang
metil-transferasa en el DNA. sintetizado etal. 1997
 Uracil-DNA Reparacién del DNA por escicién - : Muller y
glicosilasa de bases; remueve un uracilo del DA, | Desconocido Humanos | [ donna, 1996

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

1.4.1 Generalidades del ciclo celular

La division celular es un proceso fundamental que todos los organismos vivos realizan, pero solo
los eucariotes han hecho uso de una separacién temporal entre la replicacién del DNA (fase S) y
la segregacion de los cromosomas (fase M); ambas etapas estdn divididas por las fases G1 y G2
respectivamente. En la fase G1 del ciclo celular, se determina si las células tienen las condiciones
tanto ambientales como los factores de crecimiento necesarios para iniciar la replicacion del
DNA; en la fase G2 se revisa que todo el DNA haya sido duplicado fielmente {Hartwell y Weinert,
1989). De esta manera se asegura que la segregacién del material genético sea correcta.

Las principales proteinas que controlan el ciclo celular son las cinasas dependientes de ciclinas
(Cdks} y sus subunidades reguladoras llamadas ciclinas. Debido a la importante funcién que tie-
nen, las Cdks deben ser finamente reguladas. Como su nombre lo indica, requieren de una
ciclina para ser activadas. La ciclina, ademas de activar a la Cdk, también ayuda a su estabiliza-
cién, a su localizacién celular y le confiere especificidad. de sustrato (Pines, 1995). La actividad
del complejo es también regulada por fosforilacién y desfosforilacién y el chplejo'es totalmente
activo solo después de que es fosforilado en la Thr 160 6 161 (Draetta et al., 1988; Krek y Nigg,
1991) y desfosforilado en Thr14 y Tyr 15 (Gould y Nurse, 1989).

En mamiferos existen varias clases de ciclinas y Cdks que acttian en diferentes etapas del ciclo
celular. Las Cdks han sido clasificadas de acuerdo a los aminoécidos que tienen en el sitio de
unidn a ciclinas (tabla 2). Las Cdks responsables para la progresién de la fase G1 y entrada a la fase
S son las Cdk4 y Cdks, las cuales son activas en presencia de las ciclinas tipo D; en la transicién
- G1/8 el complejo activo est formado pbr Cdk2 unida a ciclina E principalmente; posteriormente
se requiere de la funcién de Cdk2 unid'a a ciclina A en la fase S; en la fase G2/M el complejo
activo es el de Cdk1 (6 Cdc2) unido a ciclina A o bien unido a ciclina B. La funcién de cada uno
de los complejos en las diferentes etapas del ciclo celular permite que los procesos se realicen de

manera controlada y ordenada para que la division celular se lleve a cabo exitosamente.
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Tipos de Cdks Dominio de unién a ciclina | Ciclina asociada Fase donde actiia

Cdk1 EGVPSTAIREISLLKE A, B G2/M

Cdk2 EGVPSTAIREISLLKE A E G1/5, S

Cdk3 EGVPSTAIREISLLKE , (?).‘ G1?

Cdk4 . GGLPV/ISTVREVALLRR D | G1/s _

Cdk5 - EGVPSSALREICLLKE p35 DIFERENCIACION NEURONAL
Cdké EGMPLISfREVAVLRH D G1

Cdk7 | NI/FFALRE 7 H TODO EL CICLO CELULAR (%)

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

{ Modificada de Hutchison et al., 1995)

1.4.2 Fase G1
En la fase G1 del ciclo celular, las células son capaces de integrar la informacién sobre la disponi-
bilidad de nutrientes, condiciones ambientales, estado de desarrollo, asi como también la infor-
maci6n intracelular para determinar si van a proliferar. Estos eventos ocurren antes del punto de
restriccion ( R ); si los factores de crecimiento son insuficientes las células no pasan este pﬂnto y
entran en un estado quiescente (G0). Cuando las células tienen los factores necesarios para pro-
liferar, se rebasa el punto Ry las células se preparan para iniciar el ciclo celular.

La integracién de esta informacién opera a través de controles que repercuten directamente
sobre las ciclinas de tipo D, cuya transcripcién es totalmente dependiente de suero o factores de

crecimiento (Matsushime et al., 1991; Ajchenbaum et al., 1993; Ando et al., 1993).
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Las ciclinas tipo D se unen y activan a las cinasas dependientes de ciclinas Cdk4/6, las cuales
fosforilan é la protefna de refinoblastoma (pRB) (Sherr, 1993, 1994). pRB es la protefna que
controla la entrada a ciclo celular mediante la inhibicién del factor trasncripcional E2F (Graha et
al., 1998; Stiegler et al., 1998) y el 'reclutamiento de la histona desacetilasa (HDAC1) ( Ferreira et
al., 1998; Magnaghi-Jaulin et al., 1998). E2F y HDACT se pueden unir simuitdneamente a pRB,
pero solo cuando estd en su estado hipofosforilado (Ferreira et al., 1998).

El reclutamiento de HDAC 1 por pRB permite la desacetilacién de histonas, lo que provoca
que se asocien fuertemente al DNA, impidiendo con ello que los factores transé_ripcionales
‘puedan activar la transcripcién (Ferreira et al., 1998). ' |

E2F al estar unido a pRB es inactivo, pero cuando pRB es fosforilado por el complejo ciclina D/
Cdk4/6, E2F se libera, lo que permite la activacién de la transcripcion de genes como E2F, Cdk2.
y Cdk4, ciclina A, Dy E, pRB, HDACy muchos de los genes que son requeridos para la sintesis de
DNA como PCNA, la DNA polimerasa o y la ribonucledtido reductasa (Black y Azizkhan, 1999).
Una vez que pRB ha sido fosforilada, la ciclina D se degrada y la cinasa se inactiva lo que permite
la entrada a la fase S del ciclo celular (Sherr, 1994),

Las ciclinas tipo E se acumulan en la fase G1 tardia, formando un complejo activo con Cdk2
que acelera la fosforilacién de pRB (Koff et al.,1992; Resnitzky y Reed, 1995). Si bieh en sus fases
iniciales el paso de G1 a S requiere del complejo Cdk4/ciclina D, el complejo Cdk2/ciclina E

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

1.4.3 Fase §
La ciclina E es degradada al inicio de la fase S (Koff et al.,1992). En este momento se empiezan a
sintetizar las ciclinas tipo A, las cuales se asocian y activan a Cdk2 para permitir la progresién de
la fase S (Pagano et al., 1992). No se conoce exactamente cual es la funcién de esta cinasa; sin
embargo, se ha determinado por ensayos de inmunoinhibicién y sobreexpresion de ciclina A,
que es una protefna esencial para la iniciacion y la progresic’)n de la fase S (Girard et al., 1991;
Resnitzky et al., 1995).

El complejo Cdk2/cyclin A se ha encontrado unido a los focos de replicacién (Cardoso et af.,
1993 ). Ademés, se ha demostrado que fosforila a la subunidad pequefia de la proteina de
replicacién A (RPA) (Pan et al., 1994); se ha propuesto que después de que la replicacién se lleva

a cabo, Cdk2-ciclina A fosforila a RPA, lo que ocasiona que RPA se disocie del DNAy se transloque
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“acitoplasma, por lo que de esta manera se evita una segunda ronda de replicacion. Los niveles de
Cdk2/ciclina A decrecen al inicio de la fase G2, lo que permite que RPA se desfosforile y que
pueda unirse nuevamente al DNA, posiblemente para p'arti(:i'par en la reparacion del DNA,

También durante la fase S, Cdk2/ciclina A forma un complejo cuaternario con p107, una
protefna estructuralmente relacionada con pRB que también une a E2F Es posible que la activi-
dad de Cdk2/ciclina A sea necesaria para mantener hiperfosforilada a p107 para que continde la

transcripcion de los genes de fase S (Shirodkar et al., 1992; Devoto et al., 1992; Zhu et al., 1993).

1.4.4, Fase G2 o

- Para entrar a mitosis, se debe activar el factor promotor de mitosis (MPF), compuesto por Cdk1/
ci.clina B (N'urse, 1990). La ciclina B se empieza a acumular al final de la fase S y se une a Cdk1;
sin embargo, la unién de ciclina B no es suficiente para activar a Cdk1, ya que el complejo se
mantiene en un estado inactivo durante la fase G2, esto debido a que Cdk1 es fosforilada por las
cinasas Wee/Myten los residuos de tirosina 15 y treonina 14, lo que provoca su inhibicién (Dunphy,
1994; Morgan, 1995). Después de ciue se realiza correctamente la replicacién del DNA, el com-
plejo Cdk/ciclina B es desfosforilado en los residuos de tirosina 15y treonina 14 por la fosfatasa

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

1.4.5 Fase M

Durante la mitosis ocurren una serie de cambios morfolégicos que permiten que se lleve a cabo
la citocinesis, como la ruptura y disgregacién de la envoltura nucléar,_ la condensacién de
cromosomas y la separacién de las crométidas hermanas. El co'mplejo Cdk1/ciclina B fosforila
algunos de los componentes que regulan reorganizacion de la arquitectura de la célula durante la
mitosis; asf por ejemplo, Cdk1/ciclina B fosforila las subunidades de la limina nuclear para que se
de el desensamblajel de la envoltura nuclear (Peter et al., 1990); también fosforila a la proteina
histona H1 para que se disocie del DNA (Jerzmanowski y Cole, 1992; Reeves, 1992), lo que
permite la accién de la topoisomierasa Il para la condensacién de la cromatina. Otro sustrato del
' complejo MPF es la proteina caldesmbn, cuya fosforilacién debilita su interaccién con actina,
induciendo con elio la disociacién de los microfilamentos (Yamashiro et al., 1990). Finalmente, se
ha propuesto que la disminucién de la transcripcién durante mitosis puede ser mediada por

Cdk1/ciclina B (Gottesfeld et al., 1994).
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Por otra parte, tanto Cdk1/ciclina A como Cdk1/ciclina B son capaces de incrementar la for-
macién de microtdbulos de centrosomas aislados (Booher y Beach, 1988; Ohta et al., 1993),
eventos que preparan a la célula para dividirse. |

La salida de mitosis requiere de la separacién de los cromosomas, el desensamblaje del huso
mitético y la citocinesis. El inicio y coordinacién de estos procesos estan controlados por el complejo
promotor de anafase (APC)/ciclosoma, el cual induce la separacién de los cromosomas y el
desensamblaje del huso mitético por medio de la degradacién de inhibidores de anafase; ade- |
. mds, promueve la salida de mitosis mediante la degradaci6n de las ciclinas mit6ticas. La degrada-
cién de las ciclinas A y B dependen de una pequefia secuencia que conservan estas protefnas flamada
caja de destruccion; este dominio es similar pero no idéntico entre la ciclina A y B, diferencia que
‘permite que la degradacién de estas ciclinas sea de manera secuendial, primero se degrada ciclina A

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

1.4.6 Inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CKls)

La actividad de los complejos Cdk/ciclinas, ademds de ser regulada por fosforilacién, es controla-
- da por protefnas inhibidoras de Cdks (CKls). En células de mamiferos, dos clases de CKis, la
familia de las proteinas Cip/Kip y la familia de las proteinas Ink4, pueden detener el ciclo celular
en respuesta a sefiales extracelulares e intracelulares (Harper y Elledge, 1996).

Los miembros de la familia de las proteinas Ink4, son: p15, p16, p18y p19; estas protei-
nas inhiben solamente a los complejos Cdk4/6-ciclina D. Los inhibidores de este tipo se
unen a las Cdks y previenen la unién de su ciclina y de ATP (Brotherton et al., 1998; Russo
et al., 1998). La proteina p15 es inducida por TGF-B para detener el ciclo en G1; la proteina
p16 se acumula progresivamente con la edad de las células; por otro lado p18 y p19 son
expresadas durante el desarrollo fetal y pueden tener funciones importantes en el proceso
de diferenciacién terminal.

Las proteinas de la familia Cip/Kip incluyen a p21, p27 y p57, las cuales inhiben a los comple-
~ jos Cdk2/ciclina E y Cdk4/6 ciclina D involucrados en el control de las fases G1 y G1/S. Las CKls |
son reguladas a muchos niveles. La proteina p21 es controlada a nivel transcripcional por p53, un
factor transcripcional que detiene el ciclo celular en respuesta a dafio de DNA (Harper y Elledge,
1996). Este factor transcripcional también es importante en la activacién de p15 ( Hannon y

Beach, 1994).
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En algunos tipos celulares, las sefiales extracelulares inducen cambios en los niveles de p27
(Kato et al., 1994), algunas veces a nivel traduccional (Hengst y Reed, 1996) o bien por inhibicién
de la degradacién dependiente de ubiquitinacién (Paganb et al., 1995).

Los primeros estudios acerca de la funcién de estas proteinas mostraron que se unen al com-
plejo Cdk/ciciina ya formado, lo que provoca un cambio conformacional en su sitio catalitico,
inhibiendo con ello la actividad de cinasa. Sin embargo, Labaer et al., (1997), demostraron que
p21y p27 se unen a las ciclinas y a las Cdks y promueven el ensamblaje del éomplejo Cdk/ciclina.
Al respecto, Zhang et al. (1994) sugieren que p21 puede actuar'como un factor de ensamblaje
cuando solo una molécula del inhibidor se une al complejo Cdk/ciclina y que la inactivacién de
la cinasa requiere‘ de mas de una molécula de p21. Sin embargo, Hengst et al. (1998) reportan
que la completa inhibicién del complejo Cdk/ciclina se presenta con una soia molécula de p21,
por lo que la inactivacién de la cinasa esta determina por la fraccién del complejo Cdk/ciclina
que se asocia a p21 y no por la estequiometria del inhibidor unido a la cinasa.

Recientemente se ha publicado que p21 ayuda al complejo Cdk/ciclina a entrar a nicleo.
Ademds, se ha reportado que p21 promueve la acumulacién nuclear del complejo Cdk/ciclina a
través de la inhibicién de la fosforilacién de ciclina D en el residuo de treonina 286, fosforilacién

que es importanté para la exportacién de ciclina D a citoplasma para su posterior degradacién

(Alt et al., 2002 ).

1.5 Ciclo celular en plantas

En plantas, los mecanismos basicos que cdntrolan el ciclo celular se han conservado; sin embar-
go, su regulacién es diferente debido-a que las células de las plantas son totipotenéiales y estan
controladas por fitohormonas (Jacobs, 1995, Coenen y Lomax, 1997; Meyerowitz, 1997). Los
trabajos realizados en Arabidopsis thaliana, tabaco, alfalfa, chicharo y maiz han demostrado que
en plantas existen cinco tipos de Cdks y por lo menos cuatro familias de ciclinas (Renaudin et af.,
1996; Joubes et al., 2000) que han sido clasificadas en cinco grupos: A, B, Dy H de acuerdo a la
homologia que presenta su dominio de ciclinas con las ciclinas de mamiferos (Renaudin et al.,
1996; Yamaguchi et al., 2000).

Las ciclinas tipo A y B son ciclinas mitéticas (Reichheld et af., 1996; Mironov et al., 1999). La

ciclina A de A. thaliana, maiz y soya parece actuar en la transicion G2/M (Hata et al., 1991;
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Renaudin et al., 1994), mientras que la ciclina B se acumula durante la fase G2 y al inicio de la
fase M. La destruccion de las ciclinas A y B en un punto especifico durante la mitosis es esencial
para que el ciclo celular concluya exitosamente (Huntley y Murray, 1999).

Las ciclinas tipo D, al igual que las de humanos, también presentan una expresién dependiente del
ciclo celular y controlan la entrada a ciclo celular en respuesta a factores de crecimiento y nutrientes
(Riou-Khamlichi et al., 2000 ). Existen varios tipos de ciclinas D. En A, thafiana la ciclina D3 es induci-
da por citocininas; ademds, explantes de hojas de plantas que sobreexpresah ciclina D3 pueden
iniciar y mantener la division celular en ausencia de citocininas, implicando con ello que su expresién
es necesaria para la activacién del ciclo celular (Soni et al., 1995; Riou-Khamlichi et af., 1999).

La sacarosa también estd implicada en la regulacion de estas proteinas; el gen de ciclina D4 de A.
thaliana es inducido por sacarosa, asf como también los genes de ciclina D2 y ciclina D3 (De Veylder
et al., 1999; Riou-Khamlichi et af., 1999 ). Lo anterior sugiere que las ciclinas tipo D de plantas, tienen
un papel importante como mediadores de los estimulos ambientales para iniciar el ciclo celular.

Recientemente, en tabaco se aislaron dos genes de ciclinas tipo D con caracteristicas inusuales;
ya que su transcrito se acumula durante la mitosis, lo cual no es comiin para este tipo de protefnas
(Sorrell et al., 1999). Las ciclinas tipo H han sido recientemente caracterizadas en dlamo y arroz
(Yamaguchi et al., 2000). |

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

grandes grupos de acuerdo a la conservacién del motivo de unién a la ciclina (Tabla 3).

Dominio de Ciclina | Fase donde Especies en donde
unién a ciclina asociada actda se han descrito

_' Tipos de Cdks

A. thafiana, Antirrhinum majus, Medicago sativa,

Cdk A PSTAIRE D G1/S, G2/M | Oryza sativa, Zea mays, Triticum aestivum,
FAsum sativum y Nicotiana tabacum

PPTALRE, A, thaliana, Antirchinum majus,

Cdk B PPTTLRE AB G2/M Medicago sativa y Oryza sativa
A. thaliana, Pisum sativum

CdkC PITAIRE ND ND y Medfcago sativa

cdkD N(I/F)TALRE H? ND A. thaliana y Oryza sativa

CdkE SPTAIRE ND ND Medicago sativa

Tabla3. Clasificacion de las cinasas dependientes de ciclina de plantas. (Modificada de Mironov et al., 1999).
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La Cdk tipo A de plantas es estructuralmente homéloga a cdc2 de mamiferos, ya que
conserva los aminodcidos PSTAIRE en el motivo de unién a ciclina. Sin embargo, a diferen-
- cia de la cdc2 de mamiferos, los niveles del transcrito y de la proteina Cdk A no presentan
una expresién preferencial en alguna fase del ciclo celular y son detectados a niveles muy
bajos en células de tejidos no proliferativos (Colasanti et al., 1991; Ferreira et al., 1991; Hirt
et al., 1993). Se ha determinado que Cdk A es activa en las fases G1/S y G2/M del ciclo
celular (Mironov et al., 1999; Joubes, 2000).

Actualmente, se han aislado los genes de Cdk A en maiz, arroz, alfalfa, soya, chicharo, tabaco
y A. thaliana (Colasanti et al., 1991; Ferreira et al., 1991; Hashimoto et al., 1992; Hirt et al.,
1993; Miao et al., 1991; Fober et al., 1994; Setiady et al., 1996). En maiz se han aislado dos -
genes de Cdk A y estudios tipo “Southern blot” sugieren que hay mas de dos genes para esta
cinasa (Colasanti et al., 1991).

En tabaco, la ciclina D y la ciclina A pueden unirse a Cdk A in vivo, formando complejos
capaces de fosforilar in vitro a pRB de tabaco ( Nakagami, et al., 1999). En A. thaliana, las ciclina
D2 y D3 son capaces de interaccionar con Cdk A y ambos complejos pueden fosforilar a la
proteina histona H1 (Healy, et al., 2001).

Las Cdks tipo B poseen un motivo de unién a CIC|Ina divergente, PPTALRE o PPTTLRE, por lo
que se han dividido en dos subgrupos, Cdk B1 y Cdk B2 respectivamente. Estas proteinas son
especificas de plantas y se han estudiado en alfalfa, chicharo y A. thaliana {Feiler y Jacobs, 1991;
Newman et al., 1994; Magyar et al., 1997). Su patrén de expresién a nivel transcripcional,
traduccional y su actividad son dependientes del ciclo celular y dnicamente actGan en la transi-
cién G2/M (Mironov et al., 1999). Cdk B puede ser activada tanto por ciclina A como por ciclina’
B (Huntley y Murray, 1999).

Recientemente se han identificado otras tres familias de Cdks (Cdk C, Cdk D y Cdk E). Estas
proteinas han sido poco caracterizadas y su funcion en el ciclo celular no es muy clara. La Cdk C
'se ha encontrado en chicharo y alfalfa, ambas cinasas han sido caracterizadas ‘por.su motivo de
unién a ciclina PITAIRE, también presente en una Cdk 9 de humanos (Lapidot-Lifson et al., 1992).
La Cdk C de alfalfa se expresa constitutivamente en cultivos celulares sincronizados (Magyar et
al., 1997), sin embargo, Mironov et al., (1999) argumentan que no hay sefial por hibridacién in
situ de Cdk C de A. thaliana en células que se estan dividiendo. La funcién de estas cinasas podra

ser determinada cuando se logre conocer su subunidad reguladora.
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Las Cdks tipo D de plantas son homélogos funcionales de las cinasas activadoras de Cdks
(CAK), tienen el motivo N(I/F)TALRE en su dominio de unién a ciclinas y presentan similitud con
Cdk7 de humanos. Solo dos miembros de estas proteinas han sido estudiados en plantas. Cdk D

-de arroz es capaz de fosforilar a CdkA de arroz, a Cdk2 de humanos y al dominio C-terminal de
fa subunidad grande de la RNA polimerasé Il de A. thaliana, semejante a como lo hace la Cdk7
(Serizawa et al., 1995). ‘

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

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

funcién de esta profel’na en el ciclo celular atin no ha sido determinada (Magyar et al., 1997).

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

Las proteinas inhibidoras de Cdks (ICK) de blantas han sido poco estudiadas. El primer inhibidor
fue identificado en A. thaliana (ICK1), este gen tiene hdmologl’a con la regién amino terminal del
inhibidor de Cdks de humanos tipo p27. La caracterizacién de ICK1 indica que es capaz de
interaccionar e inhibir al complejo Cdk A/Ciclina D3 de A. thaliana. ICK1 es inducido por 4cido
abscisico (ABA) y su induccién inhibe la actividad de Cdk A; lo anterior sugiere un mecanismo
por el cual ABA puede inhibir la divisién celular (Wang et al.,1998).

Se ha reportado gue plantas transgénicas que sobreexpresan ICK1T muestran una inhibicion
significativa en su crecimiento, una reduccién en el nimero de células y una alteracién en la
morfologia de las hojas. Lo anterior sugiere que la funci6n de ICK1 es importante para el control
de la proliferacién en la planta (Wang et al., 2000). ' '

ICK2 es otro inhibidor aislado de A. thaliana que interacciona e inhibe a Cdk A. Estudios in
vitro indican que es un inhibidor mas poténte que ICK1 y su patrén de expresién en la planta es -
diferente a ICK1 (Lui et af., 2000). |

Recientemente, se ha publicado que en A. thafiana existen dos grupos de inhibidores de Cdks.
El grupo A que comprende a los inhibidores ICK1, ICK2, ICK6 e ICK7, los cuales se asocian con
Cdk Ay con las ciclinas D1, D2,y D3; mientras que el grupo B (ICK4, ICK5 e ICKcr), se asocian
con las ciclinas D pero no con Cdk A (Zhou et al., 2002).
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1.6 Antecedentes

En maiz, se ha determinado que en la etapa final de la embriogénesis un alto porcentaje (80 %)
de las células meristeméticas del eje embrionario quedan detenidas en la fase G1 del ciclo celular
(Daltoury Jacqmard, 1974; Conger y Carabia, 1976). Esto implica que al inicio de la germinacién,
estas células tienen que reactivar su ciclo celular y prepararse para que se lleve a cabo la primera
ronda de divisién celular y con ello se desencadene la proliferacién celular para originar una
nueva plantula.

Lo anterior coincide con los resultados obtenidos en huestro_laboratorio, en donde se han
estudiado algunas proteinas que tienen funciones importantes en el ciclo celular y en el metabo-
. lismo de DNA durante la germinacién de mafz. _

Se ha determinado que al inicio de Ja germinacién ocurren procesos de reparacién de DNAy
no es sino hasta después de las 12 h que se inicia la replicacién del DNA nuclear, por lo que
podemos decir que en este momento las células estan en la fase S del ciclo .celular; consecuente-

“mente, la primera ronda de divisién celular se inicia alrededor de las 28 h (Baiza, 1989). Cuando
la germinac_ic’)n se lleva'a cabo en presencia de una citocinina como es la benciladenida (BA), se
estimula y adelanta la replicacién de DNA, provocando que ésta se inicie entre las 4 y 6 h des--
pués de la imbibicién y que la aparicién de las primeras figuras mitéticas ocurra hacia las 15 h
(Réyes- Jiménez et al., 1991).

Algunas de las proteinas de ciclo celular que han sido estudiadas en maiz son fa ciclina D,
ciclina B y E2F; estas protefnas estdn presentes en la semilla secay cuando se inicia la germinacion
fa concentracién de algunas de ellas fluctiia; asi por ejemplo, los niveles de la ciclina D se
incrementan en las primeras horas de germinacién y después de las 15 h {cuando una gran
poblacién celular estd en fase S) se empieza a degradar gradualmente hasta que desaparece
totalmente hacia las 24 h; cuando la germinacion es estimulada con BA, la protefna se acumula
en tiempos més tempranos respecto a los encoh_trados en germinacién normal y por lo tanto su
degradacién se inicia alrededor de las 6 h (Cruz-Garcia et al., 1998).

Otra protefna que ha sido estudiada es el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA). Se .
ha aislado el cDNA de PCNA de maiz (Zm PCNA), el cual codifica para una proteina de 263
aminodcidos y con un peso molecular de 29 342 Da. A nivel de aminoécidos Zm PCNA tiene un

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

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

identidad y 100 % de similitud con una regién equivalente de PCNA de humanos; ademds,

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

ZmBPCNA
HsPCNA

OsPCNA

ZmPCNA
HsPCNA

O3 PCHNA

Z2mPCNE
H&PCNA

OsPCNA

MLELRLVQGS LLKKVLEAIR ELVNDANFOC SGIGFSLOAM DSSHVALVAL LLRAKGFERY
MFEARLVQGS ILKKVLEALK DLINEACWDI SSSGVNLQSM DSSHVSLVQL TLRASEGFDTY

MLELRLVQGS LLKKVLEAIR ELVTDANEDC SCTCFSLOAM DSSHVALVAL LLRSEGFEHY

RCDRNLSNGHM NLNNMARMLR CAGNDDIITI FADDGSDTVT FMFESFRQDE IADFEMFLMD
RCDRNLAMGY NLTSMSKILK CAGNEDTITL RAEDNADTLA LVFEAPNQEK VSDYEMKIMD

RCDRNLSMGM NLNNMARMLE CAGNDDIITI KRDDGSDTVT FMEESFNODK LADFEMKLMD

IDSEHLGIPD SEYQAIVRMP SSEFMRICKED L8SIGDTVVI SVIREGVKFS TSGEIGSANI
LDVEQLGIPE QEYSCVVEMP SGEFARICED LSHIGDAVVI SCAKDGVKES ASGELGNGNI

IDSEHLGIFD SEYQAIVRMP SSEFSRICKD LSSIGDTVIL SVIKEGVERS TAGDIGTANI

ZmMPLNA VCRONOTIDK PEEATIIEMQ EPVSLTFPALR YMNSFTKASE LSEQVTISLS SELEVVVEYKR

HsPCNA KLEQTSHNVDK EEEAVTIENN EPVQLTFALR YINFFTKATP LSSTVTLSMS ADVPLVVEYR

OSPCNA VCRQNETVDK PEDATIIEM) EPVSLTFALR YMNSFTKASE LSEQUTISLS SELPVWVYEYK
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Figura C. Anilisis de la secuencia de PCNA de maiz.

Comparacién de los dominios funcionales de PCNA de maiz (ZmPCNA) con PCNA de humanos (HsPCNA) y PCNA

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

interdominio necesario para la estimulacién de la DNA polimerasa 8 y para la unién de p21, Fen 1 6 DNA ligasa |;

subrayado se muestra el dominio central y el acido aspartico (97), importante para la unién de RFC.

29



INTRODUCCION

~ La proteina de PCNA estd presente en semilla seca y se incrementa durante la germinacién
presentando un nivel méximo alrededor de las 20 h, tiempo en el cual estd ocurriendo la replicacién
del DNA; sin embargo, cuando la germinacién es estimulada por BA, la concentracién méxima
de la proteina se presenta a las 6 h de germinacién, coincidiendo con el inicio de la replicacién
del DNA bajo estas condiciones. Cuando la germinaéién es inhibida con ABA, la cantidad de
proteina no cambia de forma importante durante la imbibicién y, en este caso, la replicacién del
DNA se inhibe (Herrera et al., 2000). _ |
En mamiferos, PCNA es una proteina que ha sido estudiada por muchos grupos de investiga-
cién; actualmente se sabe que es capaz de formar un compiejé cuaternario con ciclina D, Cdk y
p21y ademés puede asociarse con otras proteinas que participan en el metabolismo del DNA. El
cDNA de PCNA se ha aislado de arroz, zanahoria, Catharanthus roseus y tabaco ( Suzuka et al.,
1989; Kodama et al., 1991; Hata et al., 1992; Matsumoto et al., 1994); sin embargo, los reportes
de PCNA en plantas se han enfocado bésicamente a estudiar la regulacién y expresién del gene,
por lo que hay pocos estudios acerca de los complejos que forma la proteina. Por lo anterior, este
proyecto estd enfocado a determinar las asociaciones que presenta PCNA durante la germinacién
de maiz, asi como el efecto que tienen algunos fitorreguladores (que aceleran o inhiben la

germinacion) sobre la formacién de estos complejos.
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Debido a que PCNA de mafz conserva los dominios de unién a ciclina D caracterizados en
PCNA de mamifferos, formara un complejo con ciclina tipo D y su cinasa respectiva (Cdk A),
el cual variard en su composicion durante el desarrollo del ciclo celular que ocurre en la

germinacion de maiz.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Estudiar los complejos proteicos que forma PCNA durante la germinacién de maiz y determinar
el efecto que tienen algunos fitorregtjladores que inhiben o estimulan la germinacién, sobre la

formaci6n de estos complejos.

OBJETIVOS PARTICULARES

= Obtener anticuerpos policlonales dirigidos contra PCNA de mafz.

= Determinar si PCNA se asocia a una ciclina tipo D en maiz. -

» Estudiar el comportamiento del complejo PCNA-ciclina, durante la germinacién de maiz en
ausencia y presencié de BA 0 ABA.

» Caracterizar la actividad de éinasa asociada a los complejos formados con PCNA.

= Determinar la actividad de cinasa asociada a PCNA durante la germinacién de maiz yla

germinacion estimulada o inhibida por fitorreguladores.
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En este capitulo se presentan los materiales y métodos que no estdn reportad'os en el articulo.
El presente trabajo se realizé con e;és embrionarios de maiz (Zea mays cv. Chalquefio}.

Los anticuerpos utilizado en este trabajo fueron: Un anticuerpo policlonal dirigido contra la
ciclina D1 de humanos (H-295 de Santa Cruz Biotechnology Inc.); un anticuerpo policlonal diri-
gi'docontra la secuencié PSTAIRE de Cdc2 de humanos (sc-53 de Santa Cruz Biotechnology'lnc.);
un anticuerpo monoclonal dirigido contra PCNA de humanos (PC-10 de Santa Cruz Biotechnology
Inc.), este anticuerpo sélo se utilizd para identificar a Zm PCNA recombinante y el anticuérpo '

policlonal dirigido contra PCNA de maiz, obtenido en este trabajo.

2.1 Clonacién de PCNA en marco de lectura

El cDNA de PCNA de maiz (Zm PCNA) .(Lépez etal., 1 995) fue amplificado por PCR para obtener - |
un ¢DNA en marco de lectura. Para realizar el PCR se utilizaron los siguientes cebadores:
“Forward” 5" TGAAAGCTTTCATGGCTTCATCTC 3’ |
“Reverse” 5'GCCGGATCCATGTTGGAGCTGCGGCTT 37
La reaccion de PCR se realiz6 con 100 ng de plasmido qué contenia el cDNA de Zm PCNA,
0.28 uM de cada uno de los cebadores, 0.2 mM de cada dNTP (dATP, dCTR dTTP y dGTP), 1.5
mM de MgCl,, amortiguador de PCR (500 mM de KCl, 100 mM de Tris-HCl pH 8.3) y 1.65 U de |

~ Taq Polimerasa (Boehringer Mannheim). Las condiciones de amplificacion para los 3 primeros
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ciclos fueron: 1 min a 94°C, 1 min a 55 °C, 1 min a 72 °C; para los siguientes 27 ciclos fueron 1
min a 94°C, 1 min a 60°C, 1 mina 72 °C.

Los cebadores tenfan secuencias de reconocimiento para las enzimas de restriccion Bam Hiy
Hind Ii respectivamente, fo que permiti6 la clonacién del producto de PCR en marco de lectura
en el vector de expresién pPROEX HTb (Gibco-BRL), el cual tiene la caracteristica de adicionar
una secuencia de 6 histidinas extras en la regién amino terminal de la proteina clonada (figura D).
Con este vector recombinante se transformaron células de £ coli BL21 plys. Las células se cultiva-

ron en medio LB con 50 pg/ul de ampicilina.
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Figura D. Esquema del vector pPROEX HTb.

Vector que se utilizé para la clonacién de Zm PCNA en marco de lectura.

Para corroborar la presencia del cDNA de PCNA en las células transformadas, las colonias
resistentes a ampicilina fueron transferidas a una membrana de nylon (hybond N*) para realizar
un “Southern blot”. La membrana fue hibridada con el cDNA de Zm PCNA, el cual fue marcado

con a-P*2 dCTP (1.1 MBg), para ello se utiliz el equipo de Random Primer de NEN.
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La hibridacién se realizé con el am‘ortiguador de 0.3 M'de Na,HPO,, pH 7.2, 0.7 % de SDS y
1 mM de EDTA a 60 °C. La membrana se lavé dos veces con una solucién de 0.1 % de SDSy 0.1
X de SSC (3 M de NaCl, 0.3 M de Citrato de Na, pH 7) a 60 °C, posteriormente la membrana se
expuso a una pelicula de rayos X. De las colonias positivas se purificé el pldsmido y se determiné
la presencia del cDNA de PCNA por experimentos tipo “Southern blot” siguiendo las condicio-

nes descritas anteriormente.

2.2 Sobreexpresion y purificacién de PCNA

Para sobreexpresar a PCNA de maiz en E coli; las células transformadas con el cDNA de PCNA se
cultivaron en medio LB con 50 pg/ul de ampicilina a 30°Cen agitacion haéta obtener una den-
sidad 6ptica de 0.6; después se adiciond al cﬁltivo 0.5 mM de IPTG para inducir la expresién de
PCNA. Las células se incubaron por 3 h més. _

La presencia de la proteina de PCNA se determiné pof medio de un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 11 % tefiido con azul de Coomasie y por ensayos de “western blot”, utilizando
un.anticuerpo dirigido contra PCNA de humano.

La purificacién de la protefna se realizé utilizando el sistema de expresién ProExt™ HT (Gibco-
BRL). Ei paquete celular se resuspendié en 40 ml de amortiguador de lisis que tenia 50mM de
Tris-HCl, pH 8.5, 10 mM de B-mercapfo etanol, 80 mg de lisozima y 1 tableta de inhibidores de
proteas.as Complete™ {Boehringer} y se incub6 por 2 h a 4 °C en agitacion. Los restos celulares se
eliminaron por centrifugacién a 10,000 rpm por 15 minutos. |

La clonacién en marco de lectura en el vector pPROEX HTb generé una proteina de fusién’
con una secuencia que codifica para 6 histidinas extras en la regién amino terminal de la proteina
clonada, lo que permiti6 la purificacién de la proteina reCombinan_te por cromatografia de afini-
‘dad con una columna de nfquel. El extracto soluble se pas6 a través de una columna de niquel
previamente equilibrada con un amortiguador que tenfa 20 mM de Tris-HCl, pH 8.5, 10 mM de
B-mercapto etaﬁol, 100 mM de KCl, 10 % de glicerol y 20 mM de imidazol. El PCNA recombinante

fue eluido de la columna con el mismo amortiguador pero que contenia 100 mM de imidazol.
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2.3 Obtencién de anticuerpos anti-PCNA |

Como la proteina PCNA de maiz tiene una secuencia altamente conservada entre eucariotes,
esta proteina tuvo que acoplérse a hemocianina para dar una mayor respuesta inmune. Para
realizar el acoplamiento se disolvieron 2 mg de hemocianina (Sigma) en 1 ml de PBS (1.37 M de
NaCl, 27 mM de KCI, 100 mM de Na,HPO, y 20 mM de NaH,PO,). A esta solucion se adicion
1 ml de solucién que contiene 2.5 % de glutaraldehido diluido en PBS y se incubé por 12ha
temperatura ambiente. Después se eliminé el exceso de glutaraldehido por centrifugacién en
tubos centricén de corte molecular 100 kDa. La proteina PCNA recombinante (400 pg) diluida
en 90 pl de PBS se mezcl$ con la solucién de hemocianina y esta soluci6n se incubd por 12 h a
temperatura ambiente. |

Para hacer la pri‘mera' inmunizacién, dos preparaciones de PCNA acoplada a hemocianina
(800 pg ) fueron mezcladas con 500 pl de adyuvante completo de Freund. Una segunda inmuni-
zacion se realézé a los 8 dias, pero con adyuvante incompleto. La inmunizacién se realizé en
conejos via intramuscular durante 7 semanas repitiendo el esquema anterior.

Los anticuerpos fueron titulados por “western blot” utilizando 5 pg de PCNA recombinante y

20 pg de extracto totales proteina total de maiz.

2.4 Cuantificacién de proteinas

Para la determinacién de la cantidad de ciclina D y Cdk A durante la germinacién control y en
presencia de hormonas, se utilizaron 20 pg de proteina total de mafz. La cuantificacién de la
proteina se realizé por el método de Bradford y se corroboré que cada muestra tuviera la misma
cantidad de proteina mediante geles tefiidos por Coomasie.

La cuantificaci6n de las proteinas utilizadas en los inmunoprecipitados también se realiz6 por
el mismo método y se verifics que en cada ensayo se utilizara la misma cantidad de muestra, de
tal manera que se aseguré que los cambios observados por “western blot” fueron debidos a un

cambio real de la proteina de estudio.
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2.5 Ensayos de citometria de flujo

El contenido de DNA de las células de la raiz de ejes embrionarios se determiné por citometrfa
de flujo. Los meristemos de la raiz se cortaron finamente con una navaja en presencia de 1.5 ml
de amortiguador que contiene 50 MM de Tris- HCl pH 7.5, 1 mM de MgCl,, 0.1 % de tritén X-
100y 2 mg/ml de 4,6 diamidino-2- fenilindol (DAPI). La muestra se pasé a través de un filtro de
nylon de 30 pum para aislar los nicleos. Los niicleos teiidos fueron analizados en el citémetro de
flujo Partec GMBH (Hahn Strabe 32, D-48161 Munster, Germany). En cada muestra se contaron
1500 nicleos a una velocidad de 10 nticleos por segundo. Los datos fueron procesados en el

programa Mutlticycle versién 2.53, Phoenix Flow Systems.
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3.1 Obtencién de anticuerpos dirigidos contra PCNA de maiz

y asociacién de PCNA con una ciclina tipo D

Algunos de los resultados que se presentan a continuacién se publicaron en el articulo
“Proliferating cell nuclear antigen expression in maize seed development and germina-

tion: Regulation by phytchormones and its association with putative cell cycle proteins.”
Herrera, I'., Sanchez Jiménez, M.P*,, Molina, J., Plasencié, ). and Vizquez-Ramos, ).

Physiologia Plantarum (2000) 110:127-134.

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

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

3.1.1 Obtencién de un anticuerpo dirigido contra PCNA de maiz

La primera parte de este proyecto se enfocé basicamente a la obtencion y caracterizacién de un
anticuerpo dirigido contra PCNA de maiz; para ello el cDNA de Zm PCNA se cloné en marco de
lectura en el vector de expresién ProExt ™ HTb; este vector tiene el promotor fac de manera que
se pudo inducir la expresién de Zm PCNA con IPTG. Ademés la protei'na recombinante sintetiza-
da Contiéné una secuencia de 6 histidinas lo que permitié su purificacién a través de una colum-
na de niquel. En la figura 1 A se muestra la induccién de Zm PCNA en bacterias de £ coli BL21

plys; en el carril 3 y 4 se observa que Zm PCNA se expreéan en niayor cantidad respecto a las
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proteinas endégenas de E. coli (carriles 1y 2); en la figura 1 B se presenta la purificacién de Zm
PCNA, en el carril 2 se muestra la induccién de Zm PCNA, en los carriles 3 y 4 las proteinas que
no se unieron a la columna de niquel y en Iqs carrilles 6 al 10 se observa las fracciones de Zm
PCNA purificadas.

Para confirmar que la proteina recombinante corresponde a PCNA, se realizé un “western blot”
utilizaﬁdo un anticuerpo heterdlogo dirigido contra PCNA de humanos; en la figura 1 C se observa
que la proteina purificada es reconocida por este anticuerpo, en este caso el anticuerpo reconoce
ademds a una proteina de E. coli de bajo peso molecular; sin enﬁbargo, esta proteina s6lo esta presen-
~ te en el extracto crudo y en las fracciones proteicas no unidas a la columna (carriles 2, 3, y 4). E| PCNA
recombinante tiene un peso molecular 3 kDa mayor que la proteina endégena de maiz (carviles 1 y
2), debido a los aminoacidos adicionales que le confiere el sistema de expresién.

La proteina recombinante se utilizé como inmundgeno para obtener anticuerpos dirigidos
contra PCNA de maiz. Debido a que PCNA es muy conservada en mamiferos, fue necesario
acoplar a PCNA con hemocianina, para tener una buena respuesta inmune; después de siete
inoculaciones, se realizé la titulacién del anticuerpo. En la figura 1 D se muestra que el anticuerpo
" es capaz de reconocer a la proteina recombinante y a la proteina enddgena de maiz en una
dilucién 1:3000. El suero preinmune a una dilucién 1:3000 no muestra reaccién con PCNA

recombinante ni con ninguna proteina de maiz.
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Figura 1. Sobreexpresién de Zm PCNA en bacterias y titulacién de anticuerpos.
A) Induccion de Zm PCNA en células de F coli, carril 1y 2, extfacto proteico de E. coﬁ; carril 3 y 4, extracto proteico
de E. Eoﬁ transformada con PCNA e inducida con IPTG. B) induccidn de PCNA en células de E cofi, carril 1, extracto
proteico de ejes de maiz germinados por 6 h; carril 2, extracto proteico de E. coli transformada con PCNAé inducido
‘con IPTG; carriles 3 y 4, fracciones proteicas no unidas a la resina; carriles 5 al 10, fracciénes proteicas eluidas de la
cblumna dé afinidad Ni NTA. C) “Western blot” de las mismas proteinas cargadas en B, usando un anticuerpo dirigido
contra PCNA de humanos. D} Titulacion de los anticuerpos dirigidos contra PCNA dé maiz. El anticuerpo anti-PCNA y.
el suero preinmune (SP), se probaron con extractos proteicos de mafz, carril 1y con PCNA recombinante purificada,

carril 2.
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3.1.2 Complejos formados por PCNA durante la geminacién de maiz
Para estudiar los complejos que forma PCNA durante la germinacién de maiz, se realizé un
“western blot” bajo.condiciones nativas con extractos proteicos de diferentes horas de germinacién.
En la figura 2 se observa que el anticuerpo dirigido contra PCNA de maiz detecta proteinas de 30
kDa, 100 kDa, 158 kDa y de 200 kDa, lo que sugiere que la banda de 30 kDa corresponde a la .
forma monomérica de PCNA, la banda de 100 kDa corresponderia a la forma trimérica de PCNA
y las bandas de alto peso molecular podrian representar complejos de PCNA con otras proteinas.
Para probar lo anterior, se cort6 la banda que corresponde al complejo de alto peso molecular
(158 kDa) y se realizé una segunda corrida en un gel de poliécrilamida en condiciones
desnaturalizantes, el cual fue transferido a una membrana de PVDF e inmunodetectado con un
anticuerpo dirigido contra ciclina D1 de humanos. En la figura 2 B se puede observar la presencia
de una proteina tipo ciclina D de 52 kDa en los complejos de alto peso molecular. |
Los resultados anteriores se corroboraron por ensayos de filtracién en gel (figura 3); en estos
~ ensayos se observa que cuando se utilizaron extractos proteicos de 3 h de germinacién, PCNA
| co-eluye con ciclina D en las fracciones de 159 a 127 kDa. Cuando se utilizaron extractos proteicos
de 6 h, PCNA co-eluye con ciclina D en las fracciones de 143 a 111 kDa; sin embargo, en
extractos proteicos de 15 h sélo en la fraccién de 159 kDa se observa las dos proteinas; lo que
implica que si PCNA se une a ciclina D, el tamafio del complejo debe ser de alrededor de 159
kDa. En este caso, es probable que la asociacién de ciclina D con PCNA sea muy débil debido a

que después de las 6 h de germinacién la ciclina D se empieza a degradar {ver figura 5).
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Figura 2. Formas oligoméricas de PCNA de maiz y presencia de ciclina D en los complejos que forma PCNA.
A) “Western blot” realizado bajo condiciones nativas con el anticuerpo dirigido contra PCNA de maiz. 100 pg de
extractos proteicos de ejes germinados por 0, 3 6 6 h se cargaron en cada carril. B) La proteina en la fraccion de 150

kDa reconocida en (A) se corrié en un gel desnaturalizante para un andlisis tipo “western blot” con anti-ciclina D.
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PCNA

159 143 127 111 95 79kDa 159 143 127 111 95 79 kDa

CICLINA D

PCNA

175 159 143 127 111 95 79 kDa

CICLINAD

Figura 3. Deteccidn de ciclina D en los cohplejos que forma PCNA durante la germinacion.
Extractos proteicos de 1 g de ejes germinados por 3 h (A), 6 h (B) y 15 h (C) fueron separados por filtracion en gel en una

columna de Superdex 200. En cada fraccidn se determiné la presencia de PCNA y ciclina D por “western blot”.

El resultado de la co-elucién, sugiere que PCNA puede formar complejos con proteinas tipo
ciclinas; sin embargo, existe la posibilidad de que la ciclina tipo D esté formando complejos del
mismo tamafo pero con otras proteinas. | |

Para confirmar la asociacién entre PCNA y ciclina D en maiz, se realizé un ensayo de co-
inmunoprecipitacién, en el cual se inmunoprecipitd el extracto proteico de maiz con un anti-
cuerpo dirigido contra la ciclina D1 de humanos. Los inmunoprecipitados se separaron en un gel

desnaturalizante y se transfirieron a una membrana de PVDF para realizar un “western blot” con

TN
pALLA DE ORIGEN
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el anticuerpo anti-PCNA. Los resultados mostraron que PCNA de maiz se asocia a una proteina
tipo ciclina D y esta asociacion es especifica, ya que no se observa co-inmunoprecipitacién cuan-
do se utiliza un suero preinmune (figura 4). También se realizé el experimento invérso, en el cual
se inmunoprecipit6 con el anticuerpo anti-PCNA; sin embargo, no fue posible detectar a la ciclina
D en los inmunoprecipitados, debido a que tiene un peso molecular similar al de las IgGs (52

kDa), como se demostr6 en la figura 2.

a CicdinaD . Sp

Figura 4. Asociacién de PCNA con ciclina D

Extractos proteicos de ejes germinados por 3 h fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-ciclina D (o ciclina D)
y suero preinmune (SP). Los inmunoprecipitados se separaron en un gel desnaturalizante para la realizacién ‘de un
“western blot” con anti-PCNA. Carril 1, extracto total de maiz; carriles 2 y'3, inmunaoprecipitados con anti-ciclina D,
usando. 50 y 25 pg de extracto total respectivamente; carril 4, sobrenadante; carril 5, inmunoprecipitado con suero

preinmune; cartil 6, sobrenadante.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

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

durante la germinacién de maiz

Para estudiar la asociacién de PCNA con ciclina D durante la germinacién normal y la germinacién

en presencia de BA o ABA, se determinaron los niveles de ambas proteinas bajo estas condiciones.
Durante la germinaéién normal la concentracién de PCNA se incrementé conforme avanzé la

germinacién alcanzando un nivel méximo a las 20 h de imbibicién. Los niveles de PCNA fueron

afectados por ambas hormonas; la BA estimulé la acumulacién de PCNA al inicio de la germinacién

observandose un pico de expresién méaximo a las 6 h de imbibicién (Herrera et al., 2000); en
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contraste ABA inhibié la acumulacién de PCNA, por lo que en presencia de esta hormona la
cantidad de PCNA permanecié constante hasta las 24 h de imbibicién (Herrera et al., 2000).
Con respecto a la ciclina D, en la figura 5 se observa que la cantidad de esta proteina se

mantienen relativamente constante hasta fas 6 h de germinacién normal, después de este tiempo
se empieza a degradar ya que a las 15 h s6lo se observaron niveles residuales de la proteina.
Cuando la germinacién se llevé a cabo en presencia de BA, la degradacién de la ciclina se inicié
antes respecto a la germinacién normal, pues hacia las 6 h se disminuyeron los niveles de esta
proteina. En presencia de ABA, la ciclina D permanece constante hasta las 6 h, tal como sucede en la
geminacién normal; sin embargo, en este caso parece que la degradacién es més lenta, ya que a las

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

c oo AP TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

Figura 5. Cambios en los niveles de ciclina D durante la geminacién de maiz, en ausencia y presencia de hormonas.
20 pg de extractos proteicos de maiz germinados por 0, 3, 6 y 15 h (control) y en presencia de benciladenina (BA) y

4cido abscisico (ABA) fueron utilizados para determinar la presencia de ciclina D mediante ensayos tipo “western blot”.

Para estudiar la asociacién entre PCNA y ciclina D durante la germinacién de maiz, se realiza-
ron experimentos de co-inmunoprecipitacién (figura 6). El complejo estd presente en las prime-
ras 3 h de imbibicién y su concentracién disminuye gradualmente en tiempos tardios de
germinacién; cuando se estd llevando a cabo la replicacién de DNA (15 h de imbibicién) sélo hay
una pequefia cantidad del com plejo PCNA-ciclina D. Lo anterior es debido a que en este tiempo

se estd degradando la ciclina D.
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Cuando la germinacién se lleva a cabo en presencia de BA, el complejo de PCNA con ciclina D
s6lo se presenta a las 3 h de germinacién, ya que a las 6 h no se detecta la presencia de este
complejo; en este tiempo ya se estd llevando a cabo la replicacién del DNA, dado que la BA
brovoCa que los eventos de la fase G1 del ciclo celular sean mis répidos (Cruz-Garcia et al.,
1998; Brault y Maldihey, 1999), por lo que el complejo desaparece horas antes (figura 6). La
~ ausencia del complejo en este caso se debe a que la ciclina D se empieza a degradar después de
las 3 h de imbibicién (ver figura 5). . .
“Un comportamiento similar ocurre cuando la germinacion se lleva a‘cabo en presencia de ABA.
A las 15 h el complejo PCNA-ciclina D ya no es detectable; sin embargo, bajo estas condiciones
a las 15 h atin existe ciclina D detectable en los extractos, incluso en concentraciones un poco

“mayores respecto a la germinacién normal.

IPP con o ciclina D

— IgG
3h
— PCNA
— 15G
h TESIS (0N
— PO | PALLA DE ORIGEN
15h —
—_— PCNA

PT IPP SN PT IPP SN PT iPP SN

c BA ABA

Figura 6. Efecto de BA y ABA sobre los complejos que forma PCNA con ciclina D durante la germinacion de maiz.
50 pg de extractos proteicos de ejes germinados en presencia de BA, ABA o sin hormonas (C) por 3, 6 y 15 h fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-ciclina D1, Los inmunoprecipitados se analizaron por ensayos tipo “western

blot” con el anticuerpo anti-PCNA. PT, proteina total; IPE inmunoprecipitados; SN, sobrenadantes,
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3.2 Asociacién de una cinasa dependiente de ciclina a PCNA

La caracterizacién de una cinasa dependiente de ciclina {Cdk) que se asocia a PCNA se presenta
en el siguiente articulo _ ‘

“PCNA protein associates to Cdk-A type protein k_inases in germinating maize”.

Maria de la Paz Sénchéz, Alma Torres, Maria Beatrice Boniotti, Crisanto Gutierrez and

Jorge M. Vazquez-Ramos.

Plant Molecular Bidlogy (2002). En prensa

En este articulo se describe la caracterizacién.de una cinasa dependiente de ciclina tipo A
(Cdk A) gue estd asociada a PCNA, asi como la determinacién de su actividad durante la

germinacién normal de mafz.

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

Como se mencion6 en el capitulo anterior, PCNA de mafz se puede encontrar en forma de
monémero, trimero y formando complejos de alto peso molecular con otras protefnas. La com-
posicién de los complejos varfa durante la germ‘inadén ; los de alto peso molecular desaparecie-
ron hacia las 15 h, en tanto que el de 100 kDa que podria corresponder al trimero de PCNA, se
increment6 conforme avanzo la germinacion (figura 7). Esta observacion y los resultados del
capitulo anterior indican que el complejo de alto peso molecular esta formado por PCNA y
ciclina D; sin embargo, por los tamafios de ambas proteinas (29 y 52 kDa respectivamente) se
sugiere que en este complejo, PCNA estd en forma trimérica 6 bien que habria otra u otras
profeinas que estdn asociadas a este complejo.

En mamiferos, PCNA forma un complejo cuaternario con ciclina D, p21 y CdK4 (Xiong et a/.,
1992). Debido a que PCNA de maiz también se asocia a una ciclina tipo D (Herrera et al., 2000),
es muy probable qué en este complejo también se encuentre presente una Cdk.

Para estudiar la asociacion de PCNA/Cdk, inicialmente se determiné la presencia de Cdk tipo
A durante la germinacién de mafz, esto debido a que en plantas se ha reportado que las ciclinas
tipo D se unen y activan tnicamente a las Cdk tipo A Joubes et al., 2000). El ensayo se realizé
utilizando un anticuerpo dirigido contra el dominio de unién a ciclina “PSTAIRE” que esta con-
servado en las Cdks tibb A de maiz (Colasanti et al., 1991). En la figura 8 A se muestra .que este

anticuerpo . reconoce dos. proteinas en maiz, una de 32 y otra de 36 kDa. Los niveles de la
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proteina de 36 kDa aumentaron gradualmente hacia las 24 h, en cambio la proteina de 32 kDa
se detecté Gnicamente durante las primeras'horas de germinacién y desaparecié hacia las 15 h. El
corrimiento electroforético de ambas proteinas no se afecté cuando los extractos fueron tratados
con una fosfatasa alcalina, lo que elimina la posibilidad de que ambas bandas sean debidas a un
estado diferencial de fosforilacién de una misma proteina (figura 8 B).

La asociacion entre PCNA y Cdk tipo A se estudid mediante ensayos de éo-inmunoprecipitacién. .
En estos ensayos se observo que el anticuerpo anti-PCNA de maiz fue capaz de inmunoprecipitar
tanto a PCNA (figura 9 A) como a las dos Cdks tipo A presentes en maiz (figura 9 B) y esta
interaccion es especifica, ya que el suero preinmune no inmunoprecipité ninguna proteina (figu-
ra9 Ay B, carrif 2).

Debido a que p13*“' esuna protél’na que se ha utilizado como una herramienta para purificar
el complejo activo Cdk1/ciclina B en animales y en plantas, ademads de que se ha reportado que
se une fuertemente a una Cdk tipo A (Brizuela et al., 1987, De Veylder et al.,1997), se realizé un
ensayo de “pull down” con la protefna p13%<' para hacer un andlisis comparativo entre la cinasa
asociada a PCNA y la cinasa asociada a p13%<'. En la figura 9 C, se observa que p13% solo se

asoci6 a la proteina de 36 kDa.

3.2.2 Caracterizacién de la cinasa asociada a PCNA
Para corroborar que la protefna asociada a PCNA es una cinasa, se realizaron ensayos de activi-
dad, utilizando como fuente de cinasa los inmunoprecipitados con anti- PCNA y como sustratos
a la proteina histona H1, un sustrato utilizado para determinar la actividad de Cdks en mamiferos
y al extremo carboxilo terminal (que contiene los aminodcidos 558 al 683} de la proteina de
Retinoblastoma de maiz (Zm RBR), un sustrato de las Cdks tipo A (Boniotti y Gutierrez, 2001). En
la figura 10 A, se observa que la cinasa asociada a PCNA fosforila a la histona H1; ademds, una
proteina de 60 kDa que co-inmunoprecipita con PCNA también es fuertemente fosforilada, pero
s6lo cuando no se adiciona histona H1 al ensayo (figura 10 A, carriles 4-6). La cinasa asociada a
PCNA también fue capaz de fosforilar a Zm RBR, ya que la regién carboxilo terminal contiene
varios sitios de fosforilacién por Cdks (figura 10 B). En ningln caso se observa fosforilacién en los |
inmunoprecipitados con suero preinmune. '

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

la roscovitina y la olomoucina (Planchais et al., 2000). Para determinar si la actividad de cinasa
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presente en los inmunoprecipitados de PCNA es de una CdK, se realizaron ensayos de actividad-
en presencia de roscovitina {figura 11 A}y olomoucina (figura 11 B).

La cinasa asociada a PCNA fue inhibida en un 50 % por roscovitina, al igual que la cinasa
asociada a p13%<, En este caso, la actividad asociada a p13*<' fue mayor que la actividad asocia-
da a PCNA, lo que indica que Cdk A de maiz tiene una mayor afinidad por p13%, y que solo una
pequefia fraccién de la Cdk A estd unida a PCNA. PKI, un inhibidor de cinasas dependientes. de
AMPc, no fue capaz de inhibir a las cinasas asociadas a PCNA y a p13%<, La olomoucina, un
inhibidor menos potente que la roscovitina, también inhibié drdsticamente la actividad de cinasa
asociada a PCNA, pero a una concentracién de 30 pM (figura 11 B). Los resultados anteriores

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

3.2.3 Actividad de cinasa asociada a PCNA durante la germinacién de maiz

Durante la germinacién, la actividad de cinasa presénte en los inmunoprecipitados de PCNA
cambia. En la figura 12 A, se muestra que fa actividad de Cdk asociada a PCNA se incrementa
gradualmente en las primeras 6 h de germinacién; conforme la germinacién avanza (15-24 h), ia
actividad dism.inuye dramdticamente alcanzando niveles muy bajos. En cambio, la actividad aso-
_ ciada a p13%«' tiene un comportamiento totalmente diferente, ya que estd presente a! inicio de la
germinacion y se incrementa conforme la germinacion avanza (figura 12 B). Los resultados ante-
riores indican que la actividad de Cdk A se incrementa conforme avanza la germinacién; sin
embargo, slo en las primeras 6 h de germinacién estd asociada a PCNA; después de este tiempo
la cinasa se disocia, en cambio en los ensayos de “pult down” con p13%' se observé que su

actividad se incrementa.
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3.2.4 Articulo

“PCNA protein associates to Cdk-A type protein kinases in germinating maize”

Maria de la Paz Sanchez', Alma Torres', Maria Beatrice Boniotti?, Crisanto Gutierrez? and Jorge
M. Vazquez-Ramos'?. .
'Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, UNAM. Avenida Universidad y Copilco, México 04510, DF,

México, 2Centro de Biologfa Moiecu[ar.S_evero Ochoa, Universidad Auténioma de Madrid, Cantoblanco, 28049, Ma-

drid, Spain.
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“PCNA PROTEIN ASSOCIATES TO CDK-A TYPE PROTEIN KINASES IN GERMINATING MAIZE”
Maria de la Paz Sanchez!, Alma Torres', Maria Beatrice Boniotti2, Crisanto Gutierrez? and Jorge M.
Vazquez-Ramos*?.

‘Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, UNAM. Avenida Universidad y Copilco, México
04510, DF, México. 2Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, Universidad Auténoma de Madrid,
Cantoblanco, 28049, Madrid, Spain.

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

SUMMARY

In higher eukaryotes, the proliferating cell nuclear antigen (PCNA) can be found associated to Cyclin D and Cdk4/
| 8, the kinase complex responsible for cell cycle commitment in response to growth and mitogenic signals.
During maize germination, PCNA can be found in protein cohplexes between 131 and 163 kDa.
The size of PCNA pfotein complexes seem to change during germination, so that by the time the S
phase starts, a complex of MW 100 kDa (likely the homotrimeric ring} is the predominant one. PCNA
complexes during early germination contain {any of) two PSTAIRE-containing protein kinases of MW
32 and 36 kDa that readily phosphorylate both histone H1 and maize retinoblastoma-related (RBR)
proteins. Kinase activity in PCNA complexes is markedly inhibited by roscovitine and olomoucine, two
known Cdk inhibitors. The protein p13%' only pulis down the 36 kDa PSTAIRE protein. Kinase activ-
ity in PCNA immunoprecipitates is maximal during early germination, before the onset of S-phase
whe'reas kinase activity associated to p135:' reaches a peak at later times, when S phase is set on.

We discuss the physiological repercussions of these findings.

INTRODUCTION

The cell cycle in eukaryotes is controlled by a family of conserved cyclin-dependent protein kinases (Cdks)
(Nigg, 1995). Cdks are a group of related serine/threonine kinases which are regulated both by association
with the cyclin protein regulatory subunits and by specific phosphotylation/dephosphorylation events (Pines,
1995). In human cells, Cdk activity during éarly G1 depends on the presence of Cdk4/6 and a cyclin D type
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protein to control celi cycle commitment in response to growth and mitogenic signals (Sherr, 1993;
1994). These complexes promote G1 progression by phosphorylating and thereby neutralizing the
bRB protein. in the active, hypophosphorylated state, pRB binds and sequesters E2F/DP complexes,
trans(:ription factors required for S phase entry. Phosphorylated pRB releases E2F, thus allowing the
activation of genes essential to continue the cycle (Sherr, 1994). Other proteins that associate to the
Cyclin D-Cdkd complex are PCNA and p21. PCNA, the proliferating cell nuclear antigen, is the DNA
polymerase & (or €) sliding clamp required for processivity (Tan et al., 1986; Prelich et al., 1987; Shivji
et al., 1992). The protein p21 appears to act either as an inhibitor or as a protein necessary for the
assembly of cyclin D/Cdk4/6 complexes (Cheng et al., 1999).

In piants, the basic mechanisms of cell cycle control are conserved (Gutierrez, 1998; den Boer and
Murray, 2000; Meijer ef al., 2001). However, plants dispiay a number of unique characteristics that
include the reversibility of terminal differentiation and the control by plant hormones (Jacobs, 1995;
Coenen and Lomax, 1997; Meyerowitz, 1997). Plant Cdks can be separated into two groups. The
Cdk-A group contains a PSTAIRE sequence, similar to mammalian Cdk1 and Cdk2, with a perfectly
conserved 16 residue cyclin interaction motif and the Cdk-B class which contains the variant forms
PPTAIRE or PPTTLRE (Mironov et al., 1999). Cdk-A plays a role in both the G1/S and the G2/M
transiti.ons, whereas expression of Cdk-B is restricted to G2/M (Fobert et al., 1996; Huntley et al.,
1999). Cbntrary to the expression of mammalian Cdks, Cdk-A transcript or protein levels do not show
much variation at any phase of the cell cycle and is detected at low levels in non-dividing tissues. Cdk-
A genes have been identified in different plant species including maize, rice, alfalfa, soybean, pea,

“tobacco and Arabidopsis (Colasanti et al., 1991; Hashimoto et al., 1992; Hirt et af., 1993; Miao et al.,
1991; Fobert et al., 1996).

Several D-type cyclins have been reported in plants and these can bind Cdk-A. In Arabidopsis,
cyclins D2 and D3 interact with Cdk-A and phosphorylate histone H1 (He'aly et al., 2001). Cdk-A/
cyclin D complexes expressed and purified from insect cells can phosphorylate tobacco RBR protein
in vitro (-Nakagami et al., 1999). A Cdk-Alcyclin D complex that binds to and phosphorylates RBR has
been recenfly identified in plant cell extracts and shown to be cell cycle regulated with a maximum
activity late in G1 (Bonioiti Gutierrez, 2001). |

PCNA is an essential component in all DNA metabolism fransactions. It is a sliding clamp required
for processive synthesis by DNA polymerases & (Tan et al., 1986; Prélich ef af,, 1987, Shiviji et al.,

- 1992); itis required for DNA repair (Shivji et al.,, 1992; Smith et al., 1994) and recombination (Kelman,
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1997), interacting with multiple proteins. Unexpectedly, PCNA has been found associated to cyclin D/
Cdk complexes (Xiong ef al., 1992). In vivo experiments have suggested that this association may
preclude unscheduled DNA replication (Pagano et al., 1994).

Plant PCNA ¢DNAs have been isolated from rice, pea and maize (Suzuka et al., 1989; Shimizu
and Mori, 1998; Lopez et al., 1995, 1997) and shown to code for a highly conserved protein. In maize,
two PCNA cDNAs have been reported, both showing a similar expression pattern in proliferating
tissues and a virtually identical protein sequence (Lopez ef al,, 1997). During maize germination,
PCNA protein is present at low levels in embryo axes of dry seeds and its amount gradually increases
to reach a maximum by the time cells are entering the S phase (15-20h germination). If, however,
embryo axes are imbibed in the presence of cytokinins, the S phase starts by 6h germination, a time
at which PCNA has already reached its maximum (Herrera et al., 2000).

'Little is known about PCNA complexes in plants; however, we have reported the association of
maize PCNA with a putative cyclin D; this association was only detectable during the first 15h germi-
nation and disappeared by the time DNA replication started (Herrera et al.', 2000). This putative cyclin
D associated to a Cdk and the complex readily phosphorylated histone H1 (Cruz-Garcia et al., 1998).

Here we have studied PCNA-containing complexes present in germinating maize seeds and deter-
mined their size. We show that these compiexes contain an associated kinase activity that is
immunodetected by an antibody directed against the PSTAIRE sequence present in plant Cdk-A.
Kinase activity is specifically inhibited by Cdk inhibitors like roscovitine and olomoucine. Finally, we
compare the kinase activity in PCNA complexes with that activity associated to p13%*'-agarose beads

at different times during maize germination.

MATERIAL AND METHODS

Materials

Protein A-agarose and protease inhibitor cocktail tablets (Complete ™) were from Roche; hyperfiim
ECL, ECL western blotting kit, glutathione-Sepharose 4B, anti-rabbit IgG peroxidase conjugate and

[y-32P] ATP were from Amersham Pharmacia Biotech; histone H1, protein kinase A inhibitor peptide
(PK1) and glutathione were from Gibco BRL, Life Technologies; Immobilon PVDF membranes were from
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Millipore; anti-PSTAIRE rabbit polyclonal IgG cat No. sc53 was from Santa Cruz Biotech; olomoucine
{2(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurine) and roscovitine (2-(1-D, L-hydroxymethy!
propylamine)-6-benzylamino-9- isopropylpurine) were from Sigma-Aldrich Chem.

Protein extraction

Maize embryo axes were imbibed for 0, 3, 6, 15 and 24 hours in imbibition buffer (50 mM Tris-HCL pH
6.2, 2% sucrose and 10 mM MgCl,). Protein extracts from axes weré produced using Extraction Buffer
'containing 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 15 mM MgCl,, 75 mM NaCl, 25 mM KC, 5mM EDTA pH 8.0, 1 mM
DTT, 0.2 % Triton X-10, 0.25 mM sucrose, 60 mM B-glycerolphosphate, 50 mM NaF, 200 uM Na,VO,,
1 mM EGTA and a tablet of protease inhibitor cocktail/50 ml buffer. Protein extracts were centrifuged
at 150000g for 30 min at 4°C and protein concentration was determined by the method of Bradford.

Superdex 200 Gel Filtration

The size of protein complexes formed by PCNA was determined by size-exclusion FPLC. A Superdex
200 column was used. The mobile phase was 50 mM KH_PO,, 50 mM K HPO,, 100 mM NaCI, 0.1 mM
PMSF and 0.1 mM B-mercaptoethanol at a 0.75 ml/min flow rate. Molecular weight standards were
Ferritin (450 kDa), Catalase (240 kDa), Aldolase (158 kDa) Bovine Serum Albumin (68 kDa) and
Ovalbumin (45 kDa), acquired from lBoehringer Mannheim.

Western blot

Protein (20 ng) samples were fractionated by SDS-PAGE (11%) and gels were blotted onto PVDF
membranes. Membranes were incubated with anti-maize PCNA polyclonal antibody (1:1500 dilution)
or with anti-PSTAIRE poiycfonal antibody (1:1500 dilution) for 12h at 4°C, washed twice in PBS buffer
and once in PBS buffer containing 0.5 M NaCl, 15 min each at room temperature and subsequently,
membranes were incubated for 2h with peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody in a 1:10,000 dilu-
tion. Membranes were washed again with PBS buffer and the perdxidase reaction was detected by
the Enhanced Chemiluminescence method (ECL}.
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Immunoprecipitation

Anti-maize PCNA antibodies were conjugated for 2h with Protein A-agarose (1:5 dilution} at room
temperature using Buffer A (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 125 mM NaCl, 2,5 mM EDTA pH 8.0, 2.5 mM
EGTA, 2.5 mM NaF, 0.1% Triton X-100). Protein from extracts (200 pug) was added and the mixture
was incubated for 12h at 4°C with agitation; immunocomplexes were peileted by centrifugation in a
microfuge and washed 5 times with Buffer A. Bound proteins were eluted with SDS loading buffer and

prepared for immunoblotting.
P13%! pull down assays

Total protein (200 ng) was incubated with p13?”51—8epharose beads overnight at 40°C; after incuba-
tion, beads were washed five times with buffer A and once with kinase assay buffer (see below).

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

Kinase assays

Immunocomplexes or p13%<! complexes were resuspended in 15 pl of kinase buffer (70 mM Tris-HCI
pH 7.5, 10 mM MgCt,, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM EGTA, 20 uM ATP and 5 uCi [y-2P] ATP. As
substrate, 40 pg histone H1 or 4 ug GST-ZMRBR-C (the C-terminal domain of maize RBR protein)
fusion peptide per sample was added. Purification of GST-ZmRB fusion peptide was performed ac-
cording to Ramirez-Parra ef al. {1999). Reactions were performed for 30 min at 36°C and these were
stopped by adding SD$ loading buffer. After boiling for 5 min, the reaction products were separated
by SDS-PAGE.
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RESULTS
Protein complexes formed by PCNA during maize germination

Native polyacrylamide gels were used to find out the approximate size of the brotein complexes in
which PCNA can be found. Several clear protein bands were detected by western blot using a polyclonal
antibody against maize PCNA (figure 1A). These bands corresponded to molecular sizes of 30 kDa
(monomeric PCNA), roughly 100 kDa, probably corresponding to the homotrimeric ring characteristic
of PCNA and bands of 160 kDa and around 200 kDa. These protein complexes showed some varia-
tions during germination, so that the higher molecular size bands virtually' disappeared by 15h germi-
nation, whereas the 100 kDa band gradually increased during germination. Complexes of similar size
were produced if gel filtration through Superdex 200 was used. PCNA was identified by immunoblotting
in fractions corresponding to molecular sizes of 30, 60 and between 90 and 165 kDa, after fraction-
ation of protein extracts from 3h imbibed maize embryo axes extracts (Figure 1B). Identical results

were obtained after fractionation of protein extracts from 6h imbibed axes (not shown).
PSTAIRE containing proteins are present in PCNA protein complexes

In metazoans, PCNA is found in G1 cells forming a complex with cyclin D and its associated Cdk |
(Cdk416, Xiong et al., 1992). Evidence for an association of maize PCNA with a putative cyclin D has
been reported earlier- (Herrera ef al., 2000). The presence of a Cdk-type protein associated to PCNA
was investigated in PCNA immunoprecipitates of germi'nating maize extracts, by using an antibody
directed against the PSTAIRE sequence present in maize Cdk-A kinase (Colasanti et al.; 1991). First,
we determined whether such a Cdk was present during germination. Using the anti-PSTAIRE anti-
body, two proteins of molecular sizes 36 and 32 kDa were detected (figure 2A) and their amount
_ increased with time, although the srhaller protein disappeared by 15 hours of germinatidn. These two
bands do not result from differentially phosphbry]ated forms of the same protein as treatment with
alkaline phosphatase did not cause the disappearance or change in mobility of any band {figure 2B).
This protein phosphatase did remove, however, the phosphate present in p-nitrophenyl-phosphate
(reéult not sh.own)‘. The recognition by an anti-PSTAIRE antibody of two proteins in maize extracts has

been reported before (Colasanti ef al., 1993).
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Association of PCNA and the PSTAiRE-containing proteins was determined by immunoprecipitat-
ing PCNA and detécting the presence of the accompanying Cdks using the anti-PSTAIRE -antibody. -
Figure 3 shows that in extracts of axes imbibed for 6h, the anti-PCNA antibody bound PCNA protein
(figure 3A, lane 2) that was associated to the two PSTAIRE containing proteins (Fiéur,e 3B, lane 2).
Only a fraction of the PSTAIRE proteins and of PCNA were immunoprecipitated by the antibody (lanes
3, figures A and B). As a control, we determined the type of PSTAIRE containing Cdks that are pulled
down by the p13%<' protein. This protein strongly binds Cdks and was first characterized in yeast cells
(Brizuela et al., 1987). Agarose beads with bound p135* were used and the associated protein ki-
nase was identified by western blot using the anti-PSTAIRE antibody; only the 36 kDa protein was
associated to p13%! beads (figure 3C).

Cdk-type kinase activity in PCNA immunoprecipitates

To demonstrate that the proteins identified by the anti-PSTAIRE antibody are of Cdk type.‘ we mea-
sured kinase activity in PCNA immunoprecipitates of protein extracts from 6h germinating maize us-
ing histone H1 as substrate. Histone H1 kinase activity was present in PCNA immunoprecipitates |
(figure 4, lanes 1-3). incidentally, a 60 kDa protein that co-precipitated with PCNA was strongly phos-
phorylated but only if histone H1 was not added in the kinase assay {lanes 4-6). A phosphorylatable
protein of similar size has been recently reported to bind and co-immunoprecipitate with cyclin D3 in
Arabidopsis, and it was suggested that it is the cyclin D3 itself (Healy ef al., 2001).

" Human pRB protein is an in vivo substrate of Cyclin-Cdks, and a maize retinoblastoma-refated
(RBR) protein has been isotated (Xie et al., 1996). Therefore, we used the C-terminal 'fragment of
maize RBR, which contains several putative Cdk phosphorylation sites, and is readily phosphorylated
by plant Cdks (Boniotti and Gutierrez, 2001), as a substrate to measure kinase activity in PCNA
immunoprecipitates from 6h imbibed maize axes. Figure 4B shows that the PSTAIRE containing ki-
nases phosphorylated RBR protein. In this case, the endogenous 60 kDa protein that associates to
PCNA in immunoprecipitates was phoéphorylated in the presence of the exogenods substrate.

Cdk activity is sensitive to inhibitors such as roscovitine (Planchais et al., 2000). Thus, to further
determine whether the kinase activity present in PCNA immunoprecipitates is of a Cdk-type, we tested
the effect of roscovitine (3 uM) in kinase assays in both PCNA immunoprecipitates and p13%' pulled

down proteins. Roscovitine reduced kinase activity, using RBR as substrate, to about 50% of control
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activity associated to p13%' or to PCNA (Figure 5A). Kinase activity associated to p13%! was higher
than activity in PCNA immunoprecipitates, probably indicating a higher amount and/or activity of as-
sdciated Cdk. As an additional control, a well known inhibitor of cCAMP-dependent kinases, PKI, was
tested and found to have no effect on the PSTAIRE-containing kinase activity (figure 5A). Further-
more, another (less potent) Cdk inhibitor, olomoucine {Planchais ef a/., 2000), also markedly reduced
he PSTAIRE-containing kinase activity in PCNA immunoprecipitates when used at a 30 M concen-
tration (figure 58). Phosphorylation of the endogenous 60 kDa unknown protein (see above) was also
substantially inhibited, indicating that this protein méy be a substrate of the PSTAIRE containing Cdks.

Kinase activity in PCNA immunoprecipitates was compared to the activity that is pulled down by
the p13%<' protein during maize germination using maize RBR as substrate. Interestingly, PCNA-
bound PSTAIRE kinases were increasingly active between 0 to 6h germination and then activity fell to
very low levels by 15-24h germination (figure 6A). On the contrary, activity of the p13s*!-bound kinase
was low during early germination and then activity notably increased as germination advanced, up to
24h germination (figure 6B). These results suggest that the Iowér molecular size PSTAIRE kinase
may be relevant to the kinase activity measured in PCNA immunoprecipitates, with little activity of the
36 kDa protein. On the other hand, the 36 kDa protein should be responsible for the activity associ-
| ated to p13%=' beads.

DISCUSSION

This paper describes the association of maize PCNA in protein complexes of different sizes that vary
during germination. Complexes of high molecular size (between 160 and 200 kDa) appear to be
present during the early hours of germination (0-6h} and its amount is greatly reduced later on, by the
time DNA replication is taking place during maize gérmination (Baiza et al., 1989). At this time, the
predominant form is a 100 kDa complex, probably the homotrimeric PCNA ring necessary to stimulate
processive DNA replication. In mammalian cells, PCNA associates during G1 to cyclin D and Cdk4
(Xiong ef al., 1992) and this complex would have an estimated molecular size of around 170 kDa if
PCNA were bound as a trimer, and of around 190 kDa if the p21°* inhibitor were also present. The
size of maize PCNA complexes found during early germination (0-6h), determined by both native gels
and Superdex 200, falls within this range.
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ThethsioIogical reason of the association of mammalian PCNA with the cyclin-kinase complex is

not known, although in vitro evidence suggests that cyclin D may precfude the action of PCNA in the
| replication fork (Pagano ef al., 1994).

Little is known in plants about PCNA and its association with other proteins. A protein complex
containing PCNA and cyclin D3 was found in non-proliferative pea tissues (Shimizu and Mori, 1998).
Our previous work suggested that PCNA was associated to a putative cyclin D protein only during the
early hours of germination, and this complex disappeared after 15 h germination (Herrera et af., 2000).
This timihg coincides with the disappearance of the higher molecular size complexes found here, and
with the onset of the S phase (Baiza ef al., 1989). |

There is no evidence, to our knowledge, of an association of PCNA and a Cdk in plants. We have
found that PCNA associates to protein complexes containing Cdks that possess the PSTAIRE se-
quence, the cyclin-binding motif in Cdk-A type kinases. In maize, two different A type Cdks have been _
reported, Cdk-A;1 and Cdk-A;2 (Colasanti et al., 1991; Joubés ef al., 2000), both containing the
PSTAIRE motif. Maize PCNA binds to the two types of PSTAIRE Cdks. Apparently, binding to both
Cdks is in the same proportion to their abundance. In contrast, p13%“' only binds the 36 kDa protein.
This differential binding may explain the differential kinase activity found between these two kinase
complexes during germination, as will be discussed below. Although we have classified PCNA asso-
ciated Cdks as PSTAIRE containing, we are aware that the antibody against the PSTAIRE peptide
may be able to recognize close variants such as SPTAIRE or PITAIRE, sequences foﬁnd in some
Medicago sativa Cdks (Mironov et af,, 1899). However, no evidence has been produced regarding the
existence of proteins with these close variant motifs in maize cells.

The use of specific Cdk inhibitors has been very useful in the definition of the PCNA associated
kinases as Cdks. Using maize RBR as substrate, Cdk inhibitors roscovitine and olomoucine markedly |
reduced the kinase activity associated to either PCNA or p13<', Olomoucine, at the same concentra-
tion of roscovitine (3 pM), was a poor inhibitor (result not shown), but at 30 uM reduced kinase activity
to very low levels. These inhibitors have been used in the past to demonstrate inhibition of G1/S and
G2/M kinases in plant cells (Planchais ef al., 2000). Additionally, PKI, a cyclic AMP-dependent kinase
inhibitor did not reduce kinase activity associated to either PCNA or p13s,

Kinase activity in PCNA immunoprecipitates, using maize RBR as substrate, shows a distinct tem-
poral activation to that associated to p13***! during maize germination. in PCNA complexes it is active
before the S phase starts and both forms of the PSTAIRE kinase can be found; it is interesting that
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kinase activity increases in parallel with the increase in the amount of the 32 kDa PSTAIRE protein
and, likewise, decreases as this kinase disappears. The p13®' protein preferentially binds the 36 kDa
PSTAIRE kinase and activity increases when the S phase starts. These resuits suggest that the 32
kDa PSTAIRE kinase bound to PCNA is mainly responsible for kinase activity in these complexes,
while the 36 kDa PSTAIRE kinase is the activity in p13*=*' complexes. Therefore, the two PSTAIRE
kinases may participate in the regulation of distinct cell cycle stages during maize germination. Evi-
dently, no Cdk is active without an associated cyclin. We have only indirect evidence that a D-type
- cyclin may be associated to PCNA (Herrera et al., 2000) and no D-type cyclins have yet been re-
ported in maize; however, the G1 state of cells in the 0-6h period of seed germination would poinit to
the presence of G1 cyclins. More intriguing is the cyclin that may be present in p138=! protein com-
plexes. Since the 36 kDa PSTAIRE kinase is active mainly when cells are in the S phase, other D-, or
.perhaps A-type cyclins may be responsible for controlling transit through S phase during seed germi-
nation. Subh associations have been found in tobacco cell cultures in which Cdc2a (a PSTAIRE-
containing kinase) bound to both cyclin D- and cyclin A-type proteins (Nakagami ef al., 1999).
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. PCNA complexes during maize germination. A) Protein extracts from 0, 3, 6 and 15h
imbibed maize axes were separated by native polyacrylamide gel electrophoresis and prepared for
immunoblot analysis using the anti-maize PCNA antibody. B)- Superdex 200 gel filtration of protein
extracts from 3h-imbibed maize axes. Protein from the different fractions after gel filtration were elec-
trophoresed and prepared for western blotting using the anti-maize PCNA antibody. Molecular size
markers (Boehringer Mannheim) were Ferritin, 450 kDa, Catalase, 240 kDa, Aldolase, 158 kDa, bo--
vine albumine 68 kDa and ovoalburﬁin, 45 kDa. FN, fraction number,

Figure 2. Detection of a PSTAIRE-containing Cdk during maize germination. Protein extracts from
maize embryo axes imbibed for 0, 3, 6, 15 and 24h were electrophoresed and treated for western
biotting using the anti-PSTAIRE antibody {A). Protein extracts from 6h-imbibed axes were incubated .

| with alkaline phosphatase for 30 min and then treated as in (A) for western blot using the anti-PSTAIRE
antibody (B); lane 1, total protein; lanes 2 and 3, 1U and 2U of alkaline phosphatase.

Figure 3. PSTAIRE-containing Cdks co-immunoprecipitate with PCNA. Protein extracts from 6h-
imbibed maize axes were immunoprecipitated using the anti-PCNA antibody (figs A and B) or proteins |
were pulled down with p135«t (3C). Proteins were separated by SDS-PAGE and immunodetected
with anti-PCNA antibody (A) or anti-PSTAIRE antibody (B): Lane 1, total protein; lane 2, immunopre-
cipitate; lane 3, supernatant after immunoprecipitation; lane 4, as in lane 2 but no antibody was added;
lane 5, supernatant {no antibody); lane 6, preimmune serum. Fig. 3C, proteins were immunocdetected
with anti-PSTAIRE antibody: lane 1, total protein; lane 2, p13%<'- bound PSTAIRE protein.

Figure 4. Kihase activity in PCNA immunoprecipitates. PCNA immunoprecipitates, using protein
from Bh-imbibed maize axes, were used as the source of kinase activity. (A) Histone H1 as substrate,
50 {lane 1), 100 (lane 2) or 200 pg (I.ane 3) total protein. Lanes 4-6, same assay except that histone
H1 was omitted in the reaction mixture. Lane 7, kinase activity in immunoprecipitates, using pre-
immune serum. {B) GST-ZmRBR-C protein (4 ug) as substrate in the presence of the PCNA immuno-
precipitate (lane 1) or using pre-immune serum (lane 2). 7 .

Figure 5. Effect of Cdk inhibitors on PCNA and p13%<'-associated kinase activity. (A) pro-
teins were pulled down with p13%*! (lanes 1-3) or immunoprecipitated With anti-PCNA (lanes 4-
) and samples were assayed for kinase activity using GST-ZmRB-C as substrate in the pres-
ence of roscovitine (Ros, lanes 2 and 5), PKI (lanes 3 and.6) or nothing (control, lanes 1 and 4),
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{B) PCNA immu nbprecipitates were also assayed for kinase activity using two different concentra-
tions of olomoucine (Olo), 15 and 30 puM.

Figure 6. Kinase activity in PCNA immunoprecipitates and p135<! agarose beads during maize
germination. Protein extracts from maize axes imbibed for 0, 3, 6, 15 and 24h (PCNA) or 0, 5, 10 and
24h (p13%=!) were immunoprecipitated with anti-PCNA antibody (6A) or pulled down with p135¢! beads
(6B) and kinase activity was assayed using GST-ZMRb-C as substrate . Immunoblot to show the
amount of PCNA in the different immunoprecipitates {6C). Immunoblot to show the amount of the
PSTAIRE kinase in pull downs (6D).
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Figure 1. PCNA complexes during maize germination. |

Figura 7. Complejos que forma PCNA durante la germinacion de maiz
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Figure 2. Detection of a PSTAIRE-containing Cdk during maize germination

Figura 8. Deteccion de una Cdk que contiene el dominio PSTAIRE
durante la germinacion de maiz
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Figure 3. PSTAIRE-containing Cdks co-immuncprecipitate with PCNA

Figura 9. Co-inmunoprecipitacion de PCNA con Cdks
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Figure 4. Kinase activity in PCNA immunoprecipitates

Figura 10. Actividad de cinasa presente en los inmunoprecipitados de PCNA
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Figure 5. Effect of Cdk inhibitors on PCNA and p13**-associated kinase activify

Figura 11. Efecto de inhibidores de Cdks sobre las cinasas asociadas a PCNA y p13s+'.
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Figure 6. Kinase activity in PCNA immunoprecipitates and p13®°! agarose beads during maize germinatioh.

Figura 12. Actividad de cinasa asociada a PCNA y p13s«! durante la germinacion de maiz

o TESIO CON
3.3 Eecto de benciladenina y cido abscisico sobre el ciclo celular y la actividad FALLA DE ORIGEN

de cinasa asociada a PCNA durante la germinacion de maiz

3.3.1 Efecto de benciladenina y acido abscisico sobre el ciclo celular
durante la germinacion de maiz '
Cuando las semillas de maiz se ponen bajo condiciones 6ptimas para germinar, fa reactivacion
del ciclo celular no se presenta simultdneamente en todas las células del eje embrionario. Se ha
reportado que las primeras figuras mitéticas aparecen en las células meristeméticas del mesocétilo
y de la raiz (Baiza et al., 1989), lo que indica que las células de estos tejidos son las primeras que
reactivan su ciclo celular.

Para determinar la fase del ciclo celular en la que se encuentran estas células durante la
germinacién de maiz, se realizaron ensayos de citometria de flujo. Al final de la embriogénesis la
mayor parte de las células de la semilla quedan detenidas en la fase G1 del ciclo celular (Deltour

y Jacmard, 1974), por lo que durante las primeras horas de germinacién estas células inician su
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ciclo celular y se preparan para dividirse. Los estudios de citologia indican que en las primeras
horas de germinacion (6 h} solo hay sintesis de DNA de tipo reparativo y que la replicacion del
DNA es un evento tardio (Baiza et al., 1989). |

El andlisis de citomeiria de flujo muestra que alas 6 h de germinacién el 77 % de las células tienen
un contenido de DNA 2 C, lo que indica que esta poblacién estd en la fase G1 {figura 13). Conforme
avanza la germinacion el porcentaje de células en G1 disminuye, a las 15 h el 63 % de las células estan
en G1, por lo que el 35 % de las células han replicado su DNA y han pasado a la fase G2; en tanto que
- alas 24 h de germinacién hay un ligero aumento de las células en G1 (68 %) y disminuye la fraccion
de células en G2 (19 %); mientras que el resto de las células estén en la fase S. Es posible que el
aumento de las células en G1 a las 24 h se deba a que una pequefia poblacién esté reiniciando otro
ciclo celular; opcionalmente, otro grupo celular podrfa estar iniciando elcido.

En maiz, la reactivacion del ciclo celular y el avance de éste durante la germinacion es afecta-
da por hormonas: La BA estimula la replicacién del DNA y la acumulacién de algunas enzimas
que participan en el ciclo celular (Vdzquez-Ramos y Reyes, 1990; Cruz-Garcfa et al., 1998; Riou-
Khamlichi et al., 1999),‘c0n5ecuentemente, la germinacién se lleva a cabo més rapidamente. Por
otro lado, el ABA tiene un efecto inhibitorio sobre la replicacién de DNA y la divisién celular
(Robertson et al.,1990). _

‘Cuando Ja germinacién ocurre en presencia de la BA (figura 14), se observé que a las 6 h el
porcentaje de células en G1 (74 %) es similar respecto a lo observado en la germinacién normal;
sin embargo, el contenido de células en G2 fue ligeramente mayor (25 %). Conforme avanzé la
germinaci6n, se observé que la BA acelera el avance del ciclo celular yaque alas 15 h sélo el 58
% de las células permanecieron en G1 y el 40 % replicaron su DNA pbr lo que estan en G2. A las
24 h la poblacién en G1 se mantuvo constante; sin embargo, el porcentaje de células en G2
disminuye a un 30 %, pero se incrementé el porcentaje de las células estan en fase S (12 %). Lo
anterior indica que hay una poblacién que esté entrando a un segundo ciclo celular.

La germinacién es inhibida por el ABA. A las 6 h de imbibicién la poblacién en G1 fue igual
que en el control (77 %) y el 21 % de las células se observaron en G2 (figura 15). Conforme avanza
la germinacién, a las 15 y 24 h el porcentaje de células en G1 se mantuvo en 68 % y el resto de
la poblacién se encontré en G2 (26 %) o en-S (5 %). Estos resultados claramente indican que el.

ABA detiene el ciclo celular en la fase G1.
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Figura 13. Fases del ciclo celular durante la germinaci6n de maiz.
Contenido de DNA en fas células meristemiticas de la rafz de ejes embrionarios germinados por 6 h (A), 15 h (B) y

24 h (C). El drea sombreada indica el ndmero de células en fase S.
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Figura 14. Efecto de BA sobre el ciclo celular durante la germinacién de maiz.
Contenido de DNA en las células meristemiticas de la raiz de ejes embrionarios germinados en presencia de BA por

6 h (A), 15 h (B) y 24 h (C). El drea sombreada indica el nimero de células en fase S.
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Figura 15. Efecto de ABA sobre el cicle celular durante la germinacién de maiz,
Contenido de DNA en las células meristeméticas de la raiz de ejes embrionarios germinados en presencia de ABA

por 6 h (A), 15 h (B) y 24 h (C). El drea sombreada indica el nimero de células en fase S.

72



RESULTADOS

CONTROL BA W ABA
%G1 | %S |%GuM| %G1 | %S (%Gam| %G1 | %s |%Gum
6 h 77.26 % -1 81| 2.84£203 19.72 +139( 73.93 ¢+ 1.98. 1.33+1.75 | 24.75+1.09 | 77.18+2.6 108+ 225 | 2082+ 'i.68
15 h | 63.40+ 1,41 0 353543.08 | 58.4% 1..39 1604£3.4 [39.68+286 | 68414 377 | s9t49 | os65+253
24 h 6842150 ! 11671146 | 19.87 ¢ '.1.7 58.28+1.78 . 1202+ 1l.9 2968+ 25 67.87+19 547129 26.67 + 1.11

Tabla 4. Comparacién del porcentaje’ de células que estén en fase G1, S y G2/M del ciclo celular alas 6, 15y 24 h

de germinacién en presencia o ausencia de hormonas,

3.3.2 Efecto de benciladenina y 4cido abscisico sobre CdK A

En el capitulo anterior se demostré que el anticuerpo anti PSTAIRE reconoce dos protefnas, una

de 36 kDay otra de 32 kDa; nuestros datos sugieren que son dos CdKs tipo A. La Cdk de 36 kDa

se acumula gradualmente conforme avanza la germinacién, en cambio la Cdk de 32 kDa desapa-

rece hacia las 15 h.

Cuando la germinacién ocurre en presencia de BA, la proteina de 36 kDa siguié un compor-

tamiento similar al control, pues su nivel se incrementé gradualmente conforme avanzé la

germinacién; sin embargo, la BA evit6 que la Cdk A de 32 kDa se degradara, ya que se detecté

adn a las 24 h de germinacién (Figura 16). Un comportamiento similar se observa en extractos

germinados con ABA. Sin embargo, a diferencia de la germinacién normal, tanto la BA como el

ABA promovieron la aparicién de una proteina de 34 kDa a las. 15 y 24 h de germinacién, que

podria representar un estado de fosforilacién diferencial,
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Es notable que la cantidad de las Cdks durante la germinacién no sea diferente en presencia
de BA y ABA; sin embargo, como se determiné en los ensayos de citometria de flujo, la BA
estimula el avance del ciclo celular y el ABA lo inhibe. Es probable que el efecto de estas hormo-
has sobre las Cdks se vea reflejado mas bien en la actividad de las cinasas, y no en la cantidad de

proteina.

BA ABA

Figura 16. Efecto de la BA y el ABA sobre la expresion de Cdk A.
20 pg de extractos proteicos de maiz germinados por 3, 6, 15 y 24 h en presencia de benciladenina (BA) o dcido

abscisico (ABA) fueron utilizados para la determinacién de Cdk A, mediante ensayos tipo “western blot”.

3.3.3 Efecto de benciladenina y acido abscisico sobre la actividad
de CdK A asociada a PCNA

Para determinar el efecto que tienen la BA 'y el ABA sobre la actividad de cinasa asociada a PCNA

se realizaron ensayos de actividad, en los cuales se utilizaron los inmunoprecipitados de PCNA
de extractos proteicos de ejes germinados por 3, 6, 15y 24 h en presencia o ausencia de BA o
ABA como fuente de cinasa y el extremo carboxilo terminal de Zm RBR como sustrato. Cuando
la germinacién ocurre en presencia de BA, se observé que la cinasa asociada a PCNA fue capaz
de fosforilar a Zm RBR sélo en las primeras 6 h de germinacién (figurd 17). Sin embargo, a las 15

y 24 h de germinacidn, la cinasa asociada a PCNA si estaba activa, ya que fue capaz de fosforitar
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‘a una proteina de 60 kDa que coinmunoprecipité con PCNA. Lo anterior sugiere gue en tiempos
tardios de la germinacién, la Cdk asociada a PCNA probablemente esté asociada a otra ciclina, lo
que le permite tener una afinidad diferente por otro sustrato.

Cuando la germinaci6n se inhibe con ABA (figura 17), la cinasa asociada a PCNA estuvo activa
hasta las 24 h de imbibici6n; sin embargo, a las 24 h ademas de fosforilar a Zm RBR, también fue
capaz de fosforilar a la proteina de 60 kDa que co-inmunoprecipité con PCNA.

Los resultados anteriores sugieren que ABA inhibe la germinacién por medio de la detencién
del ciclo celular en la fase G1, lo cual indica que bajo estas condiciones los complejos que forma
PCNA son tipicos de fase G1. Lo anterior coincide con el hecho de que BA estimula el ciclo
cellular, por lo que bajo estas condiciones la cinasa asociada a PCNA es capaz de fosforilar a Zm

RBR sélo hasta las 6 h de germinacion.

= 7m RBR

BA ABA

Figura 17. Efecto de la BA y el ABA sobre la actividad de Cdk A asociada 2 PCNA.,
Actividad de cinasa presente en los inmunoprecipitados de PCNA de extractos proteicos de maifz germinados por 3,

6, 15 y 24 h en presencia de benciladenina (BA} o &cidoe abscisica (ABA).
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El presente capitulo esta dividido en dos partés:

En la primera parte se discuten los resultados obtenidos acerca de los complejos proteicos que
forma PCNA durante la germinacién de mafz. |

En la segunda parte, se discute el efecto que tienen las fitohormonas en la germinacién de

maiz, especificamente sobre el ciclo celular y los complejos proteicos que forma PCNA.

COMPLEJOS PROTEICOS QUE FORMA PCNA DURANTE LA GERMINACION DE MAIZ

El antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA) es un factor de procesividad esencial
| que estimula a las DNA polimerasas replicativas (Prelich et al., 1987, Burgers, 1991} y para
 realizar su funcién tiene que formar un homotrimero. Su estructura revelada por cristalografia
de rayos X, indica que es un anillo hexagonal con una cavidad central en donde se amolda
el '-DNA; esta estructura permite tener una variedad de sitios para que otras proteinas pue-
dan interaccionar. Se ha demostrado que el PCNA es capaz de unir tanto proteinas que
participan en el metabolismo del DNA como profeinas que regulan el ciclo celular (Kelman,
1997); la relevancia fisiol6gica que tiene la formaci6n de estos complejos no se conoce
totalmente, aunque se sabe que PCNA estimula algunas de las proteinas que participan en la
replicacién de! DNA al interaccionar con ellas (Tsurimoto, 1998). Ademads, se ha reportado

que la interaccién de p21 con PCNA es un mecanismo de inhibicion de la funcién de PCNA
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sobre la replicacién del DNA (Waga et al., 1994) y se ha sugerido que lo mismo ocurre cuando
ciclina D se une a PCNA (Pagano., et al 1994).

Aun cuando PCNA es una proteina de bajo peso molecular (29 kDa), resulta ser una molécula
muy interesante por su capacidad de unir a una gran cantidad de proteinas y afectar la actividad
o funcién de éstas. Se ha sugerido que PCNA es una proteina que sirve como plataforma para el
reclutamiento de otras protefnas y asi facilitar el acceso de estas a sus protefnas blanco (Kelman y
Hurwitz, 1998).

En plantas se han aislado varios cDNAs ortélogos de PCNA; sin embargo, los estudios se han
enfocado basicamente a fa caracterizacién del gen y su patrén de-expresién, por lo que hay

. pocos reportes acerca de los corhplejos que forma PCNA. Actualmente existen sélo dos reportes
en los que se demuestra la interaccion de Fen y de una topoisometasa con PCNA (Van Hop et
al., 1999 y Kimura et al., 2001) y solo unh reporte en donde se muestra la interaccién de PCNA
con proteinas de ciclo celular (Shimizu y Mori, 1998).

PCNA de maiz tiene alta identidad con la proteina de mamiferos (L6pez et al., 1995). La.
protefna recombinante es capaz de estimular la actividad de las DNA polimerasas de maiz (Rosas,
1999); durante la germinacién, los niveles de la proteina endégena se incrementa de manera
concomitante con el inicio de la replicacion del DNA (Herrera et al., 2000). Lo anterior ihdica
gue en maiz se conserva la funcién de PCNA. |

La pregunta que nos llevé a realizar este proyecto fue: ¢Cuél es el estado de oligomerizacién
de PCNA y con qué proteinas interactGa a lo largo de la germinacion de maiz?

En este trabajo se demostré que en ejes embrionarios de maiz, PCNA se encuentra tanto en
forma de monémero como de trimero y formando complejos de alto peso molecular (160 y 200
kDa) (figura 7). Durante fa germinacién Siempre estd presente la forma monomérica de PCNA, en
tanto que el homotrimero de PCNA esté en niveles muy bajos en semilla seca y se incrementa
gradualmente conforme la germinacién avanza, lo cual coincide con los tiempos en los que se
lleva a cabo la replicacién del DNA (Baiza et al., 1989); esto sugiere que al igual que en otros
sistemas, el homotrimero es la forma funcional en maiz.

Es probable que durante la replicacion del DNA, PCNA se encuentre asociado a las pro-
teinas que participan‘activamente en este proceso, por lo que el homotrimero, serfa capaz
de asociarse a protefnas que participan en la replicacién y formar complejos de muy alto

peso molecular. Por ensaybs de filtracién en gel, se determiné que PCNA forma complejos
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entre 300 kDa y 450 kDa (Torres, 2002); sin embargo, ain no se han caracterizado las prbtefnas
que forman parte de este complejo.

Al estudiar los complejos proteicos que forma PCNA mediante ensayos de co-
inmunoprecipitacién, se observé que al menos 10 protefnas de diferentes tamafios se asocian a
PCNA (dato no presentado); sin embargo, en estos ensayos no se logré inmunoprecipitar a todo
el PCNA presente en los extractos proteicos a pesar de utilizar un exceso de anticuerpo, lo ante-
rior sugiere que hay poblaciones de PCNA que forman un tipo de complejo y que al mismo
tiempo coexisten otras poblaciones formando otro u otros complejos en donde PCNA no puede
interaccionar con los anticuerpos.

En la caracterizacién de los complejos que forma PCNA se determiné que el complejo de 160
kDa contiene una ciclina tipo D; la conservacién de los motivos de unién a ciclina D que tiene
PCNA de maiz {Lépez et al., 1995), sugiere que la asociacién entre PCNA y ciclina D es directa. -

El complejo de PCNA con ciclina D estd presente en las primeras horas de germinacién (figura
6) y conforme ésta avanza, el complejo tiende a desaparecer, lo cual se debe a la degradacién de

ciclina D (figura 5). La disociacién del complejo se da cuando se inicia la replicacién del DNA, Al
respecto se ha reportado que en chicharo, PCNA forma complejos con ciclina D, preferentemen-

te en células que no se estan dividiendo (Shfmizu y Mori, 1998).

Los datos anteriores sugieren que durante la germinacién de maiz existen dos formas de PCNA,
la forma no replicativa, en la cual PCNA se asocia a ciclina D y/o a otras proteinas de ciclo celular
y la forma replicativa, en donde PCNA estaria como trimero formando complejos con proteinas
propias de replicacién. _ '

Bl tamaio del complejo formado por PCNA y ciclina D es de aproximadamente 160 kDa. Si
consideramos el tamafio de PCNA (29 kDa) y el de la ciclina D (52 kDa), se tendria un complejo
de 81 kDa; lo anterior indica que en este complejo PCNA se une a ciclina Densu forma trimérica
6 bien que existen otras proteinas que se asocian al complejo. En mamiferos, la ciclina D es una
proteina que se une y activa a Cdk4 o 6 (Sherr, 1994 ), por lo que es probable que en maiz se
conserve un complejo proteico similar al reportado por Xiong et al. (1992) quienes demuestran
que en células de mamiferos, PCNA, ciclina D, p21 y Cdk4 interaccionan para formar un comple-
jo cuaternario. ' _ _

Las Cdk4/6 son cinasas tipicas de G1, las cuales se caracterizan por su dominio de unién a

ciclinas “PV/ISTVRE” y cuya funcién es la de fosforilar a Rb (Sherr, 1994). En plantas no hay
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ortélogos de estas cinasas; sin embargo, existen las cinasas Cdk tipo A que realizan la funcién de
Cdk4/6. Las Cdks tipo A de plantas son activadas por ciclinas D en la fase G1 del ciclo celular y
son capaces de fosforilar a Zm RBR, una proteina homéloga a Rb mamiferos (Bonnioti et al.,
2001). Este tipo de cinasas son activas también en la fase G2, por lo que se sugiere que ademds
de unirse a ciclinas tipo D, también se unen a ciclinas de G2 como son las ciclinas A y B (Huntley
y Murray, 1999). Las Cdks tipo A no conservan el dominio de unién a ciclina que tienen Cdk4/6;
en cambio tienen la secuencia “PSTAIRE” en su dominio de unién a ciclina, secuencia que estd
presente en las cinasas de G2 de mamiferos (Cdk1).

En este trabajo, a través de la utilizacién de un anticuerpo que reconoce la regién de unién a
ciclinas de Cdk A (PSTAIRE), se demostré que en ejes embrionarios de maiz estén presentes dos
proteinas tipo Cdk A durante la germinacién de maiz, una de 36 kDa y otra de 32 kDa (figura 8).
Las diferencias en el corrimiento electroforético de estas protefnas no son debido a un estado de
fosforilacién diferencial, ya que esta conducta no cambié cuando se incubaron en presencia de
una fosfatasa alcalina. En maiz se han aislado dos genes de Cdk tipo A (Cdk A, 1y Cdk A, 2); el
andlisis de secuencia predice que el gen de Cdk A, 1 codifica para una protel’né de 34 kDayelde
Cdk A, 2 codifica para una proteina de 31 kDa. Ambas proteinas conservan el dominio de unién
a ciclina “PSTAIRE” (Colasanti, 1991). Es probable que las dos protefnas que reconoce el anti-
cuerpo anti PSTAIRE sean los productos de estos genes; sin embargo, los tamafios moleculares de
estas protefnas (36 kDa y 32 kDa) no coinciden con los sefialados por Colasanti, quiza debido a
un corrimiento electroforético anémalo.

Los niveles de estas cinasas cambian durante la germinacién, la CdK A de 36 kDa esté presen-
te en semilla seca y se incrementa gradualmente conforme avanza la germinacién; en cambio, la
CdK A de 32 kDa se encuentra principalmente en las primeras 6 h de germinacién. Curiosamen-
te, cuando en los ensayos se utilizaron lotes nuevos de semillas que no tenfan mucho tiempo de
.almacenamiento, se observé a la protefna de 32 kDa hasta las 15 h de germinacién (dato no
presentado). Aparentemente la degradacién de esta protéina es mas rapida cuando las semillas
han envejecido; es probable que el mecanismo de degradaci6n de las proteinas sea més activo
en las semillas envejecidas, y que éste contribuya a una germinacién pobre.

La relevancia fisiolégica del comportamiento de la Cdk A de 32 kDa se desconoce; sin embar-
go, los datos obtenidos indican que es una proteina cuya funcién se requiere para la germinacién,

de lo contrario en la germinacién acelerada por BA la degradacién de la proteina deberfa de
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observarse en las primeras 3 h de germinacién, hecho que no sucede, ya que bajo estas condicio-
nes la Cdk estd presente hasta las 24 h de germinaci6n.

Las dos Cdks presentes en maiz son capaces de asociarse con PCNA (flgura 9). En la literatura
se reporta que la unién de Cdks a PCNA puede darse de dos maneras, una a través de su asocia-
cién con la ciclina D como ha sido reportado (Xiong et al., 1992) y otra puede ser una unién
directa sin la necesidad de tener una ciclina (Koundrioukoff et al., 2000). Es dificil pensar que
ambos tipos de Cdks se unan a la misma molécula de PCNA, ya que al tener caracteristicas
similares deben de reconocer una misma regién de PCNA o de ciclina para formar el complejo,
por lo que lo més probable es que cada cinasa se asocie con una molécula diferente de PCNA y
asi se tengan dos tipos de complejos diferentes. |

- Laactividad de cinasa asociada a PCNA es de una Cdk tipo A debido a que es reconocida por
un anticuerpo dirigido contra la regién de unién a ciclina de las Cdks tipo A de plantas (PSTAIRE)
(figura 9), es capaz de fosforilar al péptido de Zm RBR, el sustrato natural de este tipo de cinasas,
y a la histona H1 (figura 10); ademds, es sensible a roscovitina y olomoucina, dos inhibidores de
Cdks tipos A de plantas (Planchais et al ., 2000) y no se inhibe con PKI, un inhibidor de cinasas
dependientes de AMPc (figura 11).

Es de notar que en los ensayos de actividad en los cuales no se adicioné ningtin sustrato, la
cinasa asociada a PCNA fosforila a una proteina de 60 kDa que también se asocia al complejo de
PCNA (figura 10 A carriles 4, 5 y 6). En A. thaliana se ha reportado que el complejo ciclina D3/
Cdk A fosforila a una proteina de 60 kDa y los autores especulan que esta fosforilacion puede ser
el resultado de una fosforilacién de la ciclina D3 (Healy et al.,2001). En maiz, hasta el momento
no se han aislados los genes de ciclinas tipo D; sin embargo, es probable que también exista una
familia de ciclinas tipo D y que la proteina de 60 kDa sea una ciclina diferente a la que reconoce
el anticuerpo anti-ciclina D1 de humanos, de 52 kDa (utilizado eneste trabajo). Lo anterior
sugeriria que la Cdk asociada a PCNA serfa activada por diferentes ciclinas tipo D.

Las cinasas dependientes de ciclina tipo cdk1/ciclina B han sido tradicionalmente purificadas
a través de su cap.acida‘d de unién a p13*' (Brizuela et al., 1987). En A. thaliana se ha reportado
que p13%' es capaz de unirse al complejo activo de Cdk A (De Veylder et af., 1997). En'maiz, al
realizar un andlisis comparativo entre la cinasa asociada a PCNA y la cinasa asociada a p13+<', se
observé que ambas éinasas se comportan de manera similar frente a los inhibidores quimicos de

Cdks (figura 11); sin embargo, la actividad de cinasa asociada a p13*' es mayor que la asociada
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a PCNA, lo que indica que sélo una pequefia fraccién de la Cdk A total presente en las células de
las semillas se une a PCNA y el resto de la proteina se une a p1 Fouc

La actividad de la cinasa asociada a PCNA sobre Zm RBR est4 presente solo en las primeras 6
h de germinacién, ya que a tiempos posteriores s6lo hay una actividad residual; mientras que la
actividad de cinasa asociada a p13*“' presenta un comportamiento opuesto; es decir, es ligera-
mente activa en las primeras horas de germinacién pero conforme ésta avanza la actividad se
incrementa (figura 12). La proteina p13*“' se une solamente a la cinasa de 36 kDa y los resultados
indican que la actividad de esta proteina se incrementa gradualmente conforme avanza la
germinacién, quizd implicando que la cinasa asociada participa primordialmente en las fases S y
C2/M del ciclo celular. La razén por la que la protefna asociada a PCNA solo presente actividad
en las primeras horas de germinacién puede ser debido: 1) A que la cinasa de 32 kDa es la que
contribuye con la actiﬁdad de cinasa, por lo que al degradarse (después de las 6 h) ya no hay
actividad 6 2) A que la cinasa de 36 kDa se disocia def complejo después de las 6 h. Ambos casos
son factibles, aunque el dltimo es interesante, ya que alrededor de las 15 h de germinacién las
células de las semillas inician la replicacién del DNA, por lo que probablemente PCNA tenga que
formar otro tipo de complejos. '

Finalmente, la proteina p21 es una proteina que originalmente se reporté como inhibidora de
. Cdks y de la replicacion del DNA, ya que tiene la capacidad de unir tanto a PCNA como al
complejo Cdk4/ciclina D al mismo tiempo (Waga et al., 1994 ). Al inicio de este proyecto no
habia ningtin reporte de inhibidores de Cdks en plantas, por lo que no se contemplé la posibili-
dad de determinar la presencia de este tipo de proteinas en los complejos proteicos de PCNA.
No se han encontrado ortélogos de esta proteina en plantas; sin embargo, en A. thaliana se han
reportado los genes de una familia de inhibidores de Cdks del tipo p27; aparentemente estos
inhibidores solo interaccionan con Cdk y no con PCNA ( Zhou, et af 2002). Es posible que estos
inhibidores formen parte del complejo de PCNA, pero que la interaccién sea a través de su

asociacién a Cdks.
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EFECTO DE HORMONAS SOBRE EL CICLO CELULAR Y LOS COMPLEJOS QUE FORMA PCNA
DURANTE LA GERMINACION '

Al final de la embriogénesis, la mayor parte de las células de la semilla quedan detenidas en
la fase G1 del ciclo celular (Deitour y Jacmard, 1974), por lo que al inicio de la germinacién
“se reactiva el ciclo celular. Sin embargo, no todas las células de la semilla reactivan su ciclo
celular al mismo tiempo; los trabajos de Baiza et al. (1989), indican que las células
meristematicas del mesocétilo y de la raiz son las primeras que reactivan su ciclo celular, por
~lo que a las 15 h inician la replicacién del DNA. El contenido de DNA de las células
- meristematicas de la raiz a las 15 h de germinacién indica que'el 63 % de las células estéan en
la fase G1y el 35 % ya han replicado su DNA (figura 13). En este momento el complejo
formado entre PCNA, ciclina D y Cdk ha desaparecido, lo que indica que este complejo es
prdpio de fase G1.

Las hormonas vegetales son sefalizadores quimicos que controlan el crecimiento y desarrollo
de una planta, algunas hormonas estimulan fa proliferacion celular mientras que otras la inhiben
y promueven diferenciacion. Se ha descrito que la BA estimula fa acumulacién de algunas ciclinas
de fase G1, la replicacién del DNA y la actividad de Cdk1 (Vazquez-Ramos y Reyes, 1990; Cruz-
Garcia et al., 1998; Riou-Khamlichi et al., 1999; Brault y Maldiney, 1999). Por otro lado, ABA
tiene el efecto opuesto, ya que inhibe replicacién del DNAy estimula la acumulacién de inhibidores
de Cdks (Robertson et al., 1990 y Wang et al., 1998).

La accién de estas hormonas sobre proteinas del ciclo celular permite regular varias etapas del
desarrollo de la planta. Durante la germinacién de maiz, BA estimula la replicacién del DNA
(Vazquez-Ramos y Reyeé, 1990) y la acumulacién de PCNA (Herrera et al., 2000), por lo que
‘bajo estas condiciones la replicacién del DNA se inicia 6 u 8 h antes con respecto a la germinacién
control. Lo anterior coincide con lo que se observa en la figura 14, en donde se muestra que a las
15 h de germinacién en presencia de esta hormona, el porcentaje de células que han replicado
su DNA (40 %) es mayor que el obtenido en la germinacién normal.

El ABA tiene un efecto opuesto al de la BA, los ejes embrionarios embibidos en presencia de
ABA no germinan. El efecto inhibitorio de ABA se da a través de la inhibicién del ciclo celular
debido a que la mayor parte de las células (68 %) quedan detenidas en la fase G1 del ciclo celular

y solo un 26 % parece estar en G2 (figura 15).
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DISCUSION

El efecto de las hormonas se ve reflejado en la concentracién de las proteinas PCNA, ciclina D
y CdkA. Durante la germinacién en presencia de BA, PCNA se incrementa rdpidamente alcan-
zando un pico maximo mucho antes que el observado durante la germinacién normal; en cam-
bio el ABA inhibe la acumulacién de PCNA, por lo que bajo estas condiciones permanece en
nivéles bajos { Herrera et al., 2000).

En cuanto a ciclina D, la BA promueve su degradacién 6 h antes respecto a la germinacién
normal; en cambio, con ABA la degradacién de ciclina D es més lenta que en el control (figura 5).

La cdk A de 36 kDa no es afectada por la BA durante la germinacién, pero la BA inhibe la
degradacion de la proteina de 32 kDa, ya que ésta se observa incluso a las 24 h de germinacion
(figura 17). BA ademds induce la aparicién de una proteina de 34 kDa en tiempos tardios de la
germinacién (15y 24 h)j, muy probablemente producto de un estado diferencial de fosforilacién
de la Cdk A. En presencia de ABA, la Cdk A de 32 kDa también se estabiliza y se induce la
aparicién de una probable banda de fosforilacién diferencial semejante a la que aparece con BA.
Serfa importante conocer el estado de activacion/ inhibicién que es.ta.forma fosforilada de Cdk A
represente, desde el punto de vista del estado fisidlégico de las semillas en presencia de los
- fitorreguladores. |

La accién de las hormonas sobre PCNA, ciclina D y Cdk A afecta a los complejos que
estas proteinas forman. Como la ciclina D se degrada mas rdpidamente en presencia de BA,
el complejo con PCNA sélo se forma en las primeras horas de la germinacién, ya que a las 6
h ya no se detecta este complejo; asi mismo la cinasa asociada a PCNA tiene actividad sobre
Zm RBR solo en las primeras 6 h de germinacién. Sin embargo, despuéé de las 6 h de
germinacién la cinasa asociada sigue activa, solo que ya no utiliza como sustrato a Zm RBR,
sino que su sustrato es la proteina de 60 kDa que inmunoprecipita con PCNA, y cuya natu-
raleza es desconocida.

Estos datos podrian ser contradictorios, debido a que la cinasa estd activa ain después de que
la ciclina D se ha degradado. Se ha reportado que PCNA de mamiferos es capaz de interaccionar
directamente con una Cdk, sin la necesidad de unirse previamente a una ciclina (Koundrioukoff
et al., 2000). Es probable que PCNA de maiz también pueda unirse directamente a una Cdk, por
lo que la cinasa asociada a PCNA podria ser activada por otra ciclina, lo que permitiria que la
cinasa cambiara de sustrato. Si este es el caso, indicarfa que en la germinacién tardfa (15 a 24 h),

PCNA esta formando un complejo con proteinas de ciclo celular pero de fase So G2.
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DISCUSION

El ABA inhibe la germinaci6n al detener a las células en la fase G1 del ciclo celular;. no obstan-
te, el complejo de PCNA con ciclina D s6lo se observa en las primeras horas de germinacion, a
pesar de que en este caso se inhibe la degradacién de ciclina D. Sorprendentemente, la cinasa
asociada a PCNA estd activa hasta las 24 h de germinacién y de manera interesante, a las 15 y 24
h de germinacién la cinasa es capaz de fosforilar tanto a Zm RBR como a la proteina de 60 kDa.
Es probable que el ABA, al detener el ciclo celular, por un lado evite que se disocie el complejo
de PCNA con Cdk A que fosforila a Zm RBR y ademas promueva la formacién de otro tipo de
complejo (PCNA/Cdk) que utilice un sustrato diferente, por lo que bajo estas condiciones coexis-
tirlan ambos complejos. _

¢Cudl es el mecanismo por el cual el ABA detiene a las células en la fase G1 del ciclo célular?.
Es probable que sea a través de la induccién de un inhibidor de Cdk (ICK); se ha reportado que
ABA induce a ICK1, el cual es capaz de inhibir la actividad de cinasa asociada a p13*' en A.
thaliana (Wang et al., 1998). Sin'embargo, bajo estas condiciones Ja cinasa asociada a PCNA esta
activa, Una respuesta probable a este di.le.ma es que haya complejos ciclina D/ cinasas en los que
no se encuentre presente PCNA y que estos sean principalmente el blanco de los inhibidores. £n

este sentido serfa interesante determinar si el ABA afecta la actividad de cinasa asociada a p13<',

Con los resultados obtenidos de este trabajo se proponen los siguientes modelos.
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DISCUSION

GERMINACION CONTROL

Al inicio de la germinacién, la mayor parte de las células estan en la fase G1 del ciclo

celular, €n este momento PCNA forma comple‘j_c.)S con ciclina D y con Cdk A de 36 kDa (Cdk
A1) y/o de 32 kDa (Cdk A,2). Conforme avanza la germinacién la ciclina D y Cdk A,2 se
degradan permitiendo con ello la desaparicién del complejo y la pérdida de actividad de
cinasa asociada a PCNA. Cuando se inicia la replicacién del DNA, PCNA forma complejos
con proteinas que participan en replicacién del DNA (Replicacién). Por otra parte, la Cdk

A,1 también se disocia de PCNA, pero su actividad detectada por la unién a p13 se

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN .

incrementa conforme avanza la germinacién.
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DISCUSION

GERMINACION CON BA

0 6 15 24  Horas

La BA acelera fa germinacién permitiendo con ello que la degradacién de ciclina D se lleve a

a cabo més rapidamente respecto a la germinacion normal, Bajo estas condiciones la replicacion
del DNA se inicia 6-8 h antes respecto a la germinacién normal, por lo que el complejo de PCNA
con ciclina D desaparece répidamente; consecuentemente, la actividad de cinasa sobre ZmRBR -
asociada a PCNA solo se observa antes de que se inicie la replicacién del DNA; sin émbargo, en
este caso la BA inhibe la degradacion de la Cdk A de 32 kDa (Cdk A, 2). Conforme la germinacién
avanza, la cinasa asociada a PCNA cambia de ciclina por lo que ya no es capaz de utilizar como
sustrato a Zm RBR, en cambio fosforila a una proteina de 60 kDa que se encuentra asociada al
complejo de PCNA.

Es pobable que la actividad de CdkA,1, que se puede unir a p13%', se incremente al igual

como sucede en la germinacién normal.
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DISCUSION

GERMINACION CON ABA

ABA

24 Horas

Durante la germinacién en presencia de ABA, ésta provoca [a inhibicién del ciclo celular
deteniendo a las celulas en la fase G1, por lo que bajo estas condiciones la replicacién del DNA
también se inhibe. El complejo de PCNA con ciclina D solo se observa en las primeras horas de
germinacién a pesar de que ABA retrasa la degradacién de ciclina D. Sin embargo, la cinasa
asociada a PCNA estd activa hasta las 24 h y es capaz de fosforilar tanto a Zm RBR como a {a
proteina p60 que esta unida al complejo de PCNA; quizé en estos momentos PCNA forme dos
complejos con Cdks, pero activadas por diferentes ciclinas, por lo que reconocerfa diferentes
SUStratds.

El mecanismo por el cual el ABA inhibe el ciclo celular puede ser através de la induccién de
la expresién del inhibidor 1CK1, el cual inhibe a las Cdks. En este caso es probable que la cinasa

afectada sea la que se une a p13*'y no la que se une a PCNA.
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CONCLUSIONES

En maiz, la aparicién del homotrimero de PCNA coincide con el inicio de la replicacion del DNA.
PCNA de maiz se asocia a una proteina tipo ciclina Dy a una protél’na cinasa dependiente de
ciclina (Cdk A) | '

La cinasa asociada a PCNA es de tipo Cdk A, tanto por criterios inmunolégicos, por preferen-
cia de sustratos, asf como por su respuesta a inhibidores quimicos especificos.

' Durante la germinacién, el complejo formado por PCNA y ciclina D desaparece cuando se
inicia la replicacién del DNA. . |

La actividad de cinasa asociada a PCNA sobre Zm RBR, s6lo se presenta en las primeras 6 h de
germmaaon, cuando la mayor parte de las células estdn en la fase G1 del ciclo celular.

La BA acelera la germmac:on estimulando la progresién del ciclo celular.

El ABA inhibe la germinacién al detener a las céiulas en la fase G1 del ciclo celular.

Durante la germinacién, la BA provoca una rdpida desaparicién de ciclina D y por lo tanto del
complejo con PCNA. Semejante evento ocurre al inhibir la germinacién con el ABA, sin em-
bargo, en este caso a ciclina D no desaparece.

La BA no tiene efecto sobre la actividad de cinasa asociada a PCNA que fosforila a Zm RBR;
sin embargo, es capaz de inducir la formacién de un compiejo diferente que fosforita a otro
sustrato. Por otro lado, la inhibicion de la germinacién por el ABA estabiliza la actividad de
cinasa asociada a PCNA sobre Zm RBR y permite la formacién de otro complejo con actividad

-de cinasa que utiliza otro sustrato.
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6.1 ARTICULO

“Proliferating cell nuclear antigen expression in maize seed development and germination:

regulation by phytohormones and its association with putative cell cycle proteins.”
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The proliferating cell muclear antigen (PCNA) plays a fonda-

mentsal role in DNA replication and repair and recently, it has

been found associated to proteins that control the G1 phase of
the cell eycle, such as cyclin D, Maize PCNA ¢DNA has been
cloned and overexpressed. in order to raise antibodies, The
expression 6f PCNA has beenfollowed during seed development
and seed germination using the homologons antibodies. The
protein was found at a constant level during seed development

up to 48 days after pollination (DAP) and then the amomnt

declined to very low levels, similar to {kose found in dry seeds.
Upon germination, PCNA levels rose gradually reaching a peak
by 20 b germination. Imbibiticn in the presence of cytokinins
(Benzyladenine, BA) produced 4 sharp increase in amount during

the first 3—6 h germination, whereas imbibition in the presence
of abscisic acid {ABA) did not alter the pattern of expression
as compared with control seeds. Immunoprecipitation experi-

‘ments showed that PCNA was associated to @ putative cyelin

1) protein during germination and this association was altered
by phytohormones, While the complex PCNA-cyclin D-like
protein was present along the first 15 h of germination under
control conditions, it was dissociated after 6 h if embrye axes
germinated in the presence of BA or ABA. However, complex.
dissociation in the presence of BA was due to degradation of
the-putative cyclin D protein while in the presence of ABA the
putative cyclin D was still present. These results are discussed

in the context of seed germination and the cell cycle.
\Y

Introduction

DNA metabolism is rapidly activated afier secd imbibition
with DNA 1epair and syathesis of organellar DNA tuking
place within the first hours of germination (Bewley and
Black 1994). DNA replication is a late event, sturting several
hours after imbibition; however, ¢~ and J-replicative-type
DNA polymerases as well as DNA primase and DNA ligase
are present and apparently in an active state in dry seeds
(Vézquez et al. 1991, Garcia et al. 1997).

-In maize, the phosphorylation of a primase-containing
a-type DNA polymerase coincidés with both an increase in
activity and with the time al which DNA replication is first
observed in meristematic cells (12-15 h after imbibition)
and has given evidence of post-transiational contro! of
DINA metabolism during germiination (Coello and Vizquez-
Ramos 1995). Phosphorylation of human DNA polymerase
« also correlates with the entry of cells into the S phase of
the cell cycle (Nasheuer et al. 1991),

Abbreviations - DAP, days aftcr pollination.
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- Activity of J-type DNA polymerases in eukaryotes
largely depends on the presence of proliferating cell nuclear
antigen (PCNA), an accessory protein required for proces-
sive chromosomat DNA synthesis (Tan et al. 1986, Prelich
et al. 1987), -Originatly identified as an awto-antigen in
patients with lupus erithematosis (Miyachi et al. 1978),
PCNA is now recognized as a2 multi-functional protein that
participates in events such as DNA replication (Prelich and
Stillman 1988), DNA repair {Shijvi et al. 1992} and proba-
bly in the control of (1 phase of the call cycle (ang et al.
1992, Waga ¢t al. 19%94).

PCNA is 4 highly conserved protein in all species smdied
ranging from mammals and insects to plants (Matsumoto et
al. 1987, Bauer and Burgers 1988, Suzuka et al. 1989). In
human cells, PCNA synthesis reaches a peak during S phase
in the cell cycle (Morris and Mathews 1989) and remains at
a2 constant level thereafter. In contrast, PCNA amount
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declines to very low levels in quicscent and sencscent cells.

Upon addition of serum or mitogens, PCNA transcript and =~

protein levels recover (Kelman 1997).

Through the action of RF-C, a protein that promotes
assembly onto the DNA of the active, homotrimeric form.of
PCNA to produce a ‘sliding clamp’ (Tsurimoio and Stillman
1990), DNA polymerases & and ¢ considerably increase their
processivity during DNA replication. However, there is
evidence that only 35% of all PCNA present associates to
replication loci (Bravo and MacDonald-Bravo 1987).

Besides its role in DNA replication and repair, PCNA
also associates with Gl cell cycle proteins like cyclin D,
eyclin E, Cdk2, Cdkd and p21 (Xiong et al. 1992, 1993,
Waga ¢t al. 1994), some of the most important regulators of
the commitment to undergo the cell cycle. Its role in these
associations has not been clearly clucidated, although it is
speculated that PCNA is sequestered during Gl by cyclin I
to avoid premature initiation of DNA replication (Pagano et
al. 1994). Recent roles of PCNA in chromatin remodeling
and in transcriptional control have also been proposed
(Kelman 1997),

Plant PCNA genes have been cloned, and the correspond-
ing sequences are highly conserved (Kodama et al. 1991,
Suzuka et a1, 1991, Hata et al, 1992, Matsumoto et al. 1994,

Kelman 1997), The promoter region of rice PCNA gene has-

been sequenced and a 263 bp sequence upstream of the
transcription start site has been proposed as necessary for
expression (Kosugi et al. 1991). Recently, two DNA ele-
ments essential for the proliferating cell-specific transcrip-
tional activity have been found in rice PCNA promoter, and
these are bound by proteins that apparently confer meris-
tematic tissue-specific expression (Kosugi and Ohashi 1997).
Additionally, association of PCNA with a Gl <l cycle
protein, cyclin D3, has also been found in pea axillary buds
(Shimizu and Mori 1998).

Two PCNA ¢cDNAs have been described in maize. These
are almost identical in the coding sequences and although
they differ by 40% in the 5' and 3' non-translated regions,
they have a very similar expression pattern in proliferating
tissues soch as spikelets and root and shoot tips (1.opez et
al. 1995, 1997).

Maize seed germination accelerated ¢ither by adding cy-
tokinins or by osmopriming seeds has been a thoroughly
studied ‘model in our laboratory. Under these conditions,
the starting time for DNA replication is considerably ad-
vanced, from 1215 h of imbibition in control germination,
to only 4-6 h after accelerated germination, while the time
of appearance of mitotic figures is aiso shortened (Reyes-
Jiménez et al. 199}, Cruz-Garcia et al. 1995). Benzyladenine
(BA), a synthetic cytokinin, stimulates the activity of nuclear

. DNA polymerascs and of protein kinases (Vazquez-Ramos
and Reyes 1990, Ziifiga-Aguilar et al. 1995), and promotes
the activation of a putative cyclin D-Cdk4 kinase complex
during early germination (Cruz-Garcla et al. 1998). The
mechanism by which BA promotes such effects is unknown.
Although recent evidence indicates that cells respond to
cytokinins by promoting signal transduction wsing a system
similar to the two-component regulators found in bacteria
{Kakimoto 1996, Brandstatter and Kieber 1998), this system
appeats to be operative mainly in non-proliferating tissues.
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On the other hand, induction of ¢yclin D3 mRNA (and cell
proliferation) by cytokinins in drabidopyis cell suspension
cultures has recently been demonstrated (Riou-Khamlichi et
al. 1999); this induction occurs in the absence of protein
synthesis, involving a signal transduction event as a re-
sponse to cytokinins.

In the present work, we report on the expression of maize
PCNA during embryogenesis and germination and how
expression during germination is modified by cytokinins in &
cell cycle-related mode. The effect of abscisic acid (ABA) is
also studied. PCNA association with a putative cyclin D
protein during germination has been found, association that
is also hormonally modulated. We discuss the results in
terms of the role of PCNA in cell cycle events during early
sced germination. : ’

Materials and methods
Plant material

Maize sceds (Zew mays L. var. Chalguefic) with 95% germi-
nation. were used. Embryo axes were hand-dissected from
dry seeds and used immediately or kept at 4°C in a dessica-
tor until use.

Chemicals

Protein A-agarose, protease inhibitor cocktail tablets {(Com-
plete™), PCR kit, BumHI and HndIll were from
Boehringer-Mannheim (Mannheim, Germany); nylon trans-
fer membranes (Hybond-N+), Hyperfilm ECIL and ‘BECL
western blotting kit were from Amersham International
PLC (Little Chalfont, UK); Immobilon PVDE membranes
were from Millipore (Bedford, MA, USA); random primer
extension reagent labeling system and {a-*?PYICTP (119
PBq mol ") were from New England Nuclear, Du Pont
{Boston, MA, USA); ampicilin and IPTG were from Re-
search Organics Inc. (Cleveland, OH, USA); Kevhole limpet
hemocyanin, complete Freund adjuvant, incomplete Freund
adjuvant, lysozyme, protamine, §-mercaptoethanol and glo-
taraldebyde were from Signaa Aldrich (St Louis, MO, USA);
anti-Cyclin D1 (H-293) rabbit polyclonal 1gG against full-
length human protein, cat. No. $¢-753 and anti-PCNA
(PC-10} mouse monoclonal 1gG against human protein, cat.
No. s¢-056 were from Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa
Cruz, CA, USA); goat anti-mouse IgG (H + L) Premium
Quality peroxidase labeled, cat. No. 13871-017 and rabbit
anti-goat IgG (H+1L) horscradish peroxidase conjugate,
cat. No. 19814-011 were from Gibco BRL, Life Technolo-
gies (Gaithesburg, MD, USA). All other chemicals were
from Gibco BRL.

Cloning of PCNA cDNA into gPROEX HTh

The ZmPCNAI cDNA {Lopez et al, 1995) was amplified by
PCR in order to oblain an in-frame cDNA using
the following primers: 5-GCCGGATCCATGTTGG-
AGCTGCGGCTT and 5 -TGAAAGCTTTCATGGC-
TTCATCTC. The PCR product was purified and ligated to
the expression vector pPROEX HTH (Gibeo-BRL) using

Bhygiol. Pant, 110, 2000
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the BamHI and HindIll sites present in the oliges used for

- amplification. Expression in this vector is under the control
of the Lac lq promoter and the recombinant protein is fused
to a tail of 6 histidines in its amito end. Escherichia coli
BL21 plys cells were transformed with this plasmid and
grown in Luria-Bertani (LB} agar containing 50 pg ml—!
ampicilin. Resistant colonies were transferred to a nylon
niembrane and checked for the presence of ZmPCNAL

For membrane hybridization, ZmPCNA1 cDNA was la-

beled with (¢-P?)dCTP (1.1 MBq} using the random primer
reaction kit (NEN) following the instructions of the manu-
facturer. Hybridization took place in a buffer containing

0.3 M sodium phosphate, pH 7.2, 0.7% SDS and 1 m}{ -

EDTA at 60°C; the membrane was washed twice with
0.t x 88C, 0.1% SDS {(w/v) and exposed to an X-ray film,
Cells from the positive colonies were grown, the plasmid
‘was extracted, purified and checked for the presence of

PCNA by Southern blot analysis following the conditions -

described above. :

Overexpression and purification of PCNA protein

Cells from a positive clone (PE-ZmP1) were grown in 150

m] LB containing ampicilin (50 pg ml=") at 35°C with’

vigorous shaking (250 rpm) up to an optical density of 0.6.
IPTG (0.5 mAM) was added and the cells were further
incubated for 3 h, The presence of PCNA was tested in an
aliquot of the cell culture by SDS-PAGE and by western
blot using an anti-human PCNA antibody (sec below),
PCNA protein purification was followed using the
ProExt™ HT Prokaryotic Expression System (Gibco-BRL)
according to the instructions provided by the manufacturer,
Briefly, after IPT( induction of PCNA, cells were collected
and lysed in {ysis buffer (30 maf Tris-HCL, pH 8.5, 10 m¥
f-mercaptoethanol, 1 mg mi~' lysozyme, 100 pl mi~"
protarhine and protease inhibitor cocktail). The resulting
suspension was centrifuged and the supernatant was passed
through the Ni-NTA affinity column previously equilibrated
with buffer A (20 mM Tris-HCl, pH 8.5, 100 mM KCl, 10
mM f-mercaptoethanol, 10% glycerol and 20 mdM imida-
zole). PCNA: was eluted with buffer A containing 100 mas
imidazole. All of these steps were performed at 4°C.

Anti-maize PCNA ant{bodies

Antibodies against PCNA were raised using the recombi-
nant protein coupled to Keyhole Jimpet hemocyanin
{(Jemmerson 1987) as follows: Hetnocyanin (2 mg) was first
dissolved in 0.8 mi water and then 0.2 ml PBS (137 mM
NaCl, 27 mM KCI and 4.3 mM sodium phosphate buffer,
'pH 7.2) was added. A total of 10 pl of 25% glutaraldehyde
and 90 pl PBS were added and the protein solution was
incubated for 12 h at room temperature with shaking, The
excess of glutaraldehyde was removed by filtration through
Centricon-100 tubes.

Purified recombinant PCNA (400 pg) was dissolved in 90
@i PBS and mixed with the hemocyanin solation and incu-
bated 12 h at room temperature,

Physiol. Plund. 119, 2000

"A rabbit was injected intramuscularly with two pooled
preparations of PCNA (800 pg) coupled to hemocyanin,
emulsified with 500 pl of complete Freund adjuvant. A
second immunization was applied 8 days later, using incom-
plete Freund adjuvant and this scheme was rvepeated for
further 7 weeks. Anti-PCNA antibodies were immunop-
urified by incubating the antiscrum with recombinant
PCNA bound to Immobilon filters and eluted. Antibody
titration was followed by westein biot.

Protein extraction and western blot

Maize embryo axes were imbibed for 0, 3, 6, 10, 15, 20 and
24 h in imbibition buffer (30 mM Tris-HCl, pH 7.6, 2%
sucrose, 10 mM MgCl, and 10 g mi ~! chloramphenicol) in
the presence or absence of BA (1 pM} or ABA (20 pM).
Maize embryo axes (germination experiments) or maize
embryos from 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56 and 64 days after
pollination (DAP) were homogenized at 4°C with extraction
buffer (70 mAM Tris-HCI, pH 7.5, 1.0 mM MgCl,, 25 mM
KClL, 0.25 mM sucrose, 15 mAM f-mercaptoethancl, 0.1%

" Triton X-100, 5 mM EDTA and proteass inhibitor cock-

tail). Protein extracts were centrifuged at 150000 ¢ for 30
min at 4°C and the protein amount was determined (Brad-
ford 1976). _

Proteins (20 pg per lane) were separated by SDS-PAGE
clectrophoresis (10%) for 2 h at 90 mA, the gels were
washed with transfer buffer (20 m M Tris-HCI, pH 10.4, 150
mM glycine, 20% methanol} and proteins were transferred
to PVDF filters (8,2 um pore size) by means of a LKB
Transblot apparatus for 1.5 h at 1 mA c¢m~? wsing the
semi-discontinuous bufter system recommended by the man-
ufacturers. Membranes were washed .in PBS, transferred to
saturation buffer (PBS containing 5% semi-skimmed milk
and 0.6% Tween 20) for 1 k and then the first antibody was
added to saturation buffer and incubated overnight at 4°C
with gentle agitation. Membranes were washed twice in PBS
and once in 0.5 M PBS-NaCl and then probed with the
gecond antibody for 1 h at room temperature, Membranes
were washed again and visvalized using the Enbanced’
Chemiluminescence reagent (ECL, Amersham). The anti-hu-
man PCNA and anti-human cyclin D1 antibodies were used
at a 1:1000 dilution; the anti-maize PCNA antibody was
used at a 1:1500 dilution. All immunoblots were repeated at
least 3 times.

EImmunoprecipitation

'Immunoprecipitation was performed according to Duran et

al. (1984). Anti-human cyclin D1 or anti-maize PCNA at a
1:75 dilution was pre-treated with protein A-agarose and
then diluted 10-fold with buffer A (10 mM Tris-HCL, pH
7.5, 50 mM NaCl, 1 mdM BEDTA, 0.05% Nonidet P-40 and
protease inhibitor cocktail). Total protein (50 pg) was added
and the mixture was incubated for 3 h at 4°C with gentle
agitation; the resin was washed twice with buffer B (10 mM
Tris-HCL, pH 8.0, 140 mAM NaCl and 0.025% sodium azide)
and once with buffer A, The bound complex was eluted with
loading buffer for SDS-PAGE (Laemmli 1970) for im-
munoblot processing.
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Resulfs
Ovevexpeession of PCNA and snttbody production

ZumPCNAL ¢DNA was cloned in frame into the ProEX
BT vector and then used (o transform £, ¢ofi BL21plys.
After inducing BCNA expression with BTG, PCNA protein
with an attached hexa-histiding tail way purified through o
Ni-NTA sffinity colunm; this was possible because the
cloning of PONA i the vector provides of o fexa-histidine
tail. PCNA could be deotegted in protein extracts and in
affinity purificd fractions using an amibody ggainst buman
POCNA (Fig. 1AB).

Fig, 1. Overexprossion of PCNA, and antidody production. PE-
Zli%? welly were grown in LB medium o theb?gumm of ampicilin

and IPTG. Cells wore iysed and the protin was Tractivoated

through s NENTA affinity column. {A) Protein profile frooy lane 1,

ein extraet from G-hi-imbibed maize whess lage 2, protein exrract
E. coli PE-ZmPL lenes 3 and 4, proteins Trom fractions not
kound to the resin; lanes 5--30, difforent Sraetions from she Ni-NTA
affinity columin, (B Tnmunobloy of proleins in A, uking an anti-
body against human PCNA. (€ Anti-maize PONA antibody
duction, Purifled recombimam maize PONA was mixed with
hemocvenin, inpcted 1o eabbits and the resultiog antibody was
fested | ke protein exteacts o o 190G dilution (lane 13, or 8t
4 L3000 ditution {Jame 3} Lanes 2 and 4, proteln extructs from
PE-ZmPi: lanes 5 and &, immsunobiot of maize and £, colf grotein

exiricts, espechively, uding predimuns serom,

130

J—— 5, 1.1

L

3 s 3T 4 48 55 4 DAP

Fig. 3. PONA expression durin%
beyos jsolated affer §, 16, 24, 32, 40, 4%, 56 and 64 DAP were
hmn%mim-, prokein extrets were fractionated through SDS-
PAGE and prepared for immunoblol analysis, using the anti-mak

maiz: embryogenesis. Muize ¢

PONA antibody for immunorecoghition,

Recombinant PONA protein coupled to hemocyanin was
tjected into rabbie and the antibody recovercd and imes
nsutopurified gave an antibody tter ap to 123000 when used
in western blot assays (Fig. 1C)

Msize PCNA expression duriog embryogenesis umil
gevinination

We seported proviowsty that PUNA pene was expressed in
profiferating madze tissues such us shoots, rools and
spikelets (Lopez et al. 1997); however, no signal was otw
taitted by northern blot aualyses of mRNA from germinai-
ing muize axes or from embryos st different stapes of seed
development, indicating that the amoont of PCNA message
e these tssues s extremely low, RT-PCR experiments were
performed and these showed that PUNA transcript could be
detected only from RNA samples corresponding to 8 DAP
and in RNA sampies from 28 h of control germination and
onwurds {results not shownd. On the other hand, PCNA
protais was present dering seed formation snd seed germi-
nation. A considorable amount of PONA protcin could be
observed at 8 DAP and the amouwnt remained fairly constam
during the following 40 days, declining thereafier o 8
minimum afier 64 DAP {Fig. 2). Axes in dry seeds alio
contained a minor ameunt of POUNA, similar to that present
at 64 DAP. Afer soed imbibition, the protein pradually
increased, reaching o peak after aboii 20 1 of gesmination
{Fig. 33, DNA replication during matze germination starts
by 15 h (Reyes-Jiménez et al. 1991),

Hormonal modalaten of PONA expreston

If maize embryvo axes were imbibed in the prasence of BA (3
PA), PCNA protein levels incrensed significamtly after 3 b

2
Fig, 3. PCNA oxpression duning misee gesrination. Effect of BA,
Emlayo axcs imbibed in the pressoee/abaence of BA were imbited
for 3,6, 13, 15, 20 wnd 24 h, proteln extracts were fractiopated
through SDS-PAGE and for immunoblot anatysis usiog
the anti-maiae PCNA anti . G contenl; BAL bonryiadening ds,
axes from dey seody,

Povysicl. Pani. T, 2000
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Fig. 4. De novoe synthesis of PONA during gennination. This

experiment was petformed an desoribed i Fig 3. cxcept that
sycloteximide (CH) was added to the indicated sampics at the
bogieming of the Imbikithon period wnd axes were imbibed for 6, 10
amd 15 h. dy, axes fromn Jry sceds.

of irabibition and by 6 h the amount of PCNA was simitar
t that found in the control after 20 b No further increase
in POCNA was observed at later fimes (Fig 3). Reyes
Jiménez et al. (1991 showed that DNA replication starts by
6 h in BA-stimulaied maize embrye axes. Addition of
sycloheximide (CH, 16 pg mi~ '), & protein synthesis in-
hibitor, w imbibing BA-treated maize axes prevented PONA
synthesis and the protein gradually disappeared and was rot
detectable aficr 15 B of imbibiton (Fig. 4). This resuit
indicated that both PONA Telt over from spabrvopemesis and
the de movo germination-svathesizod PCNA had » @

trnover. The lovels of PONA in CH-treatod axes were the -

same whether axes were incubated in the presence or ab-
sence of BA.

Abscisic acid (ABA) is a known inhibitor of seed germi-
nation and in maize and rye inhibits the onset of DNA
replication (Vazgquez-Ramos amd Qsborne 1986, Zarain of
al. 19RY). The amoum of POCNA in axes imbibed in the
presence of ABA repmained at 2 level similar 10 fhat in
oomtrol axes up to 20 b of germination sod a slight decrease
was observed by 24 1 (Fig. 5 a resuft that correlated with
the inhibition of DNA replication.,

PCNA and » putative cyclin 1D peoteln are part of a protein
compiex in mulbne sxes

Prior to INA replication, PCNA is associsted with ayclin D
during the i phase (Matsuoks et al, 1994), We have
roported in the past the presence of & putative ¢yclin P
peotein in maize embryo axes and ity association with a
potative Cdk 4, active protein kinase (Cruz-Garcia ot al.
F90R The spparent molecular mass of this putative cyclin
wis 52 kDu. Arabidepsts and alfalfs Detype cyelin <DNAs
predici proteing of 3942 kDa (Soni et al. 1995). However,

et PONA

M A 15166 3 ds 3 6 18 1S 26 24 Howrs

BA ABA

Fig. 5. Effeet of ABA on PCNA cxpression. Fmbryo axes were
imbibed in the presehce of sither BA or ABA 43 already desoribed

03 proteing wety prepaged for ivmunoblot gealysis. e, anes from

Pkl Pham, 119, 2000

g

Fig. &. Association belween PURA gnd o puiative gycliv D. Proteiny
exiracts from Beimbibed axes were immunmmipimtcd wsing an
anti-human ¢yelin £ antibody and the resulting pellot was Frac-
rionated through SDS-PAGE and p for imounablon soaby.
sis using anti-maize PCNA amibody for immymorecopaition. Lune
1. total protein; banes 2 and 3, immunoprecipitates ustsg 854 or
12300 dilutions, vespestively, of the anticyclin D antibody; fane 4,
;mm‘n in the supermatane from the umnm describied in lane X
une 3, immunoprecipitation using ;m«immvm serum: tane 6, su.
pernatant Trom experioent in fane 5.

Huntky ct af, {1998) have just reported 3055 kDa polvpep-
tides for in vitro translated Ambidapsis cyeling DI, 2 and 3,
reflecting an irreguiur electrophoretic mobility, The anti-hu.
man cyclin D antibody against the fulblesgth protwin used
in thiy work most reoogniee sowme regions that are conserved
in both the human and plant proteiny, namely i e regions
of aminoncids J103-126, 143-159 and especiully in the 181
210 block {Soni ¢ al, 1995, Renandin &1 al. 1996).
Searching for an associmtion between the putative oyclin
D and PONA, protein extracts from madze axes were ime
munoprecipitated using te ant-human ovclin D antibody
and the reseiting protein poliet was resolved through SDS.
PAGE; then, & westerp blot was performed using the anti-
body against maize PCNA. Fip. 6 shows that the putative
maize eyelin D protein associated with PONA. The comple-
mentary experiment was also performed with similar results: |
the cyclin D-like proteln was immunorecopnized afior pre-
cipitation with the anti-maize PONA anlibody; however,
since cyelin D and the heavy chain of IgG could not be
resolved in the gof, @t was Jifiouit to cleadly detect the
former {result not shown), It should be sioted that not all
PCNA is immunoprecipitated by the antbcyelin B antibody
singe & considerable amount of protein rematned in the
supernatant, a result alveady reported in human PONA
mmmunoprecigitation esperiments {Brave and MacDouald-
Bravo 1987). A bund of 2 lower moleculsr mass was also
observed in some of the immunoprocipifates, probubly mp-
resenting the low molecular weight TG subunit.
Association between PCNA and the puiative maize cyclin
D protein was followed during geomination of axes o the
presence of BA or ABA. Under control conditions, both
proteins remained aseociated ducing the i5h period men-
sured (Fig. 7A} However, in the presence of BA, the
association between the pututive oyclin D and PCNA, gradu-
ally decreased {Fig. 7H), so that PCNA was no longer
detectable by 15 h of germination in anti-oyclin BY imsouno-
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precipitates, We reported previously that the putative cyclin
I} is degraded by 13 b of germination in the presence of BA
{Cenz.Garcin et 5. 1998). A contrasting behavior was found
for axes imbibed in the presence of ABA. Although PCNA
and the eyclin D-like prowin were associited only during

the first 6 b of germination and by 15 h no PUNA was

immunoprecipitated by the anti-cyclin I antibady (Fig, TC),

Fig. 7. Interaction of PONA and the putative cyclla I during
germization. Protein extracts from axes imbibed  the presence
cittier of BA. ABA o nome foonteol) for 3 hiA), 6 0 (BY o1 15 540
were famunoprecipitited using the anti-cyclin D antibody and

ots were fractionuted through SDIS-PAGE and prepared for

immunoiot analysis u:i;f anthanatze POKA aniibody. TP, total
pratein; TP, imavunoprecapitate; SN, superontant.

132

53 KDt vt

dn 3 6 15 3 & 35 3 ¢ 15 Houn

C BA ABA

Fig. & Presence of o putative cydin D during germination, ;’,ﬂm

of phytoreguiators. Maize axes were imbibed for 3, 8 and 1S hin

the prescace cither of BA, ABA or none (control). Proteing weee
extrscted, fractionated SDSPAGE and prepared Tor i
mninoblor analysis using the anti-human cyclin D antibody.

the eyelin Didike protein was still present at 15 I of imbibi-
tion in the preseace of ABA (Fig. 8,

Discussion

Onr vesults show that' the amount of a cell proliferation
muprker such as PUNA & high at the initial stages of maize
embryogenesis and declings o very low fevels as seed matu-
ration # resched, supgesting that if cell proliferation is
needod during seed peomination, new syathesis of this
protein would be required. The gradual increass in PUNA
prowin that is observed during eary maize geomination
mficates that this is indeed the case and also gives evidence
that the reactivation of the cell cycle, very Bkely, plays a
fundamentud role for the following seediing establishiment.
Thie perind of maximal accumulation of PCNA, berween 15
und 20 b after imbibition, coincides with the time at which
DNA replication i (aking place in mwristematic tissucs
(Baiza o1 al 1989, Reyes-Jundnez et al, 1991). This corrola-
tion is sirongly corroborated by the rapid accumulation of
PCNA uler conditions in shich the germination process iy
accelorated by cylokining, so that the protein peak is ob.
served sround the 3-&h perfod of germination, the time at
which DNA replication is already tuking place under the
aveelorated sonditions (Reyves<Jiménez <f al. 191, Cruz-
Garein et gl 1995). Furthermore, only a residual increase in
PCNA amount is observed iff maize gernvination is inhibied
by abscisic weid, These results would indicate that DNA
metabolism is very responsive during seod germimation. Ineis
denrally, moize PCMA can stimulate 3 maize d-type DNA
polymerase further corroborating ity idemticy (M. Rosas and
I, M. Vipquez-Ramos, unpublished results).

Of interest is the apparent short halflife of PCNA protein
during germination, as treatment with cyclobeximide bas
shown, Siove no PCNA message was detected by northern

‘blot, this result would indicate that PUNA iz synthesined

very efficiently, in s process that would reguire a continuous
wanslation from 4 few, bot sable, tanscripts or, alterna-
tively, regulation of PCNA sceomulasion by a rightly con-
trolled de movo transeription aml tanstation. RT-PCR
resuits indeed indicate that there are very low kovels of the
transcript(s), detectable only sfter 24 b of germination wnder
controt conditions, suggesting de nove trangeription of
PCNA mRNA as germination advances. Appargntly, the
message world be virtoally absent during late embryogencsis
and in dry seeds,

Phisid, Plasit. 110, 2R

95

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



PCNA tumgpver resembles the behavior of other celfl
cycle-reluted proteins during germination. We have recently
reported that the putative cyclin D protein that has been
studied here is also subjected to a rapid accumuiasion and
depradation during accelarated germination (Cruz-Lrarcia ot
al. 1998).

A wertain amonnt of PCNA protein is present in dry
seods, ws we have reported for other ¢ell cycle-relnted
proteing and activities in maize dry sceds, such as replica-
tive-type DNA polymetases and DNA primase (Coello and
Vizquez-Ramos 1995, Garcia et al. 1997), DNA ligase
(Vazquez ct al. 1991), putative cyclin B, cyclin B, Cdk4
kinase, E2F and p33 proteins (Cruz-Garcén 2t o). 1998) and
p3d=ie? kinase (Hermera-Teigeivo 1 4l 1999), It would ap-
pewr thnt during the seed development program, there might
he a decision to store 4 potential amount of cell cwle
proteins that will be required and essential for the germina-
tion process. Another possibility, i.e. that protein products
are not degraded due to the process of zeed drying during
late seed formation, seems uniikely since cell proliferation
during seed embryogenesis takes place several weeks hefore,
in the early stages of seed formation (Bewley and Black
1994). Regulation of these protelns, however, appears to
diffir during geimiination: DNA polymerase-primase com-

plex, p34“%* kinase and the putative cyclin B protein, -

main present and at a constant lavel throughout
gesmination, but their activity is modulated post-transla-
tisnnlly (Coello and Viizquez-Ramos 1995, Cruz-Gurcis et
sl 1998, Herrera-Teigeiro et al. 1999), wherens others tke
the putative p53 and ¢yclin Db proteins disappear guickly
during germination (Cruz-Garein ot al. 1998); an E2F.like

proteln and the activity of DNA polymerases 1 and 3, do-

not seen 1o vary much (Garcia ot al. 1997, Croz-Gargla ot

- al, 1998) and a proteln like PCNA accumulates as germing-
tion advanoes, with a direct correlation with DNA replica-
tion {the present work).

Regulation of PCNA function during germination may
not be restricted to Rs participation in DNA weplication as
we have found an association between PCNA and a putative
eyclin D. Previcusly, we gave evidence of this protein as
cyclin £ mainly because it is recognized nod immunoprecip-
itated by an aniibody against human cyclin DI (thers ane
several eonsérved amino acid tracks common to both) and
becanse i associates to a putative Cdkd protein with kinase
activity, This cyclin [-like protein disuppears us germina-
tion advances and disappears more rapidly if germination is

. aceelerated, The same bebavior is found for the accompany-
ing kinase activity (Cruz-Garcit ot 2l. 1998). The association
of this protein with PCNA, as demonstrated by the im-
munoprecipitation. of cither the putative cyvlin ur PCNA by
an antibody against the other, adds further evidence 10 Hs
definition as cyclin . The physiotogica) significancs of this
assotiation is aot well understond. Howeves; in mammalian
systemns It is speculated that the inttintion of the § phase
could be, at leust partially, controlled by ‘sequestering’
PONA {Papano et al. £994), a mechanism that would then
appear to be well conserved among higher cukaryotes. In
addition to this, the finding by Shimizu and Mori {(1998)
that PCNA and cyclin I form a compiex in dormant
axiltary pea buds, but not in growing huds, is also suggestive

Phystal. Plane, 110, 2040 -

of PCNA being ‘sequestered” in vssues with restncted prolif-
cration, a metebolic stale present duving early seed
germination,

Assoclation of PCNA with the putative cyelin D was
modificd iff the germination Uming was changed by the
sction of exogenous phytohormones. BA caused a rapid
dissoriztion of the complex, very likely due to degradation
of the putative cyclin D, u provcess that takes place ot limes
when DNA replication is activated by BA {3-6 h of germi-
nation), probably indicadng that PCNA Is being released 1o
join the replication apparatus. On the other hand, one
wotld expect that inhibition of permination by exogenous
ABA should have produced the oppaosite effisct, wllowing
PUNA and the putative cyclin D o remain associated i a
cotmplex for a longer time. However, the complex dissociates
by 15 h of germination in the sbzance of DNA replication
and the putative cyclin ID protein is still present. In mam-
malian cells, PCNA is inhibited by the pS3-induced p21<!
protein under condilions n which DNA replication is .
blocked or if chromosomas! damuge occurs (Kelman 1997),
Recently, Wang et al. (1998) have demonstrated in Arg-
bidupsiz that ABA inhibits Cde2-like histone H1 Xkinase
activity through the induction of a p27-like kinase inhibitor,
ICK1; » protein that also interacts with ¢yclin D3, suggest-
ing » mechanism by which ABA could conteol the ceft cycle
in plants. It would be very interesting o find out whether
ABA could also produce inhibition of DNA replication and
the cell eycle during germination by inducing the accumula-
tion of inhibitors such as p21 that could interfere with both
PCNA and Cyilin D,
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