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RESUMEN 

En organismos eucariontes la familia de factores de transcripción E2F-DP 

desempeña un papel importante en el control de la progresión del ciclo celular. Estos 

factores transcripcionales regulan la expresión de diversos grupos de genes 

implicados en la proliferación celular, el inicio de la replicación y la síntesis del DNA, 

así como genes de procesos de diferenciación, desarrollo y apoptosis.  

 

La vía E2F-DP fue primeramente estudiada y caracterizada en células animales y 

posteriormente se identificaron miembros de esta familia en múltiples especies 

vegetales como Arabidopsis thaliana, zanahoria, tabaco, arroz y maíz lo cual 

confirmó su conservación en plantas.  

 

En el laboratorio anteriormente se identificaron 12 secuencias de genes codificantes 

para proteínas relacionadas con la familia E2F-DP en el genoma de maíz (Zea mays 

var B73, MaizeSequence, release 5b.60) (Schnable et al., 2009). Dos proteínas de 

la familia, E2Fa/b1;1 y E2Fc fueron estudiadas mediante ensayos de transactivación 

en Saccharomyces cerevisiae y se encontró que la primera actúa como una proteína 

activadora de la transcripción, mientras que E2Fc no tiene esta capacidad. 

Aparentemente, el motivo denominado 27 es de importancia para que E2Fa/b1;1 

desempeñe su función activadora, ya que E2Fc carece de este motivo. 

Experimentos en los cuales se fusionó el motivo 27 a E2Fc mostraron que le confiere 

la capacidad de activar la transcripción.  

 

En el presente trabajo se hizo un análisis más detallado de la función del motivo 27, 

el cual mostró que, a pesar de ser importante en la función de E2Fa/b1;1 no es 

indispensable, ya que su eliminación no provocó la pérdida de actividad de la 

proteína. Por otro lado, se identificó otro motivo en el carboxilo de E2Fa/b1;1, 

denominado motivo 24, el cual también realiza una función importante en la 

activación transcripcional, ya que por sí solo fue capaz de activar la transcripción. 

Nuestros resultados sugieren que el carboxilo terminal de E2Fa/b1;1 alberga dos 

motivos, que en conjunto podrían estar participando en la regulación de la actividad 

de E2Fa/b1;1 como un factor de transcripción activador. 
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INTRODUCCIÓN  

 
Ciclo celular  

El ciclo celular es un proceso biológico que participa en el desarrollo de los 

organismos, en el crecimiento y la proliferación de las células, así como en la 

regulación de la reparación del daño al DNA. Este proceso involucra a numerosas 

proteínas reguladoras que dirigen a la célula a través de una secuencia específica 

de eventos culminando en la segregación del material genético en dos células hijas 

(Schafer, 1998). 

El ciclo celular eucariótico se divide en cuatro fases secuenciales: G1 (gap 1), S 

(síntesis), G2 (gap 2) y M (mitosis). Las fases G1, S y G2 juntas son denominadas 

interfase (Figura 1). En la fase G1 la célula aumenta su actividad metabólica, sus 

organelos se duplican y, por lo tanto, la célula suele aumentar su tamaño y en la 

fase S se replica el DNA. En la fase G2, las células también crecen y se verifica que 

la duplicación del DNA se complete sin errores, y sólo entonces las células pueden 

dividirse. Finalmente, en la fase M (subdividida, a su vez en cuatro fases: profase, 

metafase, anafase y telofase) los cromosomas se separan y la célula se divide en 

dos células hijas cada una con una copia idéntica del material genético (Vázquez-

Ramos & Sánchez, 2003). La citocinesis, que estrictamente no forma parte del ciclo 

celular, generalmente sigue a la mitosis y completa el programa de división celular 

con la formación de dos células hijas separadas por una membrana plasmática y, 

según el reino, una pared celular (Harashima, Dissmeyer & Schnittger, 2013). Las 

células pueden entonces iniciar un nuevo ciclo. Las fases deben proceder en el 

orden correcto, y una fase debe completarse antes de que pueda comenzar la 

siguiente fase. Para esto, es esencial que las diferentes fases del ciclo celular estén 

coordinadas con precisión (Vázquez- Ramos & Sánchez, 2003).  

La progresión a través del ciclo celular se controla en distintos puntos siendo tres 

los principales: (1) la entrada a la fase S (transición G1/S), (2) la entrada a mitosis 

(transición G2/M) y (3) la salida de mitosis (transición de metafase a anafase (Figura 

1) (Alberts et al., 2015).  
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Figura 1. Representación esquemática del ciclo celular. Se observan las fases del ciclo celular, 

G0 donde las células no se dividen, la interfase (G1, S y G2) y la fase M (mitosis). Además se 

muestran los puntos de control: G1/S, donde se monitorea el tamaño celular y la integridad del DNA; 

G2/M, donde se monitorea la síntesis y daño al DNA; y el punto de control en M, donde se verifica la 

formación del huso y la fijación a los cinetocoros. Modificado de Klug, Cummings & Spencer, 2006.  

 
Regulación del ciclo celular  

La progresión de una fase del ciclo celular a otra ocurre de manera ordenada y está 

regulada por diversas proteínas. Los reguladores clave son las cinasas 

dependientes de ciclina (CDK); las CDKs son cinasas de serina y treonina, y su 

actividad depende de la asociación con su subunidad activadora, las proteínas 

ciclinas (Cyc) (Figura 2) (Morgan, 1997).  

En la levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe y en la de gemación 

Saccharomyces cerevisiae, los eventos del ciclo celular están regulados por una 

sola CDK (Cdc2 y Cdc28, respectivamente), las cuales son homólogas a la CDK1 

de humanos (Morgan, 1997). Por el contrario, los mamíferos además de CDK1, 

poseen múltiples CDKs reguladoras del ciclo celular, cada una de las cuales es 

regulada por diferentes ciclinas (Bloom & Cross, 2007; Malumbres et al., 2009). 

Las plantas tienen diversas clases de CDKs, pero solo las de las clases A, B, D y F 

están relacionadas con la regulación del ciclo celular. En la planta modelo 

Arabidopsis thaliana la CDKA es ortóloga a CDK1 que tiene una función importante 
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en las transiciones G1/S y G2/M del ciclo celular (Vandepoele et al., 2002; Porceddu 

et al., 2001). Además, las plantas tienen una clase única de CDKs, llamadas CDKB, 

las cuales son muy importantes durante la regulación de la mitosis (Andersen et al., 

2008; Boudolf et al., 2004).  

La unión de las CDKs a las ciclinas es indispensable para su activación, ya que 

dirigen a las CDKs hacia el núcleo puesto que estas últimas tienen señales de 

localización nuclear, ausentes en las CDKs. Además, la unión Cyc-CDK proporciona 

especificidad hacia los diferentes sustratos.  

Las ciclinas son llamadas así por su expresión cíclica durante el ciclo celular, la cual 

permite que las CDKs sean activadas en momentos específicos. La abundancia de 

las ciclinas está regulada por su síntesis y degradación, porque contienen 

secuencias PEST, un motivo proteico rico en prolina, ácido glutámico, serina y 

treonina, susceptible a la ubiquitinación y que conduce a la degradación de la 

proteína (Bloom & Cross, 2007; Schafer, 1998). 

En mamíferos existen 13 clases de ciclinas de la A a la L, y las tipo T (Pines, 1995), 

mientras que en plantas sólo existen siete clases diferentes: A, B, C, D, H, P y T; 

siendo las clases A, B y D de las que se conoce más respecto a su participación en 

el ciclo celular (Francis, 2007). A. thaliana tiene al menos 32 ciclinas, clasificadas 

en diferentes grupos. Las que tienen una función fundamental en la regulación de 

la transición G1/S del ciclo celular son las ciclinas del tipo D, las ciclinas tipo A 

regulan el control de la fase S a la M, y las ciclinas B regulan la transición G2/M y el 

control de la mitosis (Mironov et al., 1999; Breyne & Zabeau, 2001; Potuschak & 

Doerner, 2001). Sin embargo, se han reportado casos en lo que esto no siempre 

funciona así. Por ejemplo, en alfalfa se demostró que la ciclina A2 (CycA2) 

contribuye a la especificidad no sólo en la entrada a la fase S, sino que también 

durante la transición de G2 a M, también hay evidencia de que algunas ciclinas tipo 

D podrían participar en esta transición (Inzé & De Veylder, 2006).  

Otra forma de regular a las CDKs, además de su unión a las ciclinas, es la regulación 

por fosforilaciones en residuos de treonina y tirosina; las CDKs tienen sitios de 

fosforilación para activación e inhibición. La fosforilación activadora de las CDKs 
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ocurre en un residuo conservado de treonina ( T160 para CDK2 de humano y T161 

para Cdc2 de levadura). Este evento es catalizado por una cinasa activadora de 

CDK (CAK)  (Figura 2) (Morgan, 1997). Existen dos formas de CAK, una 

denominada CDKF y otra denominada CDK7 que forma un complejo heterodimérico 

con ciclina H en mamíferos o sus homólogos CDKD/CycH en Arabidopsis thaliana 

(Umeda et al., 1998).  

Por otro lado, los residuos de treonina 14 y tirosina 15, ubicados en el sitio activo de 

las CDKs, son fosforilados previniendo así su actividad de cinasa. La fosforilación 

en la treonina 14 es principalmente catalizada por la proteína Myt1, la cual sólo está 

conservada en mamíferos (Parker & Piwnica-Worms, 1992). Por otro lado, la cinasa 

WEE1 se encarga de la fosforilación inhibitoria en el residuo de tirosina 15  de CDK1 

en mamíferos; es importante mencionar que a excepción de CDK7, todas las 

secuencias de aminoácidos en las CDKs de humano (CDK1-CDK8) contienen un 

residuo de tirosina fosforilable en la posición 15 (Solomon & Kaldis, 1998). La 

proteína WEE1 fue descubierta en la levadura de fisión Schizosaccharomyces 

pombe (Nurse, 1975), y posteriormente fue identificada en mamíferos y también en 

plantas como maíz y Arabidopsis (Sun et al., 1999; Sorrell et al., 2002). WEE1 

fosforila a CDK1 tras la entrada del complejo Cyc-CDK al núcleo previniendo su 

actividad, hasta que la célula está lista para dividirse, momento en el que la 

fosfatasa CDC25 desfosforila a la CDK en la treonina 14 y tirosina 15, activándola 

(Figura 2). Esta activación ocurre en levaduras y mamíferos, sin embargo, en 

plantas aún se desconoce si existe una proteína homóloga a CDC25 (Devault et al., 

1991; Sebastian, Kakizuka & Hunter, 1993). 

Otro mecanismo que regula la actividad de las CDKs es la unión de proteínas 

inhibitorias a los complejos Cyc-CDK; en mamíferos estas proteínas son conocidas 

como inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CKIs) y promueven el arresto 

del ciclo celular en respuesta a señales intracelulares y extracelulares (Figura 2) 

(Hydbring, Malumbres, & Sicinski, 2016). 

Las proteínas CKIs en mamíferos se dividen en dos familias: la familia INK4, 

compuesta por las proteínas p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c y p19INK4d, y la familia 

Cip/Kip, compuesta por p21Cip1, p27Kip1 y p57Kip2. Las proteínas de la primera clase 
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son exclusivas de la fase G1, e inhiben la actividad catalítica de CDK4 y CDK6 al 

unirse específicamente a éstas, compitiendo por el sitio de unión a ciclinas, lo que 

impide la formación de los complejos Cyc-CDK. Por otro lado, los miembros de la 

clase Cip/Kip son capaces de inhibir a diferentes complejos Cyc-CDK, ya sea 

uniéndose al sitio de unión a ATP de las CDKs u ocasionando un cambio 

conformacional en el sitio activo de las cinasas al formar complejos con éstas 

(Pavletich N. P., 1999; Sherr & Roberts, 1999; Quereda et al., 2015).  

En plantas existen las proteínas KRP (proteínas relacionadas a Kip), denominadas 

así debido a la similitud entre su dominio de inhibición de cinasa (KID) y el de las 

proteínas correspondientes de mamíferos. En A. thaliana se han identificado 7 

genes y en maíz 8 que corresponden a KRPs, los cuales conservan el dominio KID; 

estas proteínas parecen unirse tanto a las CDKs como a las ciclinas, y al igual que 

en animales, tienen la capacidad de inhibir la actividad de cinasa de los complejos 

Cyc-CDK (Wang, Miskimins & Miskimins, 1999; De Veylder et al., 2001; Godínez- 

Palma et al., 2017). 

Además de inhibir a los complejos Cyc-CDK, estas proteínas tienen otras funciones; 

se ha observado que p21, miembro de la familia Cip/Kip es capaz de asociarse con 

el factor de procesividad para la DNA polimerasa δ, PCNA (antígeno nuclear de 

proliferación celular), en el mismo sitio que la DNA polimerasa impidiendo que lleve 

a cabo su función e inhibiendo la síntesis de DNA (Strzalka et al., 2009). PCNA a 

su vez, es capaz de unirse a los complejos Cyc-CDK, tanto en mamíferos como en 

plantas, y aunque no se sabe con certeza la función de estas interacciones se 

especula que PCNA actúa como una plataforma para permitir que diferentes 

proteínas del ciclo celular se asocien y lleven a cabo su función (Xiong et al., 1992; 

de la Paz-Sánchez et al., 2002; Garza-Aguilar et al., 2019).  
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Figura 2. Regulación de la actividad de Cyc-CDK. La CDK carece de actividad hasta que forma 

complejos con ciclinas (Cyc) y se activa por fosforilación por la cinasa activadora de CDK (CAK), 

mientras que se inactiva por una fosforilación inhibitoria catalizada por la cinasa WEE1, la misma 

fosforilación es retirada por la fosfatasa CDC25. Por otro lado, la actividad de la CDK puede inhibirse 

por la unión de proteínas inhibidoras como las CKIs (inhibidores de cinasas dependientes de 

ciclinas). Modificado de Potuschak & Doerner, 2001. 

 

Vía E2F-DP/Rb 

La transcripción es uno de los principales mecanismos regulados durante el ciclo 

celular, ya que por medio de ésta se coordina la expresión de factores celulares 

específicos cuya acción es necesaria para una correcta progresión del mismo.  

Dentro de los diversos reguladores del ciclo celular, los factores de transcripción 

E2F-DP, así como la proteína retinoblastoma (Rb) son elementos clave. El 

heterodímero E2F-DP controla la transcripción de una amplia gama de genes, 

incluidos aquellos implicados en la progresión del ciclo celular y la replicación y 

reparación del DNA (Menges et al., 2002; Ren et al., 2002). Está bien establecido 
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que E2F desempeña un papel crucial en la regulación de la transición de la fase G1 

a S del ciclo celular.  

En mamíferos, los estímulos externos, como factores de crecimiento, hormonas, 

nutrientes y otras señales inducen la expresión de ciclinas del tipo D. Una vez 

inducidas, las ciclinas D se unen a CDK4 y CDK6, y promueven la transición de G0 

a G1 para iniciar la fosforilación de las proteínas de la familia pocket (pRb, p107 y 

p130). Durante la fase G1 temprana, antes de que las células se comprometan a 

entrar en el ciclo celular, la proteína Rb secuestra al factor de transcripción E2F-DP; 

en G1 tardía la fosforilación de Rb catalizada por los complejos CycD-CDK4/6 

provoca la liberación del heterodímero E2F-DP de su represión por las proteínas 

Rb, ocasionando la transcripción de sus genes blanco, incluyendo CycE y CycA. 

Posteriormente, CDK2 controla la entrada y la progresión a través de la fase S en 

complejo con CycE y CycA completando la fosforilación de las proteínas Rb, 

formando así un circuito de retroalimentación positiva lo que lleva a una mayor 

activación de los genes blanco de E2F requeridos para la progresión del ciclo, 

culminando en la progresión de la fase S (Figura 3) (Dyson, 1998; Sherr & Roberts, 

1999; Bertoli, Skotheim & De Bruin, 2013).  

Rb reprime la actividad del heterodímero E2F-DP al enmascarar físicamente el 

dominio de transactivación de E2F mediante su interacción con éste por medio de 

su dominio “pocket”, y uniéndose  por su carboxilo terminal al dominio marked box 

tanto de E2F como de DP (Figura 3) (Rubin et al., 2005). Sin embargo, no sólo 

reprime su actividad de esta forma, sino también mediante el reclutamiento de 

factores de remodelación de la cromatina como desacetilasas de histonas (HDACs), 

algunas subunidades del complejo remodelador SWI/SNF, y metil transferasas de 

histonas del dominio SET (HMTases) (Harbour & Dean, 2000; Trimarchi & Lees, 

2002; Shen, 2002).  
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Figura 3. Modelo de activación de la vía E2F-Rb en la transición de la fase G1 a S. Durante G1 

temprana, Rb se une al heterodímero E2F-DP por medio de su dominio pocket (A y B en turquesa) 

y por su C- terminal (CTD en rojo), e inhibe la actividad transcripcional de E2F. Durante la fase G1 

tardía y la fase S temprana, Rb es fosforilada, primero por el complejo CycD-CDK y luego por 

complejos CycA/E-CDK, lo que resulta en la disociación de Rb del complejo E2F-DP y promueve 

activamente la transcripción de los genes blanco de E2F, implicados en progresión del ciclo celular. 

Modificado de Sengupta & Henry, 2015.  

Por otro lado, la asociación de E2F con su socio de dimerización, DP, incrementa la 

afinidad del factor de transcripción por el DNA, y es así como funciona como 

regulador transcripcional. Estos heterodímeros en conjunto con proteínas de la 

familia pocket (p130, p107 y pRb) se unen a los promotores de genes del ciclo 

celular en diferentes etapas para asegurar su correcta expresión (Dimova & Dyson, 

2005; Henley & Dick, 2012). Durante la fase G1 temprana, las proteínas E2F del 

subgrupo activador están unidas a los promotores de sus genes blanco e inhibidas 

por Rb, mientras que E2Fs del subgrupo represor se unen a p130 y p107 en los 

promotores para reprimir la transcripción. Cuando las proteínas de la familia pocket 

son fosforiladas por complejos Cyc-CDK durante la transición de fase G1 a S, se 
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liberan los E2F represores y se reemplazan en los promotores por los E2F 

activadores (Helin, 1998; Gaubatz et al., 2000; Bertoli et al., 2013).  

En animales y plantas, E2F controla la expresión de los genes necesarios para la 

progresión del ciclo celular. Sin embargo, en levaduras una proteína equivalente 

llamada SBF desempeña el mismo papel que E2F, pero estas dos proteínas no 

comparten un ancestro común (Medina et al., 2016).  

De forma similar a mamíferos, en levaduras, el complejo de G1 Cln3-Cdk1 inicia la 

transición mediante la fosforilación y la inactivación parcial de Whi5, un inhibidor del 

factor de transcripción SBF (Sidorova & Breeden, 1993; Costanzo et al., 2004; De 

Bruin et al., 2004). Esto permite la transcripción dependiente de SBF de las ciclinas 

de G1 CLN1 y CLN2, que también inactivan a Whi5 para completar un circuito de 

retroalimentación positiva (Skotheim et al., 2008). Ningún miembro del complejo de 

factor de transcripción SBF-Whi5 exhibe identidad de secuencia de aminoácidos o 

similitud estructural con algún miembro del complejo E2F-Rb (Cross et al., 2011; 

Hasan et al., 2013); a pesar de que no existe homología, la función bioquímica de 

los reguladores de G1 como sus objetivos específicos está altamente conservada. 

Interesantemente, E2F y SBF reconocen secuencias muy similares en el DNA 

(Thalmeier et al., 1989; Badis et al., 2008), además, existen estudios en los cuales 

se ha observado que las proteínas SBF pueden regular directamente las expresión 

de genes blanco de E2F a través de la unión al sitio E2F consenso en el DNA 

(Medina et al., 2016).  

Familia de factores de transcripción E2F 

Los factores de transcripción E2F se identificaron originalmente con estudios en 

adenovirus humano, en los cuales se descubrió una proteína celular capaz de unirse 

y activar el promotor del gen E2 adenoviral, es así como fue denominada E2 

FACTOR, (factor de unión a promotor E2 de adenovirus) (Helin et al., 1992), 

posteriormente su socio de dimerización, DP, fue identificado (Helin et al., 1993).  

Estudios posteriores demostraron que E2F controla la transcripción de genes 

esenciales para la división celular (Dyson, 1998). Estos genes codifican proteínas 
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reguladoras del ciclo celular (ciclina E, ciclina A, Cdc2, Cdc25, Rb y E2F1), enzimas 

que participan en la biosíntesis de nucleótidos (dihidrofolato reductasa, timidilato 

sintasa y timidina cinasa) y componentes principales de la maquinaria de replicación 

del DNA (Cdc6, ORC1, PCNA y MCM). Además, se ha identificado la participación 

de E2F en otros procesos biológicos como mitosis, reparación y recombinación del 

DNA, apoptosis, diferenciación y desarrollo (Stevaux & Dyson, 2002; Ren et al., 

2002; Bracken et al., 2004; Dimova & Dyson, 2005; DeGregori & Johnson, 2006).  

En mamíferos existen ocho genes de la familia E2F (E2F1-E2F8), de los cuales el 

gen E2F3 codifica para dos proteínas E2F3a y E2F3b, y el gen E2F7 para E2F7a y 

E2F7b (Leone et al., 2000; He et al., 2000; Di Stefano, Jensen & Helin, 2003), y tres 

genes de la familia DP (DP1, DP2/3 y DP4) (Bandara et al., 1993; Rogers et al., 

1996; Milton et al., 2006). 

E2F1 a E2F6 requieren dimerización con una de las tres proteínas DP (Figura 4). 

Se ha observado que DP1 y DP2/3 incrementan la eficiencia de unión al DNA, así 

como el potencial de transactivación de E2F, mientras que DP4 parece interferir en 

la transcripción ya que posee algunas diferencias en su DBD y en su dominio de 

heterodimerización, ocasionando8 una interacción débil tanto con el DNA como con 

E2F (Scimè et al., 2007). Además, existen diversas variantes de splicing de DP2/3 

de las cuales no se sabe completamente su función en la regulación de la actividad 

de E2F (Ormondroyd, De la Luna & La Thangue, 1995). 

La actividad transcripcional de E2F1-5 se regula a través de su asociación con las 

proteínas de la familia pocket. E2F1, E2F2 y E2F3 se asocian principalmente con 

Rb, E2F4 y E2F5 pueden asociarse con cada una de las tres proteínas pocket 

(Figura 4) (Moberg, Starz & Lees, 1996; Gaubatz et al., 2000).  

Los miembros de la familia E2F se han dividido en varias subclases en función de 

sus propiedades reguladoras de la transcripción (Figura 4). E2F1, E2F2 y E2F3a se 

denominan E2Fs activadores porque estimulan/encienden la expresión de los genes 

blanco de E2F. Esta subclase de E2Fs se expresa de una manera ciclo celular 

dependiente con niveles máximos en las fases G1 tardía y S temprana. Otra 

subclase, que incluye E2F3b, E2F4 y E2F5, se conocen como E2Fs represores 
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porque su función principal parece ser reprimir la transcripción de los genes blanco 

de E2F cuando están en asociación con miembros de la familia Rb. Esta subclase 

se expresa constitutivamente, pero la represión transcripcional por estos factores 

ocurre principalmente en células en fase G1 inactiva y/o temprana. E2F6, E2F7 y 

E2F8 también funcionan como represores transcripcionales de los genes blanco 

E2F, pero lo hacen independientemente de los miembros de la familia pocket. Se 

ha observado que E2F6 interacciona con proteínas represoras del grupo Polycomb 

(PcG) de remodeladores de la cromatina sugiriendo que su función represora está 

mediada a través del reclutamiento de estos complejos (Trimarchi et al., 2001; Di 

Stefano, Jensen & Helin, 2003; Logan et al., 2004; Christensen et al., 2005; Van den 

Heuvel & Dyson, 2008). 

Figura 4. Representación esquemática de los subgrupos de factores de transcripción E2F en 

mamíferos. La familia E2F se divide en dos grupos definidos por su función fisiológica de activación 

o represión. La figura muestra las posibles interacciones de los E2F con las diferentes proteínas de 

la familia pocket (pRb, p107 y p130), así como su interacción con los diferentes DP y en el caso de 

E2F6 la unión con proteínas del grupo Polycomb (PcG). Modificado de Van den Heuvel & Dyson, 

2008.  

Motivos y dominios de los miembros de la familia E2F  

El mayor grado de identidad entre los miembros de la familia E2F se encuentra en 

el dominio de unión a DNA (DBD), todos los miembros lo conservan, lo que es 

consistente con el descubrimiento de que en mamíferos cada uno se une a la 

secuencia consenso TTTSSCGS (S es un nucleótido G o C) (Black & Azizkhan-

Clifford, 1999; Zheng et al., 1999). No obstante, hay evidencia acumulada de que 
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diferentes miembros de la familia E2F se unen y regulan conjuntos distintos de 

genes blanco (DeGregori & Johnson, 2006).  

E2F1- 5 poseen un dominio de transactivación, involucrado en la activación 

transcripcional de sus genes blanco. Dentro de este dominio hacia el extremo 

carboxilo conservan un motivo de aminoácidos por el cual pueden unirse a proteínas 

de la familia pocket.  

Otra división en subgrupos dentro de la familia E2F es con base en su estructura. 

Las proteínas E2F1-6 son denominadas E2F típicos, debido a que poseen dos 

regiones que están implicadas en la dimerización con DP, una zona rica en leucinas 

(LZ) y otra conocida como marked box (MB). Mientras que, E2F7 y E2F8 se conocen 

como E2F atípicos, ya que no interaccionan con DP y pueden unirse al DNA por sí 

mismos ya sea como homodímeros o heterodímeros, puesto que presentan dos 

dominios de unión a DNA separados, uno hacia su extremo N- terminal y otro hacia 

el C- terminal, ambos necesarios para la unión al sitio consenso de DNA (Figura 5) 

(Di Stefano, Jensen & Helin, 2003). 
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Figura 5. Estructura de los miembros de la familia E2F de mamíferos. E2F1-6 poseen un dominio 

de unión a DNA (DBD), color naranja, y un dominio de dimerización con DP que incluye dos motivos: 

una secuencia rica en leucinas (LZ) y un dominio marked box (MB), ambos en gris. E2F7 y 8 tienen 

dos DBD distintos. E2F1-5 poseen un dominio de transactivación (azul) dentro del cual hacia su C-

terminal contiene un motivo que media la asociación con miembros de la familia pocket (RB). 

También se muestran señales de localización nuclear (NLS) y sitios de unión a ciclina A (Cyc) 

presentes en E2F1-E2F3, así como señales de exportación nuclear (NES) en E2F4 y 5. Modificado 

de Chen, Tsai & Leone, 2009. 

 

E2F en plantas  

Diversos estudios han demostrado la presencia de la vía Rb/E2F-DP en plantas (Xie 

et al., 1996; Ramirez-Parra et al., 1999; Magyar et al., 2000). Las proteínas E2F y 

DP han sido identificadas en diversas especies de plantas incluyendo trigo, tabaco, 

zanahoria, arroz, Arabidopsis, y maíz (Albani et al., 2000; Kosugi & Ohashi, 2002; 

Sánchez-Camargo et al., 2020).  

Arabidopsis thaliana tiene tres proteínas E2F: E2Fa, E2Fb y E2Fc, las cuales 

contienen un dominio de unión a DNA, dominios para la dimerización con DP, y un 

dominio para la regulación transcripcional dentro del cual tienen un motivo para la 
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interacción con RBR (proteína relacionada a Rb, en plantas) (Mariconti et al., 2002), 

presentando una organización similar a las proteínas de mamíferos E2F1-5. E2Fa 

y E2Fb presentan propiedades de activación transcripcional, mientras que E2Fc 

tiene naturaleza represora.  

Por otro lado, Arabidopsis también conserva a los miembros atípicos de la familia 

E2F, las proteínas DEL (DP and E2F Like) 1, 2 y 3, las cuales forman un grupo con 

características únicas que no se han descrito en animales. Cada uno contiene dos 

dominios de unión a DNA de alta homología con las proteínas E2F y DP, y su función 

es independiente de DP, estas propiedades se comparten con los E2Fs de 

mamíferos E2F7 y E2F8, sin embargo, carecen de otras regiones conservadas. 

Finalmente, Arabidopsis contiene dos proteínas DP (DPa y DPb) que también están 

relacionadas estructuralmente con la proteína DP1 humana, ya que conservan un 

dominio de unión a DNA y un dominio de dimerización.  

Recientemente se ha descrito a la familia de factores de transcripción E2F-DP en el 

genoma de maíz, donde se encontró la presencia de 12 genes relacionados a la 

familia E2F-DP; 5 genes codifican para proteínas E2F típicas, 4 de éstas fueron 

clasificadas en un grupo denominado a/b debido a la identidad en su secuencia con 

las proteínas E2Fa y E2Fb de Arabidopsis, y que incluye a las proteínas E2Fa/b1;1, 

E2Fa/b1;2, E2Fa/b2 y E2Fa/b3; se cree que estas actúan como activadores 

transcripcionales. Mientras que la quinta proteína típica, E2Fc, se encontró más 

relacionada con el represor AtE2Fc, por lo que se sugiere que actúa como represor. 

Otros 3 genes codifican para proteínas E2F atípicas (DEL), las cuales se agruparon 

sólidamente con AtDEL1, por lo que fueron nombradas DEL1a, DEL1b y DEL1c. 

Además, se identificaron 4 genes codificantes para proteínas DP, de las cuales 3 

se agrupan con AtDPb, llamadas DPb1;1, DPb1;2 y DPb2, mientras que la cuarta 

no se agrupó con las DP de Arabidopsis, por lo que fue nombrada DPc, creando 

una categoría exclusiva de monocotiledóneas. Todos los miembros identificados 

conservan los dominios y motivos típicos de la familia E2F-DP (Figura 6) (Sánchez-

Camargo et al., 2020). 
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Figura 6. Organización estructural de las proteínas de la familia E2F y DP de maíz. Los E2F 

típicos tienen un dominio de unión a DNA (DNA BD), un dominio marked box y un zipper de leucinas, 

una señal de localización nuclear (NLS) y un motivo de unión a RBR dentro del dominio de 

transactivación, el cual se encuentra trunco en E2Fa/b3 debido a un codón de paro prematuro. Las 

proteínas atípicas tienen dos dominios de unión a DNA y NLS en el carboxilo terminal. El grupo de 

DP contiene dominios de unión al DNA, dominios de heterodimerización con E2F y NLS. Modificado 

de Sánchez-Camargo et al., 2020. 
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ANTECEDENTES  

 
En nuestro equipo de trabajo se ha estudiado la presencia de la familia de factores 

de transcripción E2F en el genoma de maíz. Después de comprobar la conservación 

de motivos y dominios de la familia, y de analizar los niveles de expresión de los 12 

genes identificados, se clonaron dos miembros E2F típicos que fueron 

seleccionados con base en su posición en árboles filogenéticos: E2Fa/b1;1 con 

posible función activadora, y E2Fc como posible represor transcripcional (Figura 7).  

Además, se clonó un gen de la familia DP como socio de dimerización, que codifica 

para la proteína DPb2. Con estas proteínas se comprobó la formación de complejos 

E2Fa/b1;1-DPb2 y E2Fc-DPb2, así como la asociación de estos con el DNA en los 

sitios E2F de los promotores de sus genes blanco, tales como PCNA1, MCM3;1 y 

RPA2. Con estos estudios se demostró que es necesaria la presencia de ambas 

subunidades del heterodímero para que la unión con el DNA sea afín (Sánchez-

Camargo et al., 2020).   

Un análisis de dominios y motivos conservados entre la familia E2F de maíz y E2Fs 

de otras familias de plantas se identificaron motivos presentes en ciertas proteínas, 

pero ausentes en otras (Sánchez-Camargo et al., 2020). Por ejemplo, dentro de los 

40 aminoácidos finales de la proteína E2Fa/b1;1 se conserva un motivo 27, mientras 

que E2Fc, carece de este motivo. Además, la proteína E2Fa/b2 está posicionada 

en el clado de los activadores, pero no cuenta con el motivo 27, sino con otro, motivo 

25, el cual a su vez está ausente en E2Fa/b1;1 y en su lugar esta proteína cuenta 

con el motivo 24. Es importante mencionar que estos motivos se localizan hacia el 

final del carboxilo terminal de las proteínas, y que tanto el motivo 24, como el 25 se 

encuentran ausentes en E2Fc (Figura 7). Todo esto sugiere la importancia que 

podrían desempeñar estos motivos en la función transactivadora o no 

transactivadora de las proteínas E2F.
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Figura 7. Filogenia y representación de motivos y dominios en las proteínas de la familia E2F. Se realizó la filogenia de los miembros de 

nueve especies vegetales: Arabidopsis thaliana (At), Solanum tuberosum (St), Solanum lycopersicum (Sl), Vitis vinifera (Vv), Zea mays (Zm), 

Brachipodium dystachion (Bd), Setaria italica (Si), Oryza sativa (Os) y Sorghum bicolor (Sb), empleando regiones informativas de las proteínas. Se 

indica con flechas verdes clados formados por proteínas de especies dicotiledóneas o flechas rojas por proteínas de monocotiledóneas. Del lado 

derecho de cada secuencia se representa la estructura de dominios y motivos de cada proteína de los subgrupos E2F. Los recuadros grises son 

predicciones del motivo correspondiente con un E-value fuera del límite establecido. Se señalan en rojo E2Fc, E2Fa/b2 y E2Fa/b1;1. Modificado de 

Sánchez- Camargo et al., 2020.
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Con lo anterior en mente, se estudió la función transcripcional de las proteínas 

seleccionadas, y por medio de ensayos de transactivación en levadura se observó 

que E2Fa/b1;1 actúa como un activador transcripcional al encender la expresión de 

los genes reporteros, en contraste con la proteína E2Fc, la cual no fue capaz de 

activar dicha expresión, por lo que se sugiere que actúa como un represor de la 

transcripción (Figura 8) (Romero, 2019). Para conocer más acerca de la función de 

estas proteínas, se diseñaron mutantes en las cuales se deletaron ciertos motivos 

tanto para E2Fa/b1;1, como para E2Fc y se probaron en el sistema de 

transactivación en levaduras. 

Se demostró que la actividad de transactivación de E2Fa/b1;1 está dada por su 

carboxilo terminal (E2Fa/b1;1C Δ1-313), y que la incapacidad de E2Fc para activar 

la transcripción es intrínseca de la proteína, ya que con la construcción E2FcN Δ451-

468, donde la proteína carece de su motivo de unión a RBR, sigue sin detectarse 

activación de los genes reporteros, sugiriendo que la represión por parte de E2Fc 

no sólo es por la formación del complejo E2Fc-RBR, sino que la proteína por sí 

misma no tiene la capacidad de actuar como un activador (Figura 8). Si bien, en 

este sistema no puede comprobarse la represión cooperativa entre E2Fc y RBR, ya 

que las levaduras carecen de esta última proteína, sí se puede observar que al 

menos E2Fc sin este dominio sigue comportándose de la misma forma.   

 

Interesantemente, la fusión traduccional de la proteína E2Fc WT con el motivo 27 

(correspondiente a los 40 aminoácidos finales de E2Fa/b1;1), ausente en E2Fc 

(E2Fc WT- E2Fa/b1;1C-TAD) fue capaz de activar la expresión de los genes 

reporteros, lo que indica que esta secuencia juega un papel importante durante la 

activación transcripcional (Figura 8) (Romero, 2019). 
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Figura 8. Capacidad de transactivación de las proteínas E2Fa/b1;1 WT, E2Fc WT y sus 

respectivas variantes de dominios en levaduras . Células EGY48 de Saccharomyces cerevisiae 

transformadas con el plásmido expresando el DBD de LexA solo (vector) o fusionado a E2F o sus 

deleciones, plaqueadas en diluciones seriadas en medio selectivo con o sin leucina. WT, wild type; 

E2FA/B1;1N Δ313-462, amino terminal; E2FA/B1;1C Δ1-313, carboxilo terminal; E2FCN Δ451-468, 

amino terminal; E2FC WT- E2FA/B1;1C-TAD, fusión entre los 40 aminoácidos de E2FA/B1;1 con E2FC 

WT. El crecimiento de las células se analizó mediante diluciones seriadas durante 3 días a 30ºC. 

Romero, 2019.  

 

Estos resultados en conjunto con los análisis filogéneticos sugieren que dentro de 

esta familia de factores de transcripción de maíz existen diferentes motivos y 

dominios que podrían estar regulando la actividad de estas proteínas. Por esta 

razón, conocer su función ayudaría a determinar si la ausencia o presencia de estos 

motivos en las diferentes proteínas E2F es un punto clave en el desempeño de su 

función como factores de transcripción activadores o represores.  
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JUSTIFICACIÓN 

 

En maíz la familia de factores transcripcionales E2F-DP se encuentra conservada, 

y en los últimos años nuestro grupo de investigación ha realizado estudios para 

caracterizarla. Hasta ahora, se ha estudiado la expresión de los genes de la familia, 

la interacción entre E2F y DP, la asociación de estos heterodímeros con los 

promotores de algunos de sus genes blanco, y más reciente la función 

transcripcional de estos factores de transcripción.  Ahora se sabe que el carboxilo 

terminal de estas proteínas alberga motivos importantes para llevar a cabo su 

función. Conocer más a detalle la función que desempeñan ciertos motivos durante 

la activación transcripcional nos permitirá ampliar el conocimiento acerca del papel 

que desempeñan estas proteínas durante el ciclo celular en el maíz.  

 

HIPÓTESIS 

 

La función transcripcional activadora de E2Fa/b1;1 estará determinada por los 

motivos 24 y 27 del carboxilo terminal de la proteína.   

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Establecer la importancia de los motivos 24 y 27 de E2Fa/b1;1 en su función como 

factor de transcripción activador en un sistema de transactivación en levadura.  

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Estudiar la función transcripcional del motivo 27 de E2Fa/b1;1 mediante 

ensayos de transactivación en levadura 

 Estudiar la función transcripcional de E2Fa/b1;1 sin el motivo 27 mediante 

ensayos de transactivación en levadura  

 Estudiar el papel del motivo 24 en la función transcripcional de E2Fa/b1;1 

mediante ensayos de transactivación en levadura  
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METODOLOGÍA  
 
Clonación de E2Fa/b1;1 en vectores de expresión para levadura  

Para generar las construcciones de E2Fa/b1;1, se amplificaron los fragmentos por 

medio de PCR utilizando como templado la construcción pPAL7/E2Fa/b1;1 

(previamente generada en el laboratorio) con los oligonucleótidos diseñados para 

cada inserto (Tabla A1, ver apéndice 3). Las reacciones de PCR se hicieron con la 

enzima iProofTM High-Fidelity DNA Polymerase (BioRad), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Se corrió una fracción de cada producto de PCR 

en gel de agarosa al 1.2 % teñido con bromuro de etidio y se obtuvo una banda 

única en el tamaño esperado para cada gen. La fracción restante de cada producto 

de PCR fue purificada con el kit Expin PCR SV (GeneAll).  

Los productos de PCR purificados fueron cuantificados y aproximadamente 1 μg de 

cada uno así como el vector pEG202 de expresión para levadura (donado por el 

laboratorio del Dr. Roberto Coria del IFC, UNAM), fueron digeridos con las enzimas 

de restricción correspondientes a cada inserto (Tabla 1). El procedimiento de 

digestión fue el siguiente: 30 minutos de incubación del DNA a 37ºC con 1 U de la 

enzima 1, después se le añadió 0.5 U más de enzima 1 y 1 U de la enzima 2, y se 

incubaron 30 minutos, finalmente se le añadió 0.5 U más de la enzima 2 y se 

incubaron 30 minutos adicionales. Las digestiones (inserto y vector) fueron 

purificadas con el kit Expin PCR SV (GeneAll) y cuantificadas. Después, se llevó a 

cabo la ligación en una proporción 3:1 (inserto:vector), con 50 ng de vector y la 

cantidad calculada para cada gen digerido. Para la reacción de ligación de utilizó la 

enzima T4 DNA Ligase (Promega), las reacciones fueron incubadas durante toda la 

noche a 4ºC. 

Tabla 1. Enzimas utilizadas en la clonación. Se muestran los genes clonados en el vector 

pEG202 y las enzimas utilizadas para las dobles digestiones tanto del inserto como del vector.  

Inserto Enzimas 
 

Inserto Enzimas  

1.E2Fa/b1;1N (para fusionar) EcoR y NcoI 5. E2Fa/b1;1 27 EcoRI y NcoI 

2.E2Fa/b1;1 27 (para fusionar) NcoI y NotI 6. E2Fa/b1;1 24 NcoI y XhoI 

3.E2Fa/b1;1N + 27 EcoRI y NotI 7. E2Fc- E2Fa/b1;1 24 EcoRI y XhoI 

4. E2Fa/b1;1 27 EcoRI y NcoI   
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Posteriormente se incubó una fracción del producto de ligación (5 μl) con 100 μl de 

células CaCl2 competentes de la cepa de E.coli XL10-Gold, en hielo durante 25 

minutos. Una vez transcurrido este tiempo se les dio un choque térmico a 42.5°C 

durante 30 segundos y nuevamente fueron incubadas en hielo por 5 minutos. A 

continuación se les agregó 1 ml de medio líquido LB, y se recuperaron durante 1 

hora a 37°C en agitación. Finalmente, fueron centrifugadas a 12000 xg durante 1 

minuto, se desechó el sobrenadante, las células fueron resuspendidas en 100 μl de 

medio líquido LB y plaqueadas en cajas Petri con medio LB agar con ampicilina (50 

μg/ml), cloranfenicol (35 μg/ml) y tetraciclina (10 μg/ml), y se incubaron toda la 

noche a 37ºC.  

 

Para la selección de colonias positivas, se llevaron a cabo reacciones de PCR en 

colonia con un oligonucleótido complementario al vector (Fw pEG202 sec) y otro 

complementario al inserto (oligonucleótido antisentido correspondiente a cada 

inserto), probando 10 colonias candidatas. De las colonias que resultaron positivas 

se seleccionaron dos candidatas para ser inoculadas en medio líquido LB con los 

antibióticos de selección (ampicilina, cloranfenicol y tetraciclina), a 37ºC en agitación 

durante toda la noche. Posteriormente se extrajo plásmido de las células con el kit 

GeneJET Plasmid Miniprep kit (Thermo Fisher Scientific). Se cuantificó el DNA, y se 

realizaron reacciones de PCR con los oligonucleótidos sentido y antisentido de cada 

gen y ensayos de doble restricción con las enzimas correspondientes. Ambos 

experimentos se monitorearon en un gel de agarosa al 1.2 % teñido con bromuro 

de etidio. Finalmente, se seleccionó una sola colonia, y el inserto correspondiente 

fue secuenciado en la Unidad de Síntesis y Secuenciación de IBt de la UNAM, 

confirmando la correcta clonación.  

 

Clonación de pEG202/E2Fa/b1;1N + 27 

Para fusionar el amino terminal de E2Fa/b1;1 (E2Fa/b1;1N) con el dominio 27 de 

E2Fa/b1;1 (E2Fa/b1;1 27) se amplificaron ambas secuencias por separado con los 

oligonucleótidos correspondientes. El oligonucleótido antisentido para E2Fa/b1;1N 

tiene en su secuencia un sitio de corte para la enzima NcoI, al igual que el 

oligonucleótido sentido de E2Fa/b1;1 27 de forma que al ser amplificados, ambos 
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genes tendrían un sitio para NcoI que posteriormente permitiría su fusión/ligación 

(ver tabla 1). 

 

Después de ser amplificados, fueron digeridos con la enzima NcoI durante 1h a 

37ºC, y posteriormente purificados por columna. Se utilizaron 100 ng de E2Fa/b1;1N 

y 300 ng de E2Fa/b1;1 27 para llevar a cabo la ligación de ambos fragmentos con 

la enzima T4 DNA Ligase (Promega). La reacción se incubo durante 3 h a 

temperatura ambiente, y posteriormente se utilizó una fracción de ésta como 

templado para una reacción de PCR para amplificar un mayor número de copias de 

la fusión ligada. El producto amplificado se purificó por columna y después fue 

digerido con las enzimas EcoRI y NotI (ver tabla 1), con el protocolo antes 

mencionado. Posteriormente este producto fue ligado al vector pEG202 

(previamente digerido) en una proporción 3:1 (inserto:vector), la reacción se incubó 

durante toda la noche a 4ºC.  

 

Finalmente, se transformaron células CaCl2 competentes de E.coli de la cepa XL10-

Gold con 5 μl de la reacción de ligación. El protocolo de transformación y selección 

de colonias fueron los anteriormente mencionados.  

 

Clonación de la fusión pEG202/E2Fc-E2Fa/b1;1 24  

Para generar la fusión de E2Fc WT con E2Fa/b1;1 24 se amplificaron los fragmentos 

por separado mediante PCR, con sus respectivos oligonucleótidos, de los cuales el 

oligonucleótido sentido de E2Fa/b1;1 y el oligonucleótido antisentido de E2Fc 

permitieron posteriormente la fusión entre los dos genes, ya que estos son 

complementarios (Apéndice 3, tabla A1 y A2).  

 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 100 μl con la enzima 

iProofTM High Fidelity Polymerase (BioRad), siguiendo las condiciones del 

fabricante. Se utilizó como templado pPAL7/E2Fa/b1;1 para el fragmento de 

E2Fa/b1;1 24, y pPAL7/E2Fc para amplificar E2Fc WT. Una fracción de las 

reacciones (aproximadamente 5 μl) fue monitoreada en un gel de agarosa al 1.2 % 

teñido con bromuro de etidio. Después, el resto de cada reacción se cargó en un 
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gel de agarosa al 0.9 % y se corrió la electroforesis durante 40 minutos. Las bandas 

de interés fueron cortadas del gel y purificadas por columna con el kit GeneJET Gel 

Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific).  

Posteriormente, con los fragmentos purificados se llevó a cabo una reacción de PCR 

en 100 μl para fusionarlos, siguiendo el procedimiento a continuación: en un tubo 

se preparó una mezcla de agua, buffer HF 5X (BioRad), 17.5 ng del fragmento de 

E2Fc WT y 3.5 ng del fragmento E2Fa/b1;1 24 (cantidades calculadas para una 

proporción 1:2 dependiente del tamaño de cada fragmento y del volumen de la 

reacción), esta mezcla fue desnaturalizada a 98°C durante 2 minutos, 

posteriormente la reacción se mantuvo a una temperatura de 25°C durante 30 

minutos para que los oligonucleótidos complementarios de cada fragmento se 

alinearan, después se agregó la enzima iProofTM (BioRad) y dNTPs (0.2 mM), 

seguido de un paso de extensión a 72°C por 15 minutos. Finalmente, se agregaron 

los oligonucleótidos para amplificar el fragmento ya fusionado (Fw E2Fc WT EcoRI 

y Rv 24 XhoI, ver apéndice 3) y se le dieron 35 ciclos regulares de PCR.  

Una fracción de la reacción de fusión (aproximadamente 5 μl) fue monitoreada en 

un gel de agarosa al 2 % teñido con bromuro de etidio, la reacción restante fue 

purificada por columna con el kit Expin PCR SV (GeneAll) y cuantificada. Después, 

aproximadamente 5 μg de esta fusión (E2Fc-24) y el vector pEG202 fueron 

digeridos con las enzimas EcoRI y XhoI durante 3 h en reacciones de 50 μl. Ambas 

reacciones fueron cargadas en un gel de agarosa al 0.9 % teñido con bromuro de 

etidio, y la electroforesis se corrió durante 40 minutos. Las bandas de interés fueron 

cortadas y purificadas con el kit GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher 

Scientific), y posteriormente cuantificadas.  

 

Después se llevó a cabo la ligación con 50 ng del vector y la cantidad calculada de 

inserto para una proporción 5:1 (inserto:vector), utilizando la enzima T4 DNA Ligase 

(Promega). La reacción se incubó durante 4 ciclos de 2 h a 22ºC y 2 h a 4ºC, y se 

inactivó la enzima a 65ºC durante 20 minutos.  
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Finalmente, se transformaron células competentes de E. coli de la cepa XL10- Gold 

con 8 μl de la reacción de ligación y se incubaron durante 30 minutos en hielo. 

Posteriormente se les dio un choque térmico a 42.5ºC durante 30 segundos y 

nuevamente fueron incubadas en hielo durante 5 minutos. Después se les agregó 

900 μl de medio SOC (precalentando a 37ºC) y se dejaron recuperar las células 

durante 90 minutos a 37ºC en agitación. Después de este tiempo, se centrifugaron 

las células a 12000 xg, se resuspendieron en 100 μl de medio SOC, se plaquearon 

en agar LB con ampicilina (100 μg/ml) y se dejaron incubando toda la noche a 37ºC.  

 

Se seleccionaron 12 colonias candidatas positivas y se verificaron por medio de 

PCR en colonia con los oligonucléotidos Fw pEG202 sec y Rv pEG202 (ver 

apéndice 3), los cuales son complementarios al vector. Se obtuvieron tres posibles 

colonias positivas, de las cuales se extrajó plásmido y se verificaron con reacciones 

de PCR con los oligonucléotidos Fw E2FC WT EcoRI y Rv 24 XhoI (los cuales 

amplifican la fusión de interés) y con ensayos de doble restricción con las enzimas 

EcoRI y XhoI. Las putativas clonas positivas fueron secuenciadas en la Unidad de 

Síntesis y Secuenciación del IBt, UNAM, y se seleccionó una de estas para los 

ensayos pertinentes.  

Transfección y ensayo de transactivación en Saccharomyces cerevisiae  

Se realizó un pre-cultivo de células EGY48 (genotipo: MATα, ura3, his3, trp1, 

LexAop (6x)::LEU2) de Saccharomyces cerevisiae (donada por el laboratorio del Dr. 

Roberto Coria) en 4 ml de medio líquido YPD, inoculando una colonia y se incubó 

en agitación a 30°C durante toda la noche. Posteriormente, se inocularon 20 ml de 

medio líquido YPD con el 5 % del pre- cultivo hasta obtener una DO600 inicial de 

0.2, y se incubó a 200 rpm, a 30°C durante aproximadamente 3 horas, hasta una 

DO600 de 0.4-0.5.  

El protocolo de preparación de células competentes y transformación se basó en 

el estudio de Gietz & Schiestl, 2007.  
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Las células se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos y se lavaron dos veces 

con 1 ml de H2O cada uno, después se resuspendieron en 500 μl de H2O, y se 

hicieron alicuotas de 100 μl de células en tubos de microcentrífuga. Cada alícuota 

se centrifugó durante 30 segundos y al botón se le adicionó una mezcla de 

componentes para su transfección, que contenía: 240 μl de PEG3350 (50 % p/v), 

36 μl de acetato de litio 1M, 12.5 μl de DNA de esperma de salmón (8mg/ml) 

(previamente desnaturalizado) y 41.5 μl de una mezcla de H2O con los plásmidos 

correspondientes (400 ng de cada uno). Las células se resuspendieron en la mezcla 

anterior y se incubaron a 42ºC por 40 minutos.  

Finalmente se obtuvo el botón de las células y se resuspendió en 100 μl de H2O, se 

plaquearon en agar SD suplementado con triptófano y leucina (Sigma) y se 

incubaron durante 3-4 días a 30ºC.  

Para los ensayos de transactivación, se seleccionaron aproximadamente 10 

colonias y se replicaron primero en medio sólido SD suplementado con triptófano y 

leucina y se incubaron a 30ºC durante un día. Posteriormente las mismas colonias 

fueron replicadas en un medio sólido SD suplementado únicamente con triptófano 

y se incubaron a 30ºC durante un día. Las colonias capaces de crecer en los medios 

carentes de leucina corresponden a las colonias positivas.  

Ensayos de actividad de β- galactosidasa  

Se inoculó una colonia de cada construcción en 4 ml de medio YPD líquido y se 

incubó a 30ºC durante 12-15 h a 200 rpm. Se utilizó una proporción de este pre- 

cultivo para inocular 20 ml de medio líquido YPD para iniciar con una densidad 

óptica (DO600) de aproximadamente 0.2, y se incubo a 30ºC alrededor de 3h a 200 

rpm hasta llegar a una DO600 0.7-1. Una vez que las células llegaron a la densidad 

óptica deseada, se centrifugaron 15 unidades de DO a 4000 rpm durante 5 minutos, 

posteriormente el botón se lavó con 1 ml de agua, se centrifugó nuevamente y se 

resuspendió en 500 μl de amortiguador Z (60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 

mM KCl y 1 mM MgSO4, pH 7.0), y se agregaron a un tubo de microcentrífuga con 

aproximadamente 500 μl de perlas de vidrio. Las células se lisaron en ciclos de 1 
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minuto en vortex y 1 minuto de incubación en hielo, repitiendo esto 4 veces. 

Después, el lisado se centrifugó a 12000 rpm durante dos minutos y se recuperó el 

sobrenadante (extracto proteico). Los extractos fueron cuantificados por el método 

de Bradford.  

Para la reacción de β- galactosidasa se agregó a celdas de plástico 400 μl de 

amortiguador Z más β- mercaptoetanol (27 μl/ 10 ml amortiguador Z) 100 μl de 

extracto proteico y o-nitrofenil-β-D-galactopiranósido (ONPG) (4 mg/ml). El tiempo 

inicial se tomó una vez que el ONPG fue agregado a la reacción. Las reacciones 

fueron incubadas a 30ºC de 15-30 minutos (hasta que se observara un color amarillo 

en la reacción), después fueron detenidas con 250 μl de Na2CO3 1M. Finalmente, 

se leyó la densidad óptica del producto de la reacción (o- nitrofenol) a una longitud 

de onda de 420 nm. Para el blanco, se sustituyo el extracto proteico por 

amortiguador Z.  

El cálculo de la actividad específica se realizó con la siguiente fórmula:  

 

 

 

Vol total= Volumen total de reacción (0.850 ml) 

DO420nm= Densidad óptica del producto o-nitrofenol a 420 nm 

0.0045= DO de una solución de o-nitrofenol a una concentración de 1 nmol/ ml  

Vol valorado= Volumen de extracto proteico utilizado (0.1 ml) 

Tiempo= Tiempo de reacción expresado en minutos 

Proteína= Concentración del extracto proteico expresado en mg/ml  
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RESULTADOS 

El motivo 27 de E2Fa/b1;1 es suficiente para activar la transcripción, pero no 

indispensable para que la proteína funcione como un FT activador    

 

Los resultados reportados por Romero (2019) sugieren que el motivo 27, 

correspondiente a los 40 aminoácidos finales de E2Fa/b1;1 de maíz, es importante 

para que este factor de transcripción actúe como activador. Se observó que E2Fc, 

un FT sin la capacidad de transactivar, al ser fusionado con el motivo 27 adquirió la 

función de activador transcripcional, apoyando así la hipótesis de que este motivo 

es importante durante la activación de la transcripción.  

 

Para abundar y conocer más acerca de la importancia de este motivo en la actividad 

de E2Fa/b1;1 se planearon mutaciones estratégicas de la proteína, las cuales se 

enfocaron en el carboxilo terminal de esta, así como en el motivo 27. En la Figura 9 

se muestra una representación esquemática de los genes clonados en el vector de 

expresión para levadura pEG202, el cual permite la fusión traduccional del dominio 

de unión al DNA (DBD) de LexA con las diferentes construcciones de la proteína 

E2Fa/b1;1.  

 

En primer lugar, en la Figura 9 se muestra a la proteína completa E2Fa/b1;1 WT y 

la eliminación que corresponde sólo a su amino terminal E2Fa/b1;1N; estas dos 

construcciones ya han sido estudiadas, y como ya se mencionó en los 

antecedentes, sabemos que la proteína WT funciona como activador transcripcional 

por medio de su carboxilo terminal, mientras que el amino terminal de la proteína no 

tiene esta capacidad, por esta razón, se fusionó el motivo 27 al amino terminal de 

E2Fa/b1;1 para corroborar que dicho motivo interviene en la activación de la 

transcripción (E2Fa/b1;1N + 27). También se clonó exclusivamente la secuencia 

codificante del motivo 27 fusionado al DBD de LexA, esperando que este fuera 

suficiente para activar la transcripción (E2Fa/b1;1 27). Por otro lado, se eliminó este 

motivo de la proteína E2Fa/b1;1 WT (E2Fa/b1;1 Δ27), esperando que esta perdiera 

la función de activación transcripcional al carecer del motivo 27. 
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Figura 9. Estructura esquemática de la proteína E2Fa/b1;1 y sus diferentes construcciones 

clonadas. Se indican elementos funcionales. DNA (azul), dominio de unión al DNA; MB (magenta), 

marked box; RBR (amarillo), motivo de unión a RBR; DBD LexA (gris), dominio de unión al DNA de 

LexA.  

 

Para determinar la activación transcripcional mediada por las construcciones 

generadas se llevó a cabo un ensayo de transactivación en levadura. Se 

transfectaron células de Saccharomyces cerevisiae de la cepa EGY48 (MATα, ura3, 

his3, trp1, LexAop (6x)::LEU2), en las que las secuencias activadoras río arriba del 

gen LEU2 fueron remplazadas por seis operadores LexA. Además, las células se 

transfectaron con el plásmido reportero pSH18-34, el cual también tiene operadores 

LexA (8op) río arriba del gen LacZ. Por lo tanto, las proteínas clonadas (DBD LexA-

E2F) son capaces de reconocer las secuencias en los promotores de los genes 

reporteros y dependen de la funcionalidad del dominio transactivador de las 

diferentes versiones de este para activar la transcripción de estos genes (Apéndice, 

Figura A7). Es así como la activación transcripcional puede estudiarse 

cualitativamente mediante el crecimiento en medios selectivos carentes de leucina, 

y cuantitativamente por medio de ensayos de actividad de β- galactosidasa. 
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En la Figura 10 se muestra el crecimiento de las células transfectadas con las 

primeras dos construcciones, E2Fa/b1;1N + 27 y E2Fa/b1;1 27. Interesantemente, 

las células transfectadas con el vector que expresa únicamente al motivo 27 de 

E2Fa/b1;1 fueron capaces de crecer en el medio SD sin leucina, demostrando que 

estos aminoácidos son suficientes para activar la transcripción, sin embargo, las 

células que expresan la fusión del amino terminal con el motivo 27 crecieron de 

mejor manera. Lo anterior sugirió que si bien este motivo 27 es suficiente para 

activar la expresión del gen reportero, el tamaño de la proteína es importante para 

que la transcripción sea eficiente; esto podría deberse a la conformación que el 

propio motivo adquiere en comparación a una proteína más grande, es decir, la 

estructura tridimensional podría ser importante para la interacción de E2Fa/b1;1 con 

otras proteínas mediadoras de la transcripción, por lo tanto, la conformación del 

motivo 27 podría estar ocasionando una interacción deficiente o menor con estas 

proteínas reguladoras de la transcripción.  

 

Figura 10. Capacidad de transactivación de diferentes versiones del amino y carboxilo 

terminal de E2Fa/b1;1 en levaduras. Células de Saccharomyces cerevisiae transfectadas con el 

vector pEG202 que expresa el DBD de LexA solo o fusionado a las construcciones de E2Fa/b1;1, 

plaqueadas en medio SD con y sin leucina en diluciones seriadas. El crecimiento de las células se 

analizó mediante diluciones seriadas durante 3 días a 30ºC. Experimento representativo, n=3.  
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Para comprobar la importancia del motivo 27 en la actividad de E2Fa/b1;1 se 

transfectaron las células con el vector expresando la proteína sin este motivo, 

E2Fa/b1;1 Δ27. Contrario a lo que se esperaba, las células fueron capaces de 

crecer en los medios carentes de leucina de la misma forma que las células que 

expresan la proteína completa (Figura 11). Estos resultados indican que el motivo 

27 podría no ser indispensable para que E2Fa/b1;1 actúe como un activador 

transcripcional. Sin embargo, se realizaron ensayos de actividad de β- 

galactosidasa (Figura 12) para tener una visión más certera de la capacidad 

transcripcional; en éstos se observó que la proteína E2Fa/b1;1 Δ27 tiene una menor 

capacidad para activar la expresión del gen reportero significativamente menor a la 

proteína WT, sugiriendo que el motivo 27 es ciertamente importante. Si bien estos 

resultados cuantitativos muestran diferencias con los resultados cualitativos, es 

claro que la proteína E2Fa/b1;1 sin el motivo 27 sigue teniendo la función de activar 

la transcripción. Lo anterior sugiere que la región carboxilo terminal de la proteína 

contiene otros elementos que influyen en su desempeño como activador 

transcripcional.  

 

Figura 11. Efecto de la deleción del motivo 27 de E2Fa/b1;1 en la capacidad de transactivación 

en levaduras. Células de Saccharomyces cerevisiae transfectadas con el vector pEG202 que 

expresa al DBD de LexA solo o fusionado a las proteínas indicadas, plaqueadas en medio SD con y 

sin leucina en diluciones seriadas. El crecimiento de las células se analizó mediante diluciones 

seriadas durante 3 días a 30ºC. Experimento representativo, n=3. 
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Figura 12. Efecto cuantitativo de la deleción del motivo 27 de E2Fa/b1;1 en la capacidad de 

transactivación en levaduras. Ensayos de β-galactosidasa en células EGY48 de Saccharomyces 

cerevisiae co- transformadas con el plásmido pEG202 expresando el DBD de LexA (pEG202) solo o 

fusionado a E2F o sus deleciones y con el plásmido reportero pSH18-34. ± Error estándar; n=3; T-

student.   

 

El motivo 24 de E2Fa/b1;1 es capaz de activar la transcripción  

 

El análisis in silico de Sánchez-Camargo et al., 2020 acerca de motivos y dominios 

de E2F en diferentes organismos vegetales demostró que E2Fa/b1;1 de maíz 

además de contar con el motivo 27 en su carboxilo terminal, contiene otro motivo 

denominado 24, el cual está conservado en diferentes organismos, y que podría 

estar involucrado en su actividad transcripcional. Los datos previamente reportados 

y los resultados observados en el presente trabajo sugieren que el carboxilo terminal 

de E2Fa/b1;1 alberga motivos importantes que en conjunto son indispensables para 

desempeñar su función transcripcional activadora.  

 

Por ello, se planteo conocer la función del motivo 24 como un posible motivo 

activador, por lo cual se clonó su secuencia codificante (E2Fa/b1;1 24) en el vector 
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pEG202, además de fusionarlo a la secuencia de E2Fc WT (E2Fc-24) (Figura 13) 

esperando encontrar resultados similiares a los obtenidos con el motivo 27, si es 

que el motivo 24 también tiene alguna función como activador transcripcional.  

Figura 13. Estructura esquemática de las construcciones E2Fa/b1;1 24 y E2Fc + 24. Se indican 

elementos funcionales. DNA, dominio de unión al DNA; MB, marked box; RBR, motivo de unión a 

RBR.  

 

Como se esperaba, el motivo 24 sí fue suficiente para activar la transcripción (Figura 

14); en comparación con el motivo 27, las células transfectadas con el motivo 24 

crecieron menos en el medio SD sin leucina, lo que podría indicar que si bien tiene 

la función activadora de la transcripción, esta es menor.  

 

 

Figura 14. Comparación de la capacidad de transactivación de los motivos 27 y 24 de 

E2Fa/b1;1 en levaduras. Células de Saccharomyces cerevisiae transfectadas con el vector que 

expresa las proteínas indicadas, plaqueadas en medio SD con y sin leucina en diluciones seriadas. 

El crecimiento de las células se analizó mediante diluciones seriadas durante 3 días a 30ºC. 

Experimento representativo, n=3.  
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Por otro lado, al fusionar al motivo 24 con E2Fc WT se observó que las células 

transfectadas con esta fusión fueron capaces de crecer en el medio SD selectivo, 

es decir, el motivo 24 fue suficiente para activar la transcripción aún cuando E2Fc 

WT es incapaz de hacerlo, similar a lo observado con la fusión E2Fc-27, pero en 

este caso también se observó que las células transformadas con la primera crecen 

mejor que con E2Fc-24 (Figura 15), corroborando que el motivo 27 tiene una mejor 

capacidad transactivadora que el motivo 24.   

 

 

Figura 15. Efecto de la adición de los motivos 27 o 24 de E2Fa/b1;1 a E2Fc en la capacidad de 

transactivación en levaduras. Células de Saccharomyces cerevisiae transfectadas con el vector 

que expresa las proteínas indicadas, plaqueadas en medio SD con y sin leucina en diluciones 

seriadas. El crecimiento de las células se analizó mediante diluciones seriadas durante 3 días a 

30ºC. Experimento representativo, n=3.  

 

En conjunto, estos resultados sugieren que tanto el motivo 27 como el motivo 24 

tienen la función de activar la transcripción. Si bien se observó que E2Fa/b1;1 puede 

seguir transactivando sin el motivo 27, los resultados mostrados arriba evidencian 

su importancia, y todo parece indicar que ambos motivos estarían actuando en 

conjunto para llevar a cabo la activación transcripcional.  
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DISCUSIÓN  

Los factores de transcripción son proteínas que reconocen secuencias específicas 

en el DNA cooperando con otros cofactores formando complejos y regulando la 

expresión génica, estas proteínas tienen una función fundamental en los procesos 

biológicos en los eucariontes.  

El marco molecular implicado en el inicio de la transcripción está formado por una 

multitud de factores celulares (Frietze & Farnham, 2011). Una comprensión 

profunda y exacta de la regulación transcripcional requiere un conocimiento 

detallado del conjunto estructural en el que los factores de transcripción y los 

correguladores construyen conjuntos proteicos que proporcionan control y 

especificidad a los programas transcripcionales. El conocimiento de los dominios 

proteicos que sirven como efectores biológicos para reclutar enzimas reguladoras 

de la transcripción y modificadoras de la cromatina es fundamental para entender 

como se establece un transcriptoma.  

La familia de factores de transcripción E2F en células animales y vegetales 

desempeña una función trascendental en el control de la progresión del ciclo celular 

mediante la regulación de la expresión de conjuntos de genes implicados en la 

proliferación celular, el inicio de la replicación y síntesis de DNA. Las proteínas 

miembros de la familia se encuentran bien conservadas en diferentes especies de 

eucariontes y el maíz no es la excepción.  

El descubrimiento de la presencia de la familia E2F en el genoma de maíz y su 

correspondiente caracterización nos ha permitido saber más sobre la función de 

estas proteínas como factores de transcripción. Ensayos de transactivación en 

levadura, demostraron que E2Fa/b1;1 de maíz tiene una función activadora de la 

transcripción, mientras que E2Fc no fue capaz de estimular la transcripción, 

sugiriendo que esta podría funcionar como un factor de transcripción represor. 

Ambas proteínas comparten entre ellas los motivos y dominios característicos de 

las proteínas E2F, sin embargo, es importante mencionar la presencia de una región 

de 40 aminoácidos hacia el carboxilo terminal de E2Fa/b1;1 denominada motivo 27 
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(Apéndice 1), el cual está ausente en la proteína E2Fc (Sánchez-Camargo et al., 

2020). Interesantemente, al fusionar este motivo de la proteína E2Fa/b1;1 a la 

proteína E2Fc, esta es capaz de activar la transcripción, sugiriendo que el motivo 

27 de la proteína E2Fa/b1;1 juega un papel importante durante la regulación de la 

activación transcripcional (Romero, 2019).  

Estos resultados nos llevaron a analizar con detalle la conformación de motivos y 

dominios de E2Fa/b1;1 de maíz y su importancia en la regulación transcripcional. 

En primer lugar, se hicieron ensayos de transactivación para determinar la función 

de solo el motivo 27 y se observó que por sí solo puede activar la transcripción 

(Figura 10), aunque no de la misma forma que la proteína completa (Figura 11), 

indicativo de que la estructura resultante de solo el motivo 27 no es del todo la 

adecuada para que se de una correcta activación transcripcional. Este motivo 27 

consta de sólo 40 aminoácidos, por lo tanto, es probable que la conformación que 

adquiera es diferente a la conformación adquirida por la proteína completa. Al 

carecer del resto del carboxilo terminal de E2Fa/b1;1 o bien del resto de la proteína, 

el motivo 27 podría tener una menor capacidad para regular la activación 

transcripcional, quizá porque interacciona débilmente con otros reguladores como 

podrían ser factores de transcripción basales y proteínas de la maquinaria 

transcripcional, o bien porque no interacciona con todos los debidos, al ser una 

estructura pequeña la cual carece de ciertos elementos, impidiendo así la unión a 

estos factores reguladores, lo cual se ve reflejado en la escasa activación 

transcripcional en comparación con la activación por la proteína E2Fa/b1;1 completa 

(Figura 10, y Figura 11 ver WT).  

A pesar de que la activación por parte del motivo 27 no es igual que con la proteína 

completa (Figura 11), la importancia de este durante la regulación de la activación 

transcripcional no se descarta. Es por ello que se estudió la función de E2Fa/b1;1 

sin este motivo, observando que aún sin él la proteína sigue teniendo la capacidad 

de activar la transcripción de la misma forma que la proteína WT (Figura 11 y 12). 

En conjunto estos datos sugirieron que podrían existir otros elementos reguladores 
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en el carboxilo terminal de la proteína E2Fa/b1;1, los cuales podrían estar actuando 

en conjunto con el motivo 27 durante la regulación de la activación transcripcional.  

Los análisis filogenéticos in silico realizados por Sánchez- Camargo et al., (2020) 

mostraron la distribución de motivos y dominios de las proteínas E2F en diferentes 

organismos vegetales. Uno de los datos obtenidos más interesantes es la presencia 

del motivo 27 en proteínas de la familia Poaceae; proteínas E2F putativas 

activadoras de organismos como Setaria italica, Oryza sativa, Brachipodium 

dystachion y Zea maize cuentan con dicho motivo. Además, la mayoría de estos 

mismos miembros, incluyendo a E2Fa/b1;1 de maíz cuentan con otro motivo 

denominado 24 (presente solo en monocotiledóneas), y que en otros miembros de 

diferentes organismos ocupa la misma posición que el motivo 25, el cual se 

encuentra conservado en monocotiledóneas y semiconservado en dicotiledóneas 

como Vitis vinifera, Solanum tuberosum, Solanum lycopersicum y Arabidopsis 

thaliana, en proteínas que putativamente son activadoras también. Lo más 

interesante es que las proteínas posicionadas en el clado de represores, ya sean 

monocotiledóneas o dicotiledóneas, entre ellas E2Fc de maíz, no cuentan con 

ninguno de los motivos antes mencionados (24, 25 y 27), lo que podría indicar la 

posible participación de éstos en la activación transcripcional (Ver Figura 7). Es 

importante mencionar que, la presencia de estos motivos en proteínas de otros 

organismos como mamíferos y levaduras no ha sido estudiado aún, lo cual hace 

novedoso el análisis por Sánchez-Camargo et al., 2020, y los descubrimientos 

descritos en el presente trabajo.  

La conservación de estos motivos en las proteínas de diferentes organismos 

vegetales indica la importancia que podrían tener durante la regulación de la 

expresión génica, además de que la función de los diferentes E2Fs como 

activadores o no activadores podría depender de la presencia o ausencia de estos 

motivos. Adicionalmente, estos resultados demostraron que además del motivo 27, 

existe otro motivo (motivo 24) en el carboxilo terminal de la proteína E2Fa/b1;1 que 

podría estar influyendo en su actividad como activador. La presencia del motivo 24 

solo en especies monocotiledóneas sugiere que este es importante durante la 
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regulación transcripcional, por ello se decidió analizar la función de este motivo, 

situado también en el carboxilo terminal de E2Fa/b1;1. 

Se observó que el motivo 24 por sí solo también es capaz de activar la transcripción, 

y que al ser fusionado a E2Fc le confiere la función de activar la transcripción, 

comportándose de una forma similar al motivo 27 (Figura 14 y 15). Sin embargo, en 

ambos casos se observó que el motivo 27 es dominante sobre el motivo 24, es decir, 

tanto la activación transcripcional por el motivo 27 por sí solo como la fusión E2Fc-

27 es más fuerte que con el motivo 24. Sin embargo, esto no necesariamente quiere 

decir que el motivo 27 sea más importante que el 24, los resultados aquí mostrados 

apuntan a que ambos podrían estar actuando como dominios transactivadores y 

que entre estos habría una cooperatividad para que se lleve a cabo una eficiente 

activación transcripcional, mediando la interacción de E2Fa/b1;1 con diferentes 

reguladores transcripcionales, como factores de la maquinaría basal, RNA 

polimerasas o remodeladores de la cromatina.  

Actualmente, el mecanismo exacto por el cual E2F actúa como activador 

transcripcional se desconoce, sin embargo, existen múltiples estudios en los que se 

han propuesto mecanismos con base a la interacción de los diferentes E2F con 

proteínas y complejos involucrados en la regulación genica.   

En mamíferos se ha demostrado la unión directa de E2F1 con TBP (TATA-binding 

protein) por medio de su dominio de transactivación (Hagemeier et al., 1993), y con 

otros factores de transcripción generales asociados a TBP como TFIIA, TFIIB y 

TFIIH (Fry, Slansky & Farnham, 1997; Lin et al., 1991; Roberts et al., 1995). Por otro 

lado, también se ha observado la interacción de estos factores con enzimas 

remodeladoras de la cromatina; E2F1-3 son capaces de interaccionar directamente 

con acetil transferasas de histonas (HATs) como p300/CBP, PCAF/GNC5 y Tip60, 

las cuales catalizan la acetilación de lisinas en las histonas H3 y H4, y están 

asociadas con la activación transcripcional (Trouche, Cook & Kouzarides, 1996; Fry 

et al., 1999; Taubert et al., 2004).  
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Adicionalmente a la acetilación de histonas, la activación génica también está 

asociada con la tri-metilación de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me3). Esta es 

catalizada por metil transferasas de histonas de las familias MLL y SET (Nightingale 

et al., 2007), y ya se ha demostrado la interacción directa entre E2F2, E2F4 y E2F6 

con MLL, facilitando la metilación de H3K4 y la consecuente activación de genes 

del ciclo celular como ciclinas tipo E (Takeda et al., 2006). Interesantemente, se ha 

demostrado que la proteína HCF-1 (herpes simplex virus host cell factor-1) está 

involucrada en este proceso, funcionando como una proteína de anclaje entre E2F 

y complejos multiproteícos represores y activadores dependiendo de la etapa del 

ciclo celular, por ejemplo, el complejo de G1/S contiene a E2F1 asociado con Ash2, 

un componente del complejo activador MLL (Tyagi et al., 2007). 

Otro grupo de proteínas con las que las proteínas E2F son capaces de interaccionar 

y regular la transcripción son las del complejo MuvB (LIN9, LIN37, LIN52, LIN53 y 

LIN54), las cuales se unen a los promotores de sus genes blanco regulando un 

amplio conjunto de genes del ciclo celular al servir como una plataforma en el 

ensamblaje de factores de transcripción coactivadores y correpresores (Müller, 

Asthana & Rubin, 2022).  El complejo MuvB coordina temporalmente la expresión 

de los genes necesarios para la síntesis de DNA, la formación del centromero, la 

división mitótica y la salida del ciclo celular, entre otros. Estas proteínas en conjunto 

con las proteínas DP y RB forman un complejo llamado DREAM (DP, RB-like, E2F 

y MuvB) (Sadasivam & DeCaprio, 2013). Este complejo en mamíferos reprime la 

mayoría de los genes regulados en el ciclo celular durante G0, cuando las células 

salen del ciclo celular y entran en quiescencia. Similar a otros eucariontes, las 

plantas comparten elementos conservados que controlan la expresión génica; en 

Arabidopsis thaliana se han identificado múltiples ortólogos de las proteínas MuvB, 

y además de formar complejos represores, también se han identificado proteínas 

co-activadoras como MYB3R4, ALY3 y TCX5, las cuales interaccionan con el 

activador E2FB, así como con RBR1, DPA y DPB. En conjunto este complejo es 

requerido para la activación de genes del ciclo celular durante G2/M (Haga et al., 

2011; Kobayashi et al., 2015).  
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Todos estos mecanismos abren una amplia gama de posibilidades para sugerir la 

forma en la cual E2Fa/b1;1 podría actuar como activador transcripcional. 

Recientemente, en maíz se identificó la presencia de marcas de cromatina activa 

como la H3K4me3 y la acetilación de H3K9/K14 en los promotores de genes blanco 

de E2F, en los cuales previamente también se identificó un enriquecimiento de la 

proteína E2Fa/b1;1 (Sánchez-Camargo et al., 2020). Lo anterior sugiere una posible 

relación y/o interacción entre E2Fa/b1;1 de maíz con la maquinaria remodeladora 

de la cromatina.  

Sería interesante saber si existe alguna interacción directa entre esta proteína con 

algún co-activador transcripcional, y más interesante aún determinar qué parte de 

la proteína es la encargada de que se lleve a cabo esta interacción. Ya que es bien 

sabido que el dominio de transactivación de los E2Fs es la principal región 

reclutadora de reguladores transcripcionales, existe la posibilidad de que los 

motivos 24 y 27 albergados en el dominio de transactivación de E2Fa/b1;1 sean un 

punto clave para que se lleven a cabo estas interacciones; dado que los resultados 

demostraron que por sí solos funcionan como activadores de la transcripción, podría 

sugerirse que están actuando como dominios de transactivación.  

El motivo 24 tiene un tamaño de 122 pb y el motivo 27 144 pb, ambos serían 

péptidos pequeños de 4 a 6 kDa, lo cual no sería un impedimento para que actúen 

como dominios transactivadores. Existen otros factores transcripcionales con 

dominios de transactivación pequeños, por ejemplo, aquellos que pertenecen al 

grupo del dominio de transactivación de 9 aminoácidos (9aaTAD), el cual es 

reconocido universalmente por la maquinaria de transcripción en eucariontes, 

dentro de dicho grupo se encuentran FTs como p53, Gal4, FOXO3, entre muchos 

otros (Piskacek et al., 2016). Esto apoya la idea de que los motivos 24 y 27 podrían 

desempeñarse como dominios de transactivación.  

Existe la posibilidad de que estos dos motivos actúen como dominios 

transactivadores independientes, actuando individualmente o en conjunto. Podría 

ser que por su parte el motivo 24 reclute sólo a un conjunto de proteínas, mientras 

que el motivo 27 a otras, o bien que ambos en conjunto recluten a otros complejos. 
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El factor de transcripción p53 en mamíferos, tiene en su amino terminal dos 

dominios de activación diferentes los cuales son capaces de interaccionar con 

factores de transcripción basales como TBP, TAF6, TAF9, TRAP80 y TFIIH, y con 

remodeladores de la cromatina como p300/CBP y GNC5. Uno de estos dominios 

actúa en respuesta al daño en el DNA, mientras que ambos actúan en la activación 

de genes supresores de tumores (Raj & Attardi, 2017). Además, numerosos 

estudios han demostrado que la fosforilación de uno o varios residuos presentes en 

estos dos dominios de activación aumenta la afinidad de interacción con las 

diferentes proteínas mencionadas; diversas cinasas pueden fosforilar estos 

dominios, incluyendo a ATM, ATR, Ch2, MAPK, HIPK y varias CDKs (Jenkins et al., 

2012). 

Esta situación podría ocurrir con E2Fa/b1;1, haciendo más interesante el posible 

mecanismo de activación, ya que cada uno de los motivos (24 y 27) podría estar 

regulando un conjunto de genes diferente, o bien ambos podrían estar colaborando 

en la activación de otro grupo de genes, los cuales podrían ser múltiples, ya que 

E2F está a cargo de la regulación de diferentes conjuntos de genes como aquellos 

relacionados con la progresión del ciclo celular y la replicación y reparación del DNA. 

Existe la posibilidad de que estos motivos en E2Fa/b1;1 alberguen sitios de 

importancia para la interacción con diferentes proteínas, así como posibles sitios de 

fosforilación que a su vez estén regulando estas interacciones.  

La presencia de estos motivos en proteínas activadoras, y su ausencia en las 

proteínas represoras es también un indicio de su papel e importancia en la 

activación transcripcional. Además de la ausencia de motivos como 24 y 25 en las 

proteínas del clado represor (ver Figura 7), interesantemente las proteínas E2Fc en 

todas las especies analizadas se encuentran truncas al final del carboxilo terminal, 

en el límite del motivo de unión a RBR, careciendo por lo tanto del motivo 27 y 

sugiriendo que los E2F represores carecen del carácter activador ya que durante la 

evolución pudieron haber perdido esta región, y su forma de contrarrestar la 

actividad de los E2F activadores podría ser compitiendo por los sitios E2F en el 

DNA, o reclutando corepresores a los promotores de sus genes blanco por medio 
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de las proteínas RB; se ha observado que estas proteínas son capaces de 

interaccionar con múltiples proteínas remodeladoras de la cromatina que están 

involucradas en la represión genica, entre ellas, desacetilasas de histonas (HDACs), 

metil transferasas de histonas (HMTases) del grupo SET y proteínas del complejo 

BRM/BRG1 (Shen 2002).  

Como ya se mencionó, los motivos y dominios de los factores de transcripción 

pueden mediar la activación o represión de genes, promoviendo la formación de 

cromatina activa o reprimida, interactuando con dominios y motivos de otros factores 

para formar plataformas que promueven el reclutamiento de proteínas 

correguladoras, o estimulando o inhibiendo la formación de complejos de pre-

iniciación. Los dominios efectores pueden ser llevados al DNA de múltiples 

maneras, y el inicio de la transcripción puede desencadenarse de diferentes formas 

y depender de múltiples factores. Los resultados del presente trabajo son apenas 

un pequeño acercamiento a cómo podría regularse la activación transcripcional por 

parte de E2Fa/b1;1 de maíz; con el conocimiento sobre la presencia de estos dos 

posibles dominios activadores (24 y 27) en la proteína, se puede especular sobre 

diversos factores que influirían en el mecanismo, desde la conformación de estos 

motivos, hasta la extensa gama de reguladores con los cuales estos podrían estar 

interaccionando, además de la actividad que cada uno podría desempeñar ya sea 

individualmente y/o en conjunto.   

Los resultados en maíz reportados hasta ahora han dado evidencia de funciones 

opuestas de las proteínas E2F: E2Fa/b1;1 se caraterizó como un activador 

transcripcional, mientras que E2Fc no tiene esta capacidad y la evidencia sugiere 

que es un represor transcripcional. En muchas especies vegetales las proteínas 

E2Fc terminan justo en su dominio de interacción con RBR, o bien tienen este 

dominio truncado, mientras que las proteínas activadoras tienen un motivo adicional 

después de este (Figura 7).  E2Fc de maíz pudo haber perdido este motivo durante 

la evolución, y por tanto, su función transactivadora, convirtiéndose así en un 

represor que compite por los elementos de respuesta de E2F o que recluta a RBR 

a los sitios blanco de E2F.  
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Los experimentos de inmunoprecipitación de la cromatina asociada a E2F en 

semillas secas de maíz, indican que E2Fc y RBR1 se unen a los promotores de 

genes de fase S y después de la imbibición, estos son reemplazados por el activador 

E2Fa/b1;1, junto con un incremento en la expresión de los genes blanco (Sánchez-

Carmargo et al., 2020). En momentos posteriores a la germinación, cuando la 

primera ronda del ciclo celular ha terminado, RBR1, E2Fa/b1;1 y E2Fc pueden 

detectarse unidos a la cromatina, posiblemente formando complejos represores en 

el DNA. De esta manera, E2Fc-RBR1 podría prevenir el inicio del ciclo celular 

prematuro, y entonces RBR podría regular la función de E2Fa/b1;1 tanto para la 

reentrada al siguiente ciclo celular como para la salida a la diferenciación. La 

evidencia acumulada a lo largo de los años tiende a indicar que las semillas podrían 

poseer algún tipo de memoria bioquímica formada, entre otros factores, por la vía 

de señalización Cyc/CDK/KRP, los factores E2F/DP/RBR y el estado de la 

cromatina en los embriones. La correcta comunicación entre estas vías permitiría 

coordinar la germinación de las semillas y la primera ronda de ciclos celulares en el 

eje del embrión, siempre que las condiciones fisiológicas y ambientales sean 

favorables (Sánchez, Romero & Vázquez, 2021).  

Es necesario comprender el papel de la familia E2F como núcleo de la regulación 

transcripcional del ciclo celular. Tanto la regulación de la vía E2F/RB como su 

función ilustran la gran complejidad en la coordinación de la proliferación, el 

crecimiento y el desarrollo. El conocimiento de la función de los E2F de maíz y el 

descubrimiento de los motivos 24 y 27 presentes en E2Fa/b1;1 son un punto clave 

y quizá el primer paso para los estudios que nos lleven a la comprensión del 

mecanismo transcripcional de estas proteínas.  
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CONCLUSIONES 

 El motivo 27 de E2Fa/b1;1 de maíz funciona como una región 

transactivadora al promover la expresión de los genes reporteros.  

 El motivo 27 no es la única región necesaria para que E2Fa/b1;1 desempeñe 

su función. 

 El motivo 24 es exclusivo de monocotiledóneas en el carboxilo terminal de 

E2Fa/b1;1.  

 El motivo 24 fue capaz de funcionar como una región transactivadora, y al 

igual que el motivo 27 le confirió a E2Fc la función de activar la transcripción.  

PERSPECTIVAS  

 Clonar al motivo 25 de Arabidopsis thaliana, el cual es proporcional al motivo 

24 en dicotiledóneas, y determinar su función transactivadora.  

 Hacer un modelo de la estructura proteica de E2Fa/b1;1 con y sin los motivos 

24 y 27, así como el modelo individual de los motivos 24 y 27.   

 Hacer un análisis filogenético más robusto de los motivos y dominios en la 

familia E2F en diferentes organismos, incluyendo mamíferos y otras 

especies vegetales. 

 Analizar la secuencia de los motivos 24 y 27, buscando posibles regiones 

capaces de reclutar reguladores transcripcionales u otras proteínas.  

 Analizar las posibles interacciones proteicas de E2Fa/b1;1 WT así como de 

sus motivos 24 y 27 con reguladores transcripcionales.  
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APÉNDICES 
 

Apéndice 1. Secuencias proteicas de los motivos 24 y 27 de E2Fa/b1;1 de maíz  
 
 

 

 
 

Figura A1. Secuencia del motivo 24 de E2Fa/b1;1. Se muestran los aminoácidos que conforman el motivo 24, indicados por la flecha morada. 

TAD, dominio de transactivación (en gris).  

 

 

 

 

Figura A2. Secuencia del motivo 27 de E2Fa/b1;1. Se muestran los aminoácidos que conforman el motivo 27, indicados por la flecha morada. 

TAD, dominio de transactivación (en gris).  
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Apéndice 2. Verificación de clonas en el vector de expresión para levadura pEG202 
 
 

 
 
Figura A3. Verificación de clonas positivas. A) Verificación de E2Fa/b1;1N + 27 y E2Fa/b1;1 Δ27 en el vector pEG202. B) Verificación de 

E2Fa/b1;1 27 y E2Fa/b1;1 24 en el vector pEG202. SD, Plásmido sin digerir; PCR 1, producto de PCR usando el oligonucleótido sentido del vector 

y el antisentido del inserto; PCR 2, producto de PCR usando el oligonucleótido sentido y el antisentido del inserto.   
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Apéndice 2. Verificación de clonas en el vector de expresión para levadura 

pEG202 

 

 

 

Figura A4. Verificación de E2Fc-24 en el vector pEG202. SD, Plásmido sin digerir; PCR, producto 

de PCR amplificado con el oligonucleótido sentido y antisentido del inserto.  
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Apéndice 3. Oligonucleótidos y temperaturas de alineamiento para la 

amplificación de los CDS (secuencias codificantes) de las proteínas 

clonadas  

 

Tabla A1. Oligonucleótidos para la amplificación y verificación de las diferentes secuencias 

de E2Fa/b1;1 clonadas. Se muestra nombre, secuencia, clave y año de síntesis.  

 

Tabla A2. CDS amplificados y pares de oligonucleótidos utilizados. Se muestra la temperatura 

utilizada para la amplificación de cada inserto.  

 

 

 

 

 Nombre Secuencia 5’ > 3’ Clave-año 

1 FE2F1;1 WT EcoRI TCT ATG AAT TCA TGT CGG GGG TCG GCA GCG G  1240- 2017 

2 RE2F1;1 DC NcoI TCG CCA TGG TAA TAC AAT TCT ATA TCT CCT TTG G 5163-2018 

3 FE2F1;1 40 NcoI ATC CCA TGG GAA CAA GCG CAG TGG GAT G A 5161-2018 

4 RE2F1;1 40 NotI ATC GCG GCC GCT TAT GGA TCT GTG CTT GGA ACC T 5162-2018 

5 FE2F1;1 40 EcoRI TCT ATG AAT TCG AAC AAG CGC AGT GGG ATG A 5160-2018 

6 RE2F1;1 WT NcoI TCG CCA TGG TTA TGG ATC TGT GCT TGG AAC CTC CAT 1241-2017 

7 RE2F1 D40 TCG CCA TGG TTA TGT TTT CCA CAT AT 10380-2018 

8 Fw 24 NcoI CCGCCATGGTTCAATACATCATATGCT H5143-2021 

9 Rv 24 XhoI TCGTCTCGAGTTAAATCCTTGTCATCCCT H4144-2021 

10 Fw Fusión c-24 TAGTATGACAGATGCTTGGGGCACGTTCAATACATCATATGCTGGACA H5145-2021 

11 Rv Fusión c-24 TGTCCAGCATATGATGTATTGAACGTGCCCCAAGCATCTGTCATACTA H5146-2021 

12 FE2FC WT EcoRI TCT ATG AAT TCA TGG ACG GCG CCT CCT CCA G 1244-2017 

13 RE2FA/B1;1 3’ UTR ATG CCC TGA CTA AAC TCC AGG TGA  2809-2013 

14 F pEG202 sec TCG TCA GCA GAG CTT CAC CAT T 7996-2017 

15 RvpEG202 sec  GAG TCA CTT TAA AAT TTG TAT ACA C 3486-2019 

CDS Oligonucleótido sentido Oligonucleótido antisentido Tm (ºC) 

E2Fa/b1;1N (para fusión) FE2F1;1 WT EcoRI RE2F1;1 DC NcoI 59 

E2Fa/b1;1 27 (para fusión) FE2F1;1 40 NcoI RE2F1;1 40 NotI 56 

E2Fa/b1;1 27 FE2F1;1 40 EcoRI RE2F1;1 WT NcoI 64 

E2Fa/b1;1 Δ 27 FE2F1;1 WT EcoRI RE2F1 D40 53 

E2Fa/b1;1 24 Fw 24 NcoI Rv 24 XhoI 51 

E2Fc (para fusión) FE2FC WT EcoRI Rv Fusión c-24 55 

E2Fa/b1;1 24 (para fusión) Fw Fusión c-24 RE2FA/B1;1 3’UTR 52 

E2Fc-24 FE2FC WT EcoRI Rv 24 XhoI 61 
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Apéndice 4. Mapas de vectores de expresión en levadura utilizados para 

clonar las secuencias codificantes 

 

 
Figura A5. Mapa del vector pEG202 para expresión en levaduras. Se indica el promotor ADH1 

(rojo), el dominio de unión a DNA de LexA (azul) y el sitio de clonación múltiple.  

 

 

Figura A6. Mapa del vector reportero pSH18- 34 para expresión en levadura. Se indican los 

operadores LexA (gris), así como el gen de LacZ (negro).  
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Apéndice 5. Modelo de transactivación en levaduras 

 

 

Figura A7. Modelo del ensayo de transactivación en levadura. E2F (amarillo) fusionado al DBD 

de LexA (azul) activa la expresión de los genes reporteros al unirse al promotor de estos mismos.  
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