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Resumen

La germinacion de las semillas tiene como propdsito principal el establecimiento de
una nueva planta. El proceso de germinacién involucra el despertar metabdlico de la semilla
latente y la reanudacion de sus procesos de desarrollo. Como consecuencia de la entrada
de agua a la semilla (imbibicion) se reactivan procesos celulares importantes como el ciclo
celular, un proceso seguido por la protrusion de la radicula, evento que define el final del
proceso de germinacion. Dado que la mayoria de las células en las zonas meristematicas de
la semilla seca se encuentran detenidas en la fase G4, un proceso de germinacion exitoso
requiere que las células de la semilla reactiven su metabolismo celular a partir de Gy y
completen la primera ronda de divisiones celulares, la semilla puede continuar entonces con
los procesos de proliferacion y crecimiento durante el desarrollo posterior y dar lugar a una
nueva planta. En este contexto, nuestra estrategia ha consistido en analizar los mecanismos
moleculares y a los reguladores de la fase G4 y la transicion G1-S a nivel de interaccion entre
proteinas clave y su interaccion con los promotores de genes importantes para la fase S de
ciclo celular: la proteina asociada a retinoblastoma (RBR) y el factor transcripcional E2F

(factor de unién a promotor de adenovirus E2).

En el presente trabajo, se reporta la validacién de anticuerpos policlonales especificos
contra RBR1 de maiz con los cuales se determind que la proteina enddgena esta presente
en la semilla seca y a lo largo de la germinacion de manera aparentemente constante. Se
determind también que ésta forma complejos con E2FA/B1;1 in vitro e in vivo; ademas, se
describid la unién de RBR1 a promotores de genes blanco de E2F claves para la entrada a
la fase S del ciclo celular: MCM3, PCNA1 y RPA2 durante la germinacion. Dentro de las
conclusiones principales de este trabajo, RBR1 interactua posiblemente con E2FA/B1;1 para
reprimir la expresion de sus genes blanco en la semilla seca y, a las 15 h, cuando las células
de la radicula deberian estar en fase S, esta interaccion se reduce permitiendo la expresion
de genes clave para el inicio de la replicacion del DNA. Con los resultados obtenidos en este
trabajo RBR1 actua como regulador negativo del ciclo celular durante la germinacion de

maiz una funcion que no habia sido descrito anteriormente.
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1. Introduccion

1.1. El maiz

El maiz es una planta de origen americano y de importancia fundamental en el
desarrollo de las antiguas culturas de América, ya que constituyé su alimento basico;
ademas, tiene una importancia histérica ya que quiza fue una de las primeras plantas en ser
cultivadas. El maiz, cuyo nombre cientifico es Zea mays, es una planta herbacea,
monocotileddnea, anual (Raven et al., 1992) y esta clasificada como miembro de la familia

de las gramineas poaceae (Tabla 1).

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Superdivision | Spermatophyta

Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida

Subclase Commelinidae

Orden Cyperales
Familia Poeceae
Género Zea
Especie Zea mays

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del maiz.

1.1.1. Origen, evolucion y domesticacion del maiz

El maiz, uno de los tres granos basicos que alimentan a la humanidad, tuvo su origen
y diversificacion inicial en las montafas y valles de México. La historia de la presencia del
maiz en México ha sido conocida a través de representaciones encontradas en esculturas,
pinturas, mitos, festividades y ceremonias de la época prehispanica. Una de sus primeras

representaciones fue la del dios olmeca del maiz (Homshuk) cuya cultura estaba fundada en
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el cultivo del maiz y florecié entre los anos 1500 y 300 a.C. (Joralemon, 1971; Florescano,
2003). El hombre otorgé al maiz el papel de protagonista en un sinniUmero de relatos
miticos; por ejemplo y acerca del origen del hombre, el Popol Vuh, documento escrito por los
Mayas Quiché de Guatemala y recopilado hacia finales del siglo XVI (Saravia, 1965), lego
uno de los mas bellos relatos registrados, en donde se relata que una vez que las
divinidades creadoras poblaron el mundo con animales del cielo y de la tierra, crearon al

hombre a partir del maiz.

Figura 1. Teocintle (Zea mexicana) y maiz (Zea mays). A. Planta de teocintle y su inflorescencia femenina;
B. Planta de maiz y su inflorescencia femenina. Estructuras masculinas (&) y femeninas (?) (Imagen de Laura

Rojas, Comision Nacional para el Conocimiento y uso de la Biodiversidad, 2012).

Especimenes de mazorcas de maiz se han recuperado de cuevas en Oaxaca,
México, que datan de mas de 6,000 afos a.C. Estudios en la variacion de microsatélites del
genoma de maiz indican que ésta planta surgié de un solo evento de domesticaciéon hace

alrededor de 9000 anos (Matsuoka et al., 2001). Por otro lado, en la diversificacion del maiz
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se involucraron diversos factores como son, la existencia de especies primitivas adaptadas y
domesticadas, la influencia de variedades exdticas de otras regiones, la hibridacion con
otras razas asi como la presencia de condiciones geograficas favorables para el crecimiento
del maiz por temporadas cortas. Durante el descubrimiento espafiol del Nuevo Mundo, el
maiz fue llevado a tierras europeas de donde se extendié rapidamente hacia Asia y Africa,
primordialmente a través del establecimiento de colonias portuguesas en estos paises. Hoy
en dia, el maiz constituye uno de los principales alimentos cultivados en el mundo y esta

entre los alimentos que poseen aplicaciones mas diversas.

El origen del maiz ha sido debatido por largo tiempo, pero se cree que el progenitor
mas probable del maiz es el teocintle (Zea mexicana) (Fig. 1) o el teocintle tipo ‘Balsas’ (Zea
mays parviglumis), un miembro cubierto de maleza del género Zea (Beadle, 1939). Los
teocintles tienen varios tallos ramificados, numerosas “mazorcas” en diferentes ramas con
s6lo dos hileras de granos envueltos en una estructura muy endurecida. Por su parte, el
maiz tiene un tallo robusto, con una o pocas mazorcas en la parte central de la planta y la
mazorca es grande con granos expuestos y en numerosas hileras. Las diferencias entre el
maiz y el teocintle son producto del proceso de domesticacion y la mas notoria es el alto
desarrollo de la mazorca (litis, 1983) (Fig. 1). Existen otras teorias acerca de su origen que
consideran que el maiz se origind de diferentes especies: de Tripsacum dactyloides
(Mangelsdorf, 1938), de Zea diploperennis, hibrido de Tripsacum y del teocintle (teoria
tripartita), de la transmutacién de la mazorca macho del teocintle a la mazorca hembra del
maiz (lltis, 1983) o de especies de maiz ancestrales a través de la duplicacién cromosdmica
(Gaut y Doebley, 1997).

1.1.2. La semilla de maiz

La semilla de maiz madura, conocida como cariopsis, esta compuesta de tres partes
principales: el pericarpio, el endospermo y el embrién (Fig. 2). El pericarpio es la capa
externa del grano y se deriva de la pared del ovario, por lo que es genéticamente idéntica a
la planta madre. El endospermo y el embrién estan rodeados y sujetos por el pericarpio y
representan genéticamente a la siguiente generacion ya que poseen material genético de

las lineas paterna y materna. El endospermo representa aproximadamente el 85% del peso
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total del grano y sirve como fuente de energia (en forma de granulos de almidén y cuerpos
proteicos) para el embrion durante varios dias posteriores a la germinacion. La capa mas
externa del endospermo consiste de una capa de células especializadas llamada aleurona;
durante la germinacion, las giberelinas, hormonas producidas en el embridn, permiten que
las células de la aleurona liberen amilasas para hidrolizar el almidon y proveer de azucares
necesarios para el inicio del crecimiento de una nueva planta, por lo tanto, estimulan la

germinacion y la elongacion celular.

El embrion posee un eje central (eje embrionario) el cual contiene en su extremo
basal a la radicula, que dara origen a la raiz primaria, y en su extremo apical una estructura
que dara origen al tallo llamada plumula. La plumula esta dividida en 5 0 6 nodos a partir de
cada uno de los cuales crecera una hoja durante el desarrollo de la planta. Del primer nodo
(nodo escutelar) surge el escutelo y éste da origen al cotiledéon que digiere y absorbe el
endospermo durante las primeras etapas del crecimiento. El escutelo no se convierte en
tejido foliar, pero sirve para absorber y digerir al endospermo durante el crecimiento del
embridn. Del siguiente nodo (nodo coleoptilar) surge el coleoptilo, el cual se convertira en
una cubierta que protege al primer brote (plumula) que emerge de la semilla hacia la
superficie del suelo. El espacio comprendido entre el nodo escutelar y el nodo coleoptilar se
denomina mesocotilo. EI mesocotilo se alarga rapidamente durante la germinacion para
permitir que el coleoptilo emerja del suelo y junto con él, las hojas. La radicula, por su parte,
se encuentra cubierta por la coleorriza, estructura que sirve de proteccion a la raiz primaria

durante la germinacion (Vincent, 2002).
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Eje embrionario

Figura 2. Secciones verticales de la semilla de maiz madura vista 1) de frente y 2) de perfil. a) Cubierta del
estilo, b) pericarpio, c) aleurona, d) endospermo, e) escutelo, f) capara granular del escutelo, g) coleoptilo, h)
plumula, i) primer internodo, j) primordio de raiz lateral adventicia, k) nodo escutelar y |) radicula; m) coleorriza,

n) células conductoras basales de endospermo, 0) capa de absicidn, p) pedinculo (modificado de Coe, 2001).

1.1.3. Usos del maiz

El maiz constituye, junto con el arroz y el trigo, uno de los principales alimentos
cultivados en el mundo (FAS, USDA circular WAS 12-18; diciembre del 2018) y esta entre
los alimentos que tienen aplicaciones mas diversas. Su uso se centra no soélo en la
alimentacion humana, también forma parte de la alimentacién animal por si mismo o como
ingrediente en la composicidn de piensos para aves, cerdos y vacas. Por otra parte, los
tallos de maiz, una vez separada la mazorca, son utilizados como forraje. Desde el punto de
vista industrial, esta planta también se utiliza para la obtencion de edulcorantes alimentarios,
de almidén y de alcohol. De las partes no comestibles se obtiene también furfural, un
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compuesto utilizado en la industria del caucho, resinas, plasticos e insecticidas (Paliwal et
al., 2001).

Por su importancia en diversos ambitos de la sociedad mundial actual, el maiz
representa una planta modelo para estudios biolégicos, bioquimicos y genéticos; por
ejemplo, ha sido modelo para estudiar el silenciamiento epigenético y el desarrollo de la
inflorescencia, entre muchos otros tépicos. En nuestro grupo adoptamos al maiz como
modelo de estudio para el ciclo celular en plantas particularmente durante la germinacion de

sus semillas.

1.2. La germinacién

La germinacion de las semillas tiene como propdsito principal el establecimiento de
una nueva planta. El proceso de germinacién involucra el despertar metabdlico de la semilla
latente y la reanudacion de sus procesos de desarrollo. Esto implica que las semillas ya
contienen, o adquiriran a la brevedad, la memoria bioquimica del programa morfogenético
que crea una planta. Como consecuencia de la entrada de agua a la semilla (imbibicién), las
células en los tejidos se elongan y finalmente se dividen, un proceso seguido por la
protrusion de la radicula, evento que define el final del proceso de germinacion. En general,
las células en las puntas de las raices son las primeras en ser activadas para ciclo celular y

proliferar (Vazquez-Ramos, 2003).

La toma de agua de una semilla madura es un proceso trifasico (Fig. 3). La absorcién
inicial de agua, imbibicion en la fase |, es un proceso principalmente fisico; la actividad
fisiolégica puede comenzar después de minutos de que la célula se haya hidratado y antes
de que todos los tejidos estén embebidos por completo. Durante la fase Il el contenido de
agua en la semilla es casi constante y la actividad metabdlica se incrementa con la
transcripcion de nuevos genes. El final de esta fase marca el fin de la germinacién y es
cuando se da la protrusibn de la radicula a través de las estructuras circundantes.
Finalmente, en la fase lll, existe un consumo de agua adicional durante el establecimiento

de la nueva plantula y la utilizacién de las reservas almacenadas (Nonogaki et al., 2010).
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Figura 3. Curso del tiempo de toma de agua y algunos cambios importantes asociados a la germinacion
de semillas ortodoxas. El esquema representa los procesos celulares que se llevan a cabo durante la
germinacién en funcion del tiempo y de la entrada de agua a la semilla. Se muestran flechas en escala de
grises, siendo el gris claro un proceso menos representativo y negro mas representativo en las diferentes fases
(modificado de Black et al., 2006).

Durante las horas tempranas de la germinacion de las semillas, durante la fase |, la
semilla seca quiescente rapidamente reanuda la actividad respiratoria y las vias glucolitica,
de las pentosas fosfato y se activan las enzimas que participan en el ciclo de Krebs (Nicolas,
1979; Salon et al., 1988). Las mitocondrias en las células de los tejidos de la semilla seca
madura contienen suficientes enzimas del ciclo de Krebs para proveer cantidades
adecuadas de ATP para mantener el metabolismo activo por varias horas después de la
imbibiciéon (Ehrenshaft y Brambl, 1990; Attucci et al., 1991).

Todos los componentes necesarios para la sintesis de proteinas estan presentes en
la semilla seca, asi como los RNAm residuales asociados a los procesos de desarrollo

previos (Comai y Harada, 1990) y que pueden ser utilizados durante las etapas tempranas
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de la germinacién (Fig. 3), como por ejemplo, los que codifican proteinas ribosomales.
Durante el proceso germinativo se transcriben también nuevos RNAm que codifican
proteinas esenciales para el metabolismo celular y el mantenimiento del crecimiento y la

proliferacion (Bewley y Marcus, 1990).

Con la protrusién de la radicula, que permite su elongacion, finaliza la germinacién y
se marca el inicio del crecimiento de la nueva planta. En las células de la radicula durante la
imbibicion, se presentan dos fases de sintesis de DNA (Fig. 3). La primera ocurre posterior a
la imbibicion e implica la reparacion del DNA dafado durante la maduracion de la semilla
seca y la rehidratacion de la misma, asi como la sintesis de DNA mitocondrial. La segunda
fase esta asociada a la sintesis durante la division celular en células germinativas
(Zlatanova, 1987), por lo que la imbibicion no ocasiona una entrada inmediata al ciclo
celular, sino que existe un retraso de varias horas antes de que la fase S se vuelva evidente
(Osborne, 1983).

Desde décadas atras, estudios en germinacion de ejes embrionarios de maiz
indicaron que durante la maduracion de las semillas, la mayoria de las células del eje
embrionario se encuentran en la fase G4 del ciclo celular (Deltour y Jagmard, 1974; Conger y
Carabia, 1976; Deltour, 1985) y durante las primeras horas de germinacion, las células se
sincronizan parcialmente y entran a la fase S entre las 12 y 15 h post-imbibiciéon (Baiza et
al., 1989), por lo que la germinaciéon de las semillas proporciona un modelo fisiolégico para
el estudio del ciclo celular. Durante las horas tempranas de la germinacion de las semillas, el
patron de expresidn de las proteinas existentes puede no exhibir cambios cualitativos
importantes, pero a tiempos de germinacion mas avanzados puede presentarse. Es muy
probable que las proteinas reguladoras sean producidas a niveles por debajo de los niveles
de deteccién electroforética (Sanchez de Jiménez et al., 1981); sin embargo, las células de
ejes embrionarios secos poseen niveles visibles de todas las proteinas analizadas que son
consideradas propias del ciclo celular como son las ciclinas, las cinasas dependientes de
ciclina (Cdks), PCNA, las DNA polimerasas y las DNA ligasas, entre otras (Garcia et al.,
2002 y 2006; Gutierrez et al., 2005; Sanchez et al., 2005). Aunque algunas de ellas no

sufren modificaciones en sus niveles a lo largo de la germinacion, como por ejemplo las
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DNA polimerasas y las Cdks, si se observan cambios en su actividad (Vazquez-Ramos,
2003).

Distintos acercamientos experimentales han indicado que, mientras que la division
celular no es necesaria para que la germinacion ocurra, el establecimiento del ciclo celular
es un evento esencial para el crecimiento posterior; por consiguiente, su estudio durante la

germinacion es fundamental (Vazquez-Ramos, 2003).

1.3. El ciclo celular

Casi dos mil millones de afos de evolucion han generado una vasta variedad de
organismos eucariotes con aproximadamente 8.7 millones de especies existentes (Mora,
2011). El crecimiento y la reproduccién de todos estos organismos depende de la fiel
duplicacién y distribucion de sus cromosomas en las células hijas recién formadas, en un

proceso conocido como el ciclo celular.

El ciclo celular es uno de los procesos biolégicos conservados mas estudiados,
particularmente dada la importancia para el crecimiento y desarrollo de los organismos. Es
una progresion ordenada de eventos moleculares que culminan en la duplicaciéon de los
cromosomas y en la segregacion de éstos en dos células hijas durante la mitosis, y es
regulado por cascadas de fosforilacion y desfosforilacién de proteinas (Magyar et al., 2013).
El ciclo celular consiste de cuatro fases (Fig. 4). Las fases de sintesis (S) y mitosis (M) son
las fases activas y cada una es precedida por interfases o fases de preparacion (conocidas
como G4 y Gy). Durante la primera fase (G4) la célula resultante de una division anterior
crece e ingresa a un nuevo ciclo de divisidn celular preparandose para la duplicacion del
material hereditario durante la fase S. Durante la siguiente fase (G;) la célula verifica la
integridad del genoma duplicado, se prepara para la segregacion de los cromosomas y solo
entonces se lleva a cabo la division celular. Los cromosomas idénticos previamente
duplicados son segregados durante la fase M en las dos células hijas divididas por
citocinesis. Posterior a la division, las células regresan a la fase G; completando asi el ciclo

celular (Vazquez-Ramos, 2003).
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Figura 4. Representacion esquematica de los eventos mas importantes en el ciclo celular eucariético.
En la fase G4, la célula percibe e integra las sefales ambientales e internas las cuales inducen una serie de
cambios transcripcionales para iniciar la fase S o de sintesis donde el material genético se duplica. Durante la
fase G, la célula verifica la integridad del genoma recién duplicado para que finalmente durante la fase M el

material genético se segregue en dos células hijas (Modificado de Lodish et al., 2006).

Las fases deben llevarse a cabo de manera ordenada y cada una debe completarse
antes de que la siguiente fase comience. Para esto, es esencial que las distintas fases del
ciclo celular estén coordinadas con precision (Vazquez-Ramos, 2003). Ademas de las
variantes en cuanto a como se regulan las distintas fases del ciclo celular entre distintas
especies, existe también una variedad de programas de ciclo celular dentro de una misma
especie, los cuales son asociados a etapas especificas del desarrollo o condiciones
fisiolégicas especificas. Por ejemplo, los ciclos durante la embriogénesis, son regularmente
rapidos y con una o ambas interfases omitidas. Por otro lado, en tejidos maduros
diferenciados, las células entran a un ciclo de endoreduplicacién (endociclo) donde la fase S
no es seguida por la fase M (mitosis) sino por una fase S adicional de replicaciéon del DNA,

generando células poliploides o multinucleadas (Jakoby y Schnittger, 2004).
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1.3.1. El ciclo celular en plantas

Desde hace algunas décadas se ha progresado de manera importante en el
entendimiento de los mecanismos moleculares que gobiernan la proliferacién celular,
revelando que los mecanismos fundamentales del ciclo de division celular estan
conservados en todos los eucariotes (Harashima et al.; 2013). A su vez, el estudio de los
procesos de desarrollo y la disponibilidad de secuencias de genomas completos han
permitido entender que los mecanismos de formacién de patrones han evolucionado de
manera independiente en plantas y animales (Meyerowitz, 2002), por lo que se esperaria
que el control del ciclo celular difiera entre plantas y otros grupos, no sélo en sus detalles,
sino también en los mecanismos por los cuales la influencia de aspectos ambientales y del

desarrollo interactuan con el control del ciclo celular.

En contraste con los animales, el desarrollo de las plantas es principalmente post-
embrionario. Los 6rganos nuevos como las raices, los tallos, las hojas y las flores se
originan por divisiones iteradas a lo largo de la vida de la planta seguidas por el crecimiento
de las células y su diferenciacion. Tales divisiones celulares ocurren en zonas
especializadas conocidas como meristemos y, mientras que las hojas y las flores se forman
en los meristemos de brotes apicales y florales, respectivamente, los meristemos de raiz
continuamente afaden nuevas células a la raiz en crecimiento. Las células del meristemo
son pluripotentes, de manera que su progenie puede ser encomendada a diversos fines
durante el desarrollo. En principio, el meristemo apical del tallo produce hojas, pero bajo las
condiciones ambientales y de desarrollo correctas, se puede convertir en un meristemo floral

que producira flores (Inzé, 2006).

En contraste con los animales, las células de las plantas no migran debido a la rigidez
de la pared celular que las rodea, por lo que su morfologia se establece sdélo con la
velocidad y orientacion de la division celular y la direccion de la elongacion de sus células.
La pared celular previene la citocinesis por constricciéon (como en el caso de los animales),
por lo que las plantas han desarrollado ademas, un mecanismo elaborado para generar dos

células hijas que involucra dos arreglos en el citoesqueleto unicos, definidos como
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fragmoplasto y la banda de pre-profase (PPB, por sus siglas en inglés) (Smith, 2002). Las
células de plantas, a diferencia de las de animales, no desarrollan tumores, excepto en

situaciones de respuesta a ciertos patégenos (Doonan y Hunt, 1996).

El estudio del ciclo celular en plantas se ha incrementado exponencialmente durante
los ultimos afos y se ha demostrado que los principios basicos del ciclo celular estan
conservados (Harashima et al.; 2013). A pesar del hecho de haber diferencias claras entre
plantas y animales en la forma en la cual las células estan estructuradas y organizadas, el
crecimiento, desarrollo y diferenciacion celular asi como aspectos que pudieron haber
producido diferencias importantes en la regulacion del ciclo, los ciclos celulares de ambos
son muy similares asi como las proteinas y procesos involucrados en él (Vazquez-Ramos,
2003).

Desde que la secuencia entera del genoma de Arabidopsis thaliana se encuentra
disponible, se sabe que la cantidad de genes que participan en el ciclo celular es mucho
mayor lo que hace este proceso aun mas complejo en plantas que en mamiferos. El nUmero
de genes de las proteinas reguladoras participantes en el ciclo celular como CDKs, ciclinas,
inhibidores de CDKs (KRPs), excede a los encontrados en humanos (Vandepoele et al.,
2002) lo que podria estar relacionado con el modo de vida sésil de las plantas. Las plantas
no pueden escapar de las condiciones adversas a las cuales estan sujetas y, por lo tanto, se
adaptan al ajustar sus programas de desarrollo en respuesta a los cambios en las
condiciones ambientales que se presenten y por ello, se piensa que el tener un mayor
numero de genes de ciclo celular permite un ajuste preciso en su desarrollo y ademas,
colonizar diferentes habitats (Sterck et al.; 2007). Algunas ciclinas han demostrado ser
afectadas diferencialmente por reguladores del crecimiento vegetal como las citoquininas,
brasinosteroides y azucares como la sacarosa (De Veylder et al., 1999; Riou-Khamichi et al.,
2000). Una explicacién alternativa del numero reducido de genes de ciclo celular en
mamiferos comparado con el de plantas es la frecuente ocurrencia del empalme alternativo
de intrones en los genes de mamiferos, un proceso que ha sido raramente reportado en

plantas (Pan et al., 2008; Dominguez et al., 2016).

1.3.2. Regulacion del ciclo celular en plantas
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Los genes reguladores del ciclo celular que se expresan en una fase, codifican
diversas proteinas con funciones en fases subsecuentes del ciclo celular y son reguladas
por cascadas de fosforilacion y desfosforilacidon de proteinas. Existen tres restricciones
importantes durante el ciclo y ocurren durante las transiciones G4-S, G,-M y durante la

metafase de la fase M.

En la transicion G+-S (Fig. 5), la presencia de factores de crecimiento como sacarosa,
auxinas, citocininas y brasinosteroides, promueve la asociacion de las ciclinas D (CYCD)
con cinasas dependientes de ciclina tipo A (CDKA) formando el complejo CDKA/CYCD
activado mediante fosforilacion en la T160 de CDKA por otro complejo ciclina/cdk
(CDKD/CYCH). En respuesta a estimulos antimitogénicos como acido abscisico (ABA, por
sus siglas en inglés) o bajas temperaturas, las proteinas KRPs (Kip Related Proteins)
pueden inhibir al complejo CDKA/CYCD activado. El complejo activado CDKA/CYCD puede
activar la transicion G1-S mediante dos vias, promoviendo la destruccién del complejo
represor de la transcripcion E2Fc/DP/RBR mediante la degradacién de E2Fc por la via del
proteasoma y, por otro lado, a través de la fosforilacion de RBR (Retinoblastoma Related)
provocando la pérdida de afinidad por el factor transcripcional E2F, lo cual libera a E2F y
permite que se una a las secuencias reguladoras de sus genes blanco y permita el avance

hacia la fase S (Inzé, 2006), donde ocurre la replicacion del DNA (Fig. 5).

Durante la fase G (Fig. 6) se verifica la integridad del genoma recién duplicado y las
ciclinas de los tipos A, B y probablemente D (CYCA, CYCB y CYCD) se asocian con CDKs
tipo A y B (CDKA y CDKB). Algunas CDKsB se encuentran bajo el control transcripcional de
la via E2F enlazando asi las transiciones G¢-S y G,-M. Durante esta ultima, la actividad de
las cinasas dependientes de ciclinas CDKs puede ser regulada negativamente por otra
familia de cinasas llamada WEE, que son activadas por condiciones como la pérdida de
integridad del DNA, evitando asi la entrada a la mitosis hasta que las condiciones sean las
adecuadas. En animales, una fosfatasa tipo CDC25 remueve los grupos fosfato inhibidores
presentes en las CDKs; sin embargo, no se ha identificado aun en plantas una fosfatasa que
tenga esta funciéon (Inzé y De Veylder, 2006). Una vez que los complejos CDK/CYC estan

activos, la célula entra finalmente a la fase M para segregar el material genético en dos
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células hijas y dividirse. La salida de la mitosis requiere de la destruccion proteolitica de las
ciclinas iniciada por el complejo promotor de anafase (APC) mediante su asociacion con la
proteina CCS52 (Inzé, 2006).
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Figura 5. La transicion G;-S. Representacion esquematica de la regulacién del ciclo celular durante la
transicion G4-S en plantas (Inzé, 2006). En presencia de factores de crecimiento, las CYCsD formaran
complejos activos con las CDKs tipo A. Estos complejos fosforilaran a RBR y ésta liberara al dimero de
factores transcripcionales E2F/DP activando asi la transcripcion de genes de fase S y el avance del ciclo

celular.

1.4. La proteina de retinoblastoma

Una de las caracteristicas de las células cancerigenas es su habilidad de proliferar a
pesar de los mecanismos de regulacion del crecimiento existentes. El crecimiento de las
células esta regulado por una red celular compleja, modulada por oncogenes y proteinas
supresoras de tumores. Un regulador clave de esta red, afectando el arresto del ciclo celular,
es la proteina supresora de tumores de retinoblastoma humana (Rb). Hace mas de 50 afos,

se observo que un tipo de cancer (mas tarde llamado retinoblastoma) que afectaba a nifios
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principalmente, ocurria de manera repentina en algunos de ellos y era heredado en otros
(Falls, 1951; Falls y Neel, 1951). En 1971, Alfred Knudson propuso que la formacién del
tumor requeria dos eventos genéticos que inactivaban a ambos alelos de un gen susceptible
de Rb (Knudson, 1971). El estudio intensivo para delucidar los mecanismos moleculares que
causaban el desarrollo de este tumor llevo a la identificacion y clonacion del gen Rb (Friend
et al., 1986) que representaba a un participante clave en la regulacion del ciclo celular y el

ejemplo modelo de los genes supresores de tumores.
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La proteina supresora de tumores de retinoblastoma (Rb) y sus proteinas
relacionadas, p107 y p130, son reguladores negativos de la proliferacién celular que figuran
prominentemente en la mayoria de los modelos de control del ciclo celular. En mamiferos,
Rb es parte de una familia de proteinas que incluye a p107 y p130 cuyas funciones son
parcialmente redundantes con las de Rb (Classon y Dayson, 2001; Claudio et al., 2002).
Estas proteinas reguladoras son también conocidas como “proteinas pocket” debido a la
estructura de sus dominios A y B en el extremo carboxilo terminal (Livingston et al., 1993).
Ademas de su participacion en la regulacion de la transicion G4-S del ciclo celular, Rb
participa en distintos procesos celulares como la proliferaciéon celular, la diferenciacion y la
apoptosis (Lipinksi y Jacks, 1999; Classon y Harlow, 2002; Hickman et al., 2002). En
humanos, se ha encontrado que Rb esta inactivo en casi todos los tumores, sugiriendo que
la inactivacion de Rb es un requisito en el desarrollo del cancer (Sherr, 2000). Se han
encontrado homologos de la proteina de retinoblastoma humana en especies como:
Xenopus laevis (Destree et al., 1992), Allus gallus (pollo) (Boehmelt et al., 1994), Mus
musculus (ratén) (Huppi et al., 1996), Drosophila melanogaster (mosca) (Du et al., 1996),
Caenorhabditis elegans (nematodo) (Lu y Horvitz, 1998) y en plantas como: maiz (Grafi et
al., 1996), tabaco (Nagakami et al., 1999) y Arabidopsis thaliana (Kong et al., 2000).

1.4.1. Estructura de la proteina de retinoblastoma en mamiferos

Diversos estudios han revelado que las funciones de Rb en distintas vias celulares
como el ciclo celular y la apoptosis se llevan a cabo mediante la estimulacion o inhibicion de
la actividad de sus proteinas interactoras. Por lo tanto, un punto de inicio importante para
entender la funcion de Rb es su estructura, la cual funciona como andamiaje para poder

llevar a cabo estas multiples interacciones con proteinas (Dick y Rubin, 2013).

La proteina Rb de humanos es una fosfoproteina de 110 kDa que comprende de 928
aminoacidos y posee tres dominios distintivos: la region amino terminal, los dominios Ay B
(dominio pocket) separados por una region espaciadora (linker) y el dominio carboxilo
terminal (Fig. 7a). Esta estructura general esta conservada dentro de los miembros de la

familia de proteinas pocket. EI dominio amino terminal posee dos plegamientos tipo ciclina
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(de cinco alfa hélices cada uno) (Hassler et al., 2007; Kim y Cho, 1997), posee sitios de
fosforilacion consenso por Cdks y se sabe que se une al carboxilo terminal de la proteina
Mcm7 in vitro e in vivo (Sterner et al., 1998). El dominio pocket esta constituido por los
subdominios A y B separados por una secuencia espaciadora no conservada; ademas,
poseen plegamientos tipo ciclina de cinco alfa hélices en cada subdominio y cinco alfa
hélices adicionales en el subdominio A, tres alfa hélices y una estructura tallo-bucle en el B
(Lee et al., 1998; Kim et al.,, 2001) que interactian entre ellos mediante uniones no
covalentes de tal manera que el dominio pocket se pliega en una sola unidad estructural
(Fig. 7b).

A) IN ;’ ; l A i ; B PPPPPPP

1 379 572 646 772 928

) N terminal , MCM7

' ' terminal

Glemingl EsFq, Dp
LXCXE E1A, DNMT1, E7

: Small pocket : CyclinD, HDAC
: Large pocket : EOF1-4

Figura 7. Estructura general de la proteina de retinoblastoma. a) Diagrama esquematico de la estructura
de los dominios de Rb. Se muestra el dominio amino terminal (N, amarillo), el dominio pocket (A y B, naranja y
naranja oscuro respectivamente), segmento interdominio (gris) y el dominio carboxilo terminal (C, rojo). Se
muestran los sitios de fosforilacion por Cdks (P) y algunas de sus interacciones con otras proteinas (modificado
de Gutzat et al., 2012). b) Estructura cristalografica del complejo Rb-E2F-DP donde: RBN (amino terminal en
amarillo), E2F™® (domino de transactivacion de E2F, en rosa), RBC (carboxilo terminal en café), E2F-DP

(regiones de esas proteinas que interaccionan con Rb en rosa) (modificado de Dick y Rubin, 2013).
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El dominio pocket es critico para la funcién de la proteina y es el mas conservado dentro de
la familia de proteinas pocket (Rb, p107 y p130); ademas, se ha identificado como la region
minima necesaria para unirse a proteinas que contienen el motivo LXCxE (Leu-X-Cys-X-Glu)
(Chen et al.,1995), como las proteinas oncovirales: adenovirus E1A, SV40 TAg y el virus de
papiloma humano E7 (Dyson, 1998); y las ciclinas tipo D (Dowdy et al., 1993). EI dominio B
contiene los aminoacidos que interactuan con la secuencia LxCxE y el dominio A es
requerido para que el dominio B adquiera su conformacion activa explicando asi la
necesidad de ambos dominios para formar un represor activo (Kim et al., 2001) y unirse a
proteinas como el factor transcripcional E2F (Hiebert et al., 1991) y HDAC1 (Brehm et al.
1998, Luo et al., 1998) entre otras. El dominio carboxilo terminal de Rb es intrinsecamente
desordenado (Rubin et al., 2005), asi como algunas asas de su extremo amino terminal y los
segmentos interdominios. Estas secuencias contienen sitios de fosforilacion por CDKs que
juegan un papel critico en la inactivacion de Rb (Burke et al., 2010 y 2012). La estructura
cristalografica de la regién carboxilo terminal revelé que ésta, en complejo con E2F1 y su
socio de dimerizacién DP1, forman un complejo ternario en el cual tanto E2F1 como DP1
estan en contacto con la regidén carboxilo terminal de Rb y que E2F1 puede unirse a esta
region solo si la dimerizaciéon con DP1 se ha llevado a cabo (Rubin et al., 2005), sugiriendo
que DP1 estabiliza el complejo RB-E2F1 (Fig. 7b).

1.4.2. Rb como regulador del ciclo celular en mamiferos

Rb y sus proteinas relacionadas, p107 y p130, regulan a la familia de factores
transcripcionales E2F (Lee et al., 1987; Ewen et al., 1991; Mayol et al., 1993; Umen y
Goodenough, 2001). Estos factores de transcripcion fueron identificados originalmente en
estudios con adenovirus humano que revelaron que uno de los promotores tempranos del
virus es activado por una proteina celular, E2F (Helin et al., 1992). Mas tarde, su socio de
dimerizacion, DP, fue identificado (Helin et al., 1993). Como ha sido demostrado por
diferentes investigadores, las proteinas pocket juegan un papel en la inhibicion directa de
E2F, en el reclutamiento tanto de histonas desacetilasas (HDACs) como de otros factores
remodeladores de la cromatina, como son: miembros del complejo remodelador de
nucleosomas SWI/SNF dependiente de ATP, DNMT (DNA metiltransferasa) y una

metiltransferasa de la histona H3 (Suv39H1), para regular el ciclo celular mediante la
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represion transcripcional (Brehm et al., 1998; Luo et al., 1998; Magnaghi-Jaulin et al., 1998;
Ross et al., 1999; Cam y Dynlacht, 2003).

En células quiescentes de mamiferos, Rb interactia con los factores transcripcionales
E2F/DP para formar complejos que inhiben la transcripcion de genes blanco de E2F. En
respuesta a estimulos, las cinasas dependientes de ciclina Cdk4 y Cdk6 en complejo con las
ciclinas D (Cyc D) fosforilan a Rb en multiples sitios durante la fase G,temprana (Kitakawa et
al., 1995), seguido por Cdk2 y ciclinas E en G, tardia (Sherr, 1996), ocasionando que Rb
pierda afinidad por el complejo E2F/DP permitiendo la transcripcion de genes blanco de
dicho complejo que regulan la entrada a la fase S (Weinberg, 1995) y el avance del ciclo

celular.

Los sitios de union al DNA de la proteina E2F contienen a la secuencia consenso
TTT(C/G)(C/G)CGC y estan presentes en los promotores de genes cuyas funciones son
requeridas para la proliferacion celular, o bien, promueven la progresién ordenada del ciclo
celular. En mamiferos, la familia E2F se divide en subgrupos de acuerdo a su funcién (Fig.
8A). E2Fs 1-2, los E2F “activadores”, son requeridos para la transactivacion de genes blanco
involucrados en la transicion G¢-S y por lo tanto, en la progresion del ciclo celular (Kosugi y
Ohashi, 2002). El locus E2F3 codifica dos proteinas, E2F3a y E2F3b que difieren en su
patron de expresion; E2F3a es un activador transcripcional que se expresa durante la fase
S, mientras que E2F3b es expresado de manera constante durante el ciclo celular. Por otro
lado, E2F1, 2 y 3 poseen propiedades de transactivacion y de unioén al DNA similares entre
ellas. E2F1, 2 y 3 son regulados especificamente por Rb, mediante su represion. La
fosforilacion de Rb provoca la liberacion de estos E2Fs en G, tardia y correlaciona con la
activacion de los genes blanco de E2F. En contraste, E2F 4 y 5 poseen actividad represora,
se encuentran en el nucleo durante las fases Gy/G1 donde se unen a p107 y p130 (y durante
G temprana también a Rb) (Mller et al., 1997; Li et al., 1997; Trimarchi y Lees, 2002). La
sobreproduccion de estas proteinas en fibroblastos privados de suero no induce la entrada a
fase S (Lukas et al., 1996), sino que inducen la salida de ciclo celular y la diferenciaciéon
(Lindeman et al., 1998). E2F6, 7 y 8 también son considerados represores transcripcionales
(Morkel et al., 1997) y no se unen a ninguna de las proteinas pocket, dado que en su

estructura no poseen dominios de union a ellas (Fig. 8B).
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Figura 8. Esquema general de la estructura de las proteinas de la familia de factores transcripcionales
E2F y sus asociaciones con las proteinas pocket en mamiferos. A) E2F1-6 contienen un dominio de unién
al DNA (DBD) y un dominio de dimerizacion con DP que incluye dos motivos conservados, una secuencia
repetida de leucinas (LZ) y el marked box (MB). E2F7 y E2F8 poseen dos DBD distintos (de Bruin et al., 2003)
mientras que E2F1-5 tienen un dominio conservado en el extremo carboxilo involucrado en la asociacién con
miembros de la familia pRB (Modificado de Frolov y Dyson, 2004). B) Complejos formados entre los miembros

de la familia E2F y las proteinas pocket en mamiferos (Modificado de Van den Heuvel y Dyson, 2008).

Estudios previos mostraron que p107 y p130 también tienen la habilidad de detener el
crecimiento celular y asociarse con las proteinas virales E1A y el SV40 TAg de manera
similar a Rb (Yee y Branton, 1985; Harlow et al., 1986; Dyson et al., 1989; Classon et al.,
2001; Cobrink, 2005). Adicionalmente, p107 y p130 son sustratos de Cdk/Cyc y, cuando son
fosforilados, liberan a las proteinas E2F y permiten la progresién del ciclo celular (Ashizawa
et al., 2001; Calbo et al., 2002; Farkas et al.,, 2002). En contraste, existen diferencias
funcionales entre los miembros de las proteinas pocket; mientras que la pérdida de Rb es
letal en embriones de ratén, la pérdida de p107 o p130 resulta en un fenotipo viable (Jacks
et al.,1992; Cobrinik et al., 1996; Lee et al., 1996). Ademas, las mutaciones en p107 y p130
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no se han asociado al desarrollo de cancer ya que, la pérdida de cualquiera de ellas, no
provoca la formacién de tumores en ratones (Robanus-Manndag et al., 1998; Dannenberg et
al., 2004; Classon et al., 2001 y 2002; Burkhart et al., 2008).

Ademas de regular el ciclo celular, Rb tiene multiples funciones celulares y forma
complejos con otras proteinas involucradas en diferentes vias (Zheng y Lee, 2001) como la
proliferacion celular, la diferenciacién, apoptosis y en el mantenimiento de la estabilidad del
genoma (Gordon y Du, 2011). La acumulacién de Rb es critica para la diferenciacién celular
y el desarrollo embrionario (Lipinski y Jacks, 1999) ademas esta implicada en la regulacion
de la maquinaria de replicacion y en los puntos de control del ciclo celular en respuesta al
dafio a DNA (Zheng y Lee, 2002).

1.4.3. La proteina de retinoblastoma en plantas

Evidencia de la existencia de la via de Rb en plantas se demostro al aislarse un EST
(expressed sequence tag) putativo homoélogo de Rb en maiz (Shen, 1994) y al identificarse
el motivo LXCXE en miembros de la familia de ciclinas D de Arabidopsis thaliana y Medicago
sativa (alfalfa), asi como en RepA, una proteina del geminivirus WDV (wheat dwarf
geminivirus) (Dahl et al., 1995; Soni et al., 1995; Xie et al., 1995). El motivo LXCXE en RepA
es necesario para que RepA pueda unirse a p130 de humanos y el virus pueda replicarse en
células de plantas (Xie et al., 1995). Los primeros cDNAs de los homdlogos de Rb en
plantas llamados RETINOBLASTOMA-RELATED (RBR) fueron identificados y clonados por
primera vez de maiz (Grafi et al., 1996; Xie et al., 1996; Ach et al., 1997) y mas tarde en
tabaco (Nakagami et al., 1999) y en Arabidopsis (Kong et al., 2000), concomitante con la
identificacion de genes en Drosophila melanogaster y en el nematodo Caenorhabditis
elegans (Du et al., 1996), por lo que es claro que los genes de Rb se encuentran en
diferentes phyla y reinos, incluyendo a las algas unicelulares (Durfee et al., 2000). El nivel
mas alto de identidad entre las proteinas de retinoblastoma en plantas y animales (alrededor
del 40% en similitud de secuencia) se encuentra en los dominios A y B (de Jager, 1999) (Fig.
9). El descubrimiento de homdlogos de las proteinas Rb en otras especies confirma que la
via en la que RB participa podria tener una funcion importante en el desarrollo de todos los

eucariotes y no sélo en animales. Las ciclinas D (CYCD) también se unen a RBR mediante
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el motivo LXCxXE necesario para su interaccion (Meijer, 2000). Finalmente, la familia de
factores transcripcionales E2F/DP, que interactia con Rb en animales, esta también
conservada en plantas (De Veylder et al., 2002), por lo que los mecanismos clave que
gobiernan el control del ciclo celular, la proliferacion y la diferenciacion también se

encuentran conservados (Nakagami et al., 2002).

® [ I
Rb ) B Tﬂ
928

ZmRBR1

866
NtRBR1

9 ®

AtRBR1

1013

Figura 9. Esquema de las caracteristicas estructurales de Rb y algunos de sus homélogos en plantas.
Se muestra la comparacién estructural de la proteina de retinoblastoma de humanos (Rb), Zea mays
(ZmRBR1), Nicotiana tabacum (NtRBR1) y Arabidopsis thaliana (AtRBR1). Se muestran en cajas las regiones
conservadas, el extremo amino (N) y los subdominios A y B (del dominio pocket). Los circulos negros
representan los sitios potenciales de fosforilacion por CDKs y un residuo de cisteina conservado en el dominio

B (C). Los numeros indican los aminoacidos presentes en las proteinas (modificado de Durfee et al., 2000).

1.4.3.1. RBR y la familia de factores transcripcionales E2F en Arabidopsis

Posterior a la identificacion inicial en Arabidopsis de los genes de E2F (Ramirez-Parra
y Gutierrez, 2000; de Jager et al., 2001) y DP (Magyar et al., 2000), se logré identificarlos en
otras especies como tabaco (Chabouté et al., 2000), arroz (Kosugi y Ohashi, 2002b) y maiz
(Sabelli et al., 2005). Estos estudios revelaron que las plantas contienen un grupo complejo
de miembros de la familia E2F-DP, siendo los encontrados en A. thaliana (seis E2F y dos
DP) los mas estudiados. Tres de los factores transcripcionales E2F en Arabidopsis,
nombrados AtE2Fa, b y ¢, comparten la misma organizacidén en sus dominios incluyendo los

dominios de unidn al DNA, de dimerizacién con DP, de interaccion con la proteina RBR y de
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regulacion transcripcional (Fig. 10). Estos E2Fs estan estructuralmente relacionados con la
familia E2F1-5 de humanos. E2Fa y E2Fb poseen propiedades de activadores
transcripcionales, mientras que E2Fc posee una naturaleza represora. Todos poseen
dominios de unién a RBR1. Las otras tres proteinas E2F identificadas en Arabidopsis,
E2Fd/DEL2, E2Fe/DEL1 y E2Ff/DEL3 (de Jager et al., 2001) se consideran como E2Fs
atipicos ya que contienen el dominio de unién al DNA duplicado y funcionan de manera
independiente de la proteina DP, ademas de que no poseen dominios de unién a RBR1.
Estas propiedades estan conservadas en E2F7 (Bracken et al., 2004) y E2F8 (Christensen
et al., 2005), las cuales fueron identificadas basadas en la informacion obtenida
anteriormente de los genes EZ2F atipicos en Arabidopsis. Arabidopsis posee dos proteinas
DP (DPa y DPb) que también estan relacionadas estructuralmente a la proteina DP1 de
humanos, compartiendo los dominios de unién al DNA y de dimerizacion (Fig. 10). Las
proteinas E2F se unen al DNA como heterodimero con las proteinas DP, mientras que las
proteinas DEL se unen como monomeros. Las secuencias de DNA reconocidas de manera
especifica por el dimero E2F-DP y por los mondmeros DEL son similares y concuerdan con
los sitios de uniéon al DNA en animales, con la secuencia consenso TTT(C/G)(C/G)CGC.
Debido a que las proteinas DEL carecen de dominio de transactivacion y por lo tanto no son
activadores transcripcionales, podrian funcionar como dominantes negativos ya que su
produccion inhibe la transcripcion mediada por E2F-DP probablemente debido a su

ocupacion de los sitios de unién a E2F (Kosugi y Ohashi, 2002a).

Los complejos E2F-DP en plantas se unen, in vitro, a una secuencia especifica de
DNA, el sitio consenso de union a E2F, con mayor afinidad que E2F por si solo (Ramirez-
Parra y Gutierrez, 2000). Ademas, la co-produccion de E2F y DP en plantas incrementa la
expresion de un gen reportero conteniendo en su promotor un sitio de uniéon a E2F (Kosugui
y Ohashi, 2002c).
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Figura 10. Organizacion estructural y propiedades de uniéon al DNA de la familia de factores
transcripcionales E2F en Arabidopsis. a) Dominios presentes en la familia de factores transcripcionales E2F,
b) Las proteinas E2F se unen al DNA como heterodimeros E2F-DP mientras que las proteinas DEL se unen
como monodémeros y ya que carecen del dominio de transactivacion, son incapaces de activar la transcripcion
(Modificado de Shen, 2002).

La proteina relacionada a retinoblastoma 1 (RBR1) y sus blancos, los factores
transcripcionales E2F, juegan un papel importante en los procesos de proliferacion y
diferenciacion (Wildwater et al., 2005; Wyrzykowska et al., 2006). EI genoma de Arabidopsis
codifica para una proteina homoéloga a Rb, AtRBR1, no posee homodlogos para p107 ni p130
(Vandepoele et al., 2002) (Fig. 9) y tienen tres genes, E2Fa, E2Fb y E2Fc, cuyas proteinas
interactuan con RBR1. AtRBR1 es esencial en el desarrollo general de las plantas, en la
formacion de gametos y es requerida para el arresto de la mitosis en el saco embrionario
(Ebel et al., 2004; Gutzat et al., 2012). La actividad transcripcional de E2F es regulada
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mediante su unién a RBR1 en condiciones normales; en fenotipos sobreexpresantes de
E2Fa, la expresion de sus genes blanco incrementa y no es posible la inactivacidon mediada
por RBR1 enddgena (De Veylder et al., 2002). Se ha demostrado la interaccién de AtE2Fb
(un E2F activador) y AtE2Fc (represor) con RBR1 por ensayos de doble hibrido y pull down
con proteinas recombinantes e in vivo. Mientras que AtE2Fb es un activador y es reprimido
por RBR, AtE2Fc forma complejos represores en cooperacion con RBR1 (de Jager et al.,
2001; del Pozo et al., 2002; Magyar et al., 2012). Las mutantes de RBR1 son letales en
gametofitos de Arabidopsis (Ebel et al., 2004) y la sobreexpresion inducible de AtRBR1
perjudica el mantenimiento de células madre en meristemos de raiz y su reduccion expande
el pool de células madre sugiriendo que los niveles de RBR1 regulan la diferenciaciéon de las
células hijas (Wildwater et al., 2005). Ademas, la sobreexpresion transitoria de AtRBR1
resulté en la induccién de la diferenciacion en las células del meristemo apical del brote en
tabaco, lo cual pone en evidencia el papel de RBR como regulador del balance entre la

proliferacion y la diferenciacién celular (Wyrzykowska et al., 2006; Borghi et al., 2010).

Adicionalmente, RBR1 forma complejos con otras proteinas involucradas en diferentes vias.
En células hijas de la corteza y de la epidermis del meristemo de raiz, RBR1 inhibe la
transcripcion de genes blanco del heterodimero de factores transcripcionales SCARECROW
(SCR)/SHORTROOT (SHR) al interaccionar con SCR a través del motivo LxCxE. La ruptura
del complejo RBR-SCR/SHR promueve divisiones asimétricas tejido-especificas
probablemente debido a la fosforilacion de RBR1 mediada por el complejo CDKB1/CYCD6;1
(Cruz-Ramirez et al., 2012 y 2013). Por otro lado, RBR1 mantiene la integridad del genoma
de los meristemos al ser reclutado, junto con E2Fa y posiblemente AtBRCA1 (breast and
ovarian cancer type1 susceptibility protein), a sitios en el DNA dafados y mediante la
regulacion de genes DDR (DNA damage response) blancos de E2Fa incluyendo a AtBRCA1

involucrados también en la muerte celular (Horvath et al., 2017).

1.4.3.2. El papel de la proteina RBR en la transiciéon G,-S en plantas

La conservacioén de los dominios estructurales y los sitios de fosforilacién sugiere que
RBR de plantas posee propiedades bioquimicas similares a Rb de mamiferos. La funcién

canodnica de Rb como regulador negativo del ciclo celular durante la transicion G,-S esta
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conservada en plantas también (revisado de Gruissem, 2007). En mamiferos, la interaccion
entre las ciclinas D y Rb mediante el motivo LXCXE es esencial para la fosforilacion de la
proteina por los complejos CDK-CycD (Dowdy et al., 1993; Kato et al., 1993). Por ejemplo,
RBR de tabaco (NtRBR) (Fig. 9) es fosforilado por el complejo CDKA-CYCD3 in vitro
(Nakagami et al., 1999) y su fosforilacién ocurre so6lo durante G, a S temprana en células
BY-2 (Nakagami et al., 2002). Por otro lado, la interaccién entre las ciclinas D de Arabidopsis
y RBR1 de maiz requiere el motivo LXCxE (Huntley et al., 1998), similar a la interaccion
entre CycD y Rb de mamiferos. Asimismo, las ciclinas D estan conservadas en plantas
(Oakenfull et al., 2002), su expresion esta asociada con la proliferacion celular y responde a
sefales mitogénicas como sacarosa o citocininas (Riou-Khamlichi et al.,, 2000). En
Arabidopsis, hay 12 CDKs (CDKA y CDKB) implicadas en la regulacién del ciclo celular
(Gutierrez, 2009); sin embargo, la mutante nula de cdka; 1, que disminuye la produccion de
semillas (Nowack et al., 2006), sugiere que RBR1 es fosforilada principalmente por CDKA;1
y su fosforilacién permite que los genes blanco de RBR-E2F criticos para la entrada a fase S
se transcriban (Nowack et al., 2012). E2Fa y E2Fb interactian con RBR1 in vivo y la
eficiencia de esta interaccion se incrementa con la dimerizacién de E2Fs con DPa. El
incremento de la fosforilacion de RBR1 inducida por la sobreexpresion de CycD3;1 rompe la
interaccion entre RBR1 y E2Fb mas no la de RBR1 con E2Fa (Magyar et al., 2012). Una vez
identificados estos componentes en plantas, se pudo colocar a las CYCsD rio arriba de la
via RBR-E2F/DP en el control de la transicién G,-S. Durante G, en plantas, los genes de
fase S blancos de E2F no son transcritos por el efecto inhibitorio de la proteina RBR sobre el
complejo E2F/DP. Cuando las células entran a ciclo celular, las CYCD se acumulan y
forman complejos con CDKA que fosforilan a RBR liberando al complejo E2F/DP activando
entonces la transcripcion de genes necesarios para la fase S (Fig. 11) (de Veylder, 2009).
De esta manera, genes candnicos de inicio y avance de la replicacion podrian ser inhibidos

indirectamente por RBR a través de E2F/DP.
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1.4.3.3. Regulacion de la transcripcion de genes mediada por RBR a través del

complejo heterodimérico E2F-DP en plantas.

La regulacién positiva de genes caracteristicos de la fase S del ciclo celular que
contienen sitios de uniéon a E2F en sus regiones promotoras, esta relacionada con la
fosforilacion de RBR y la unién de E2F-DP y RBR. En tabaco, NtE2F interactua con NtRBR
(Sekine et al., 1999), NtE2F-NtDP junto con NtRBR se unen a sitios E2F in vitro. La
expresion transitoria de NtRBR1 inhibe la transcripcion desde el promotor de PCNA
(proliferating cell nuclear antigen que actua como factor de procesividad para la DNA
polimerasa & en células eucaribticas y es esencial para la replicacion) de tabaco, conferida
por la co-expresion de NtE2F y NtDP y su actividad represora es cancelada por CYCD mas
no por CYCA o CYCB (Uemukai et al., 2005). Mediante ensayos de inmunoprecipitacion de

la cromatina (ChlIP) en plantas de Arabidopsis que producen a la proteina de fusion
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AtRBR1:RFP se determiné que AtRBR1:RFP se une a las secuencias de los promotores de
genes importantes para la entrada a la fase S del ciclo celular (PCNA1, CDC6, MCM?2,
MCMS5, ORC1 y ORC3) (Nowack et al., 2012) y a reguladores del cambio de proliferacion
celular a la entrada a endociclo CCS52A1 y CCS52A2, los cuales son blancos de AtE2FA.
Por otro lado, la sobreexpresiéon de una mutante trunca de E2FA que carece del dominio de
union a RBR1 (E2FA”R®) interfiere con el reclutamiento de RBR1 a los promotores a través
de E2Fa y causa que la expresion de CCS52 se active y ocasionando la reduccion del
tamano de los meristemos de raiz y el crecimiento celular prematuro y la entrada a endociclo
en hojas. Con base en estos datos podemos concluir que E2FA y RBR1 forman un complejo
represor en células en proliferacion que inhibe la diferenciacion celular prematura y la
entrada a endociclo (Magyar et al., 2012). Ademas, en hojas de Arabidopsis RepA"" libera a
E2FA (deja de interaccionar con RBR1) y activa a PCNA1, CDC6, CDT1 y a miembros del
complejo de reconocimiento de origenes de replicacion blancos de E2F (Castellano et al.,
2001), mas no la mutante RepAF'®®¢ (Desvoyes et al., 2006). Finalmente, RBR1 se
encuentra enriquecido en el promotor de PCNA1 (Johnston et al., 2008) sugiriendo que las
proteinas virales en plantas, al unirse a RBR, liberan al complejo E2F-DP que es capaz de
activar a los genes que codifican para proteinas de replicacion que facilitan la replicacion del
DNA viral.

A pesar de que es claro el control del ciclo celular mediado por Rb o RBR en plantas y
que este involucra a los factores transcripcionales E2F; no es el unico factor que determina
la regulacion génica. La inactivacion de la transcripcion de genes blanco de E2F por RBR
podria ocurrir también mediante el reclutamiento de otras proteinas ya que la accesibilidad
de los factores de transcripcion y de la maquinaria de transcripcion a sitios especificos del
DNA dependen de la estructura de la cromatina que los rodea, por lo que factores como el
reposicionamiento de nucleosomas, composicion de las histonas, la metilacion del DNA y la
modificacion postraduccional de histonas son cruciales (Nelissen et al., 2007). En maiz, la
interacciéon in vivo entre RBR y HDAC es capaz de suprimir la transcripcion de un gen
reportero (Rossi et al., 2003). En Arabidopsis thaliana se ha visto que existe un circuito
regulador dependiente de RBR y del complejo represor de polycomb (PRC2) que establecen
la trimetilacion de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me3) durante el desarrollo de

gametofitos (Johnston et al, 2008). En tomate y en maiz, RBR interacciona con
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MULTICOPY SUPPRESSOR OF IRA 1 (MSI1) que reprime a la expresién de MET1, una
metilasa de DNA que actua de manera coordinada con la replicacion del DNA y que es
requerida para el mantenimiento de la heterocromatina. Finalmente, en Arabidopsis se ha
encontrado que tanto RBR y MSI1 se unen a la misma region del promotor de MET1 (Jullien
et al., 2008), por lo que RBR funciona también como proteina de anclaje aunque esas

interacciones no se abordaran en el presente trabajo.
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2. Antecedentes

La via RBR-E2F se encuentra conservada en plantas (de Veylder et al., 2007;
Gutierrez, 2005b; Durfee et al., 2005) y aunque Arabidopsis thaliana posee so6lo un gen que
codifica para RBR (AtRBR1), maiz posee cuatro: RBR1/RBR2 con un 89.7% de identidad de
secuencia y RBR3/RBR4 con una identidad de 90.8% entre si (RBR1/RBR3 46.2% y
RBR2/RBR4 44.4%). Estas cuatro proteinas comparten un 30% de identidad con Rb
humana en la regidon del dominio pocket (Sabelli y Larkins, 2005) (fig. 12).

A B
RB(Hs) mrormmmmrmr—or—1 [N [ oeemm— 928
RBR1(Zm) O oo T T T I (Ooemmr— 866
RBR3(Zm) oo T T s I cowmymr— 1010

Figura 12. Alineamiento esquematico de ZmRBR1 y ZmRBR3 con Rb de humanos (HsRb). El
alineamiento muestra los dominios pocket (A y B) conservados. Las regiones conservadas se muestran
sombreadas (Sabelli y Larkins, 2005).

RBR1 es ortdlogo de Rb de humanos y aunque RBR3 muestra las propiedades
tipicas de interaccion de las proteinas pocket, es distinto de RBR1/2 en términos de
expresion ya que RBR1 se expresa de manera constitutiva durante el desarrollo del
endospermo mientras que la expresion de RBR3 esta asociada a actividad mitotica.
Ademas, se han visto diferencias en la estructura, RBR3 posee una secuencia de
aminoacidos mas larga (111kDa vs 96 kDa) en virtud de su dominio amino terminal. El
subdominio A esta identificado como la unica region que comparte similitud con p107 y p130
de mamiferos, los cuales estan involucrados en la supresion del crecimiento y la interaccion
con los complejos CDK-CYCA o CYCE (Castano et al., 1998; Sabelli y Larkins, 2005). En
callos transgénicos embriogénicos de maiz transformados con RepA, RBR1 reprime la
expresion de RBR3, el cual posee dos motivos de unidon a E2F en su promotor, por lo que
RBR3 es blanco de la via RBR1/E2F (Sabelli y Larkins, 2005). La presencia de RBR1 en
hojas de maiz en desarrollo, se distingue por un gradiente a lo largo de la hoja con los
niveles mas altos en la punta de la hoja asociado con la diferenciacion celular y niveles

menores en las zonas de proliferacion en la base de la hoja (Huntley et al., 1998). RBR1

40



regula la proliferacion celular, la endoreduplicacién y la muerte celular en maiz durante el

desarrollo del endospermo (Sabelli et al., 2013).
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Figura 13. E2Fs tipicos que pertenecen a la familia de factores transcripcionales E2F/DP de maiz y
expresion de RNA,,, de ZmE2FA/B1;1. A) Organizacién estructural general de los miembros E2F tipicos de
maiz. Se muestra la organizacion estructural de E2FA de humanos (HsE2FA) y de Arabidopsis (AtE2FA) como
referencia, y los elementos: sefales de localizacion nuclear (NLS), dominio de unién al DNA (DNA BD),
dominio de dimerizacién con DP (LZ), marked box (MB) y el dominio de unién a RBR (RB). B) Expresion de
ZmE2FA/B1;1 en tejidos proliferativos, diferenciados y durante la germinacion de semillas de maiz. Se observa
un incremento en la expresion en tejidos proliferativos (base de hoja) y un pico de expresion a las 18 h post-
imbibicién de ejes embrionarios de semillas de maiz donde la mayoria de las células se encuentran en la fase

S del ciclo celular (Sanchez-Camargo, datos no publicados).

En nuestro laboratorio, se caracteriz6 previamente la familia de factores
transcripcionales E2F/DP, sus niveles de expresion durante distintos tiempos después de la
imbibicion de ejes embrionarios de maiz, asi como en distintos tejidos proliferativos y
diferenciados como la base y la punta de la hoja, respectivamente. Se lograron detectar 12

genes cuyos niveles de expresion fueron diferenciales sin mostrar patrones aparentes, a

41



excepcion de ZmE2FA/B1;1, el cual se observd mas representado en tejidos proliferativos
de hojas, mientras que durante la germinacion mostré un patrén de acumulaciéon con un pico
maximo a las 18 h post-imbibicién (Fig. 13) (Sanchez-Camargo, datos no publicados). Este
patron es similar al observado para la actividad de la DNAPol-6 de maiz, reportado por
Garcia y colaboradores en 2006, y que coincide con el tiempo en que la mayoria de las

células del eje embrionario ha entrado a fase S (Baiza et al., 1989)

Ademas, se estudiaron los niveles de acumulacion de la proteina E2FA/B1;1 durante
la germinaciéon de ejes embrionarios de maiz. No se encontré un patron de acumulacion
similar al observado el RNA, de la misma (Fig. 13), por el contrario, los niveles de proteina
cambiaron muy poco o se mantuvieron constantes a lo largo de la germinacién (Fig. 14), lo
que sugiere que existe un equilibrio entre la sintesis y degradacion de E2FA/B1; y su
actividad podria estar regulada por localizacion intracelular, por regulacién postraduccional o

por inactivacion (Suarez-Espinoza, tesis de licenciatura 2017).
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Figura 14. Acumulacion de la proteina E2FA/B1;1 durante la germinaciéon de semillas de maiz. A)

Inmunodeteccién de E2FA/B1;1 por western blot en extractos proteicos totales de ejes embrionarios extraidos

de semillas embebidas por 0, 6, 12, 18 y 24 h en el tamafio esperado (alrededor de 50 kDa). Debajo, tincién de

la membrana con rojo de Ponceau. B) Densitometria promedio expresada como cambio en el nivel de proteina
respecto a 0 h (n=3), se muestran las barras correspondientes al error estandar promedio (Suarez-Espinoza,

tesis de licenciatura 2017).
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Se han encontrado funciones similares entre los reguladores de la transicion G4-S de
mamiferos en maiz. Se ha demostrado que ZmRBR1 interacciona con E2F1 de humanos
mediante ensayos de doble hibrido e inhibe la activacién transcripcional mediada por
HsE2F1 a través de un gen reportero en células de mamiferos (Huntley et al., 1998) asi
como con AtE2Fa y AtE2Fb (de Jager et al., 2001). A pesar de que la interaccion entre
Rb/RBR con los factores transcripcionales E2F ha sido descrita en otras especies, ésta no
se ha descrito en maiz; sin embargo, se ha estudiado esta interaccion de manera indirecta.
La expresion del gen WDV RepA estimula, y del gen ZmRBR1%*'%€ inhibe la division celular
en células BY2 de tabaco. RepA interactia con RBR y podria estar liberando su efecto
inhibitorio sobre E2F permitiendo el avance del ciclo celular, mientras que RBR al interactuar
con E2F lo detendria (Gordon-Kamm et al., 2002). La regulaciéon negativa de RBR1 en una
linea transgénica de maiz durante el desarrollo del endospermo resulta en el incremento de
la transcripcidén de genes blanco de E2F importantes para la fase S del ciclo celular a través
de RBR1, como RBR3, MCM2-7 y PCNA1 (medidos por RT-PCR, Sabelli et al., 2013),

promoviendo asi la replicacion del DNA y el avance del ciclo celular.
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3. Justificacion

Durante la germinacion, como consecuencia de la entrada de agua a la semilla, las
células en sus tejidos se elongan y se dividen. La division celular es un proceso biologico
conservado esencial para el desarrollo y crecimiento de los organismos por lo que es de
importancia fundamental conocer su regulacion y a las proteinas involucradas en los puntos

de control que permiten o detienen su avance.

En nuestro laboratorio estamos interesados en dilucidar los mecanismos moleculares
involucrados en la transicion G4-S durante la germinacion de ejes embrionarios de maiz. Se
han descrito ya otros miembros de la transicion G1-S como las CDKs (tipo A y B), las ciclinas
tipo D y las proteinas inhibitorias KRP; sin embargo, se sabe poco de la via RBR-E2F/DP de
maiz. Se conocen los niveles de expresion diferenciales de los genes de la familia E2F,
siendo ZmE2FA/B1;1 el mas abundante en tejidos proliferativos y mostré un patron de
acumulacion durante la germinacion, con un pico maximo a las 18 h post-imbibicion similar
al observado para la actividad de la DNAPol-0 de maiz. Este tiempo ademas coincide con el
tiempo en que la mayoria de las células meristematicas del eje embrionario ha entrado a
fase S del ciclo celular. Los programas de transcripcion génica especifica son objetivos clave
para el inicio y regulacion del ciclo celular durante la germinacion. Dado que la proteina RBR
reprime el avance del ciclo celular controlando la transcripcidn de genes blanco de E2F, los
loci a los que se asocie permitira conocer mejor su papel como regulador del ciclo celular en

maiz.
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4. Hipétesis

La proteina RBR1 de maiz se asociara a los promotores de genes de ciclo celular,
MCM3, RPA2 y PCNA1, a través de su interaccidn con el factor transcripcional E2F durante

la germinacion de maiz.

5. Objetivos

5.1. General

Determinar la asociacion de la proteina de retinoblastoma (RBR) a loci blancos de E2F

especificos del ciclo celular durante la germinacion de maiz.

5.2. Particulares

a) Determinar la interaccion de RBR1 con E2FA/B1;1 durante la germinacion de maiz.
b) Determinar los promotores de genes de fase S del ciclo celular (PCNA1, MCM3 y RPA2)

a los cuales RBR1 se asocia durante la germinacion de maiz
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6. Materiales y Metodologia

6.1. Material Biolégico

6.1.1. Semillas de maiz y hojas de plantula de maiz

Para la inmunodeteccion de proteinas en semillas de maiz variedad (V.) Chalquefio
se seleccionaron las semillas lo mas homogéneas en apariencia posible (cosecha febrero
2016) y fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5% durante 5 min con agitacion
manual constante y posteriormente se lavaron con agua desionizada. Una vez eliminado el
olor a hipoclorito, se enjuagaron durante 5 min en una soluciéon Sin-Bac® (bromo cloro
dimetil hidantoina) al 5% en agua desionizada durante 5 minutos con agitacién manual
constante. Las semillas destinadas a inmunodeteccion durante la germinacion fueron
embebidas por 0, 12, 18 y 24 h y aquellas destinadas a la obtencion de plantulas se
mantuvieron durante 3 dias en oscuridad a 25°C y después se cambiaron a fotoperiodo (16
h luz / 8 h de oscuridad) a 25°C durante 11 dias mas. El tejido de plantula fue obtenido a los
14 dias post imbibicion y se eligié a la segunda hoja de 10 plantulas cuyas puntas fueron

separadas, como muestras de un tejido diferenciado (Huntley, 1998).

6.1.2. Cepas

Se utilizé la cepa Escherichia coli DH5a (Invitrogen) para la obtencion de cepas de
mantenimiento y E. coli BL21-CodonPlus®-RIL (Stratagene) para la expresion de las
proteinas: 6xHis-ZmRBR Ct, GST-ZmRBR1 PC, PeX-ZmE2FA/B1;1, 6xHis-aE2FA/B1;1 y
GST que corresponden al extremo carboxilo terminal de ZmRBR1 unido a seis residuos de
histidina en el extremo amino, el dominio pocket y la regidn carboxilo terminal de RBR1
fusionado a GST (glutation-S-tranferasa) en el extremo amino, la proteina ZmE2FA/B1;1 de
longitud completa unida al Profinity Exact Tag (Bio-Rad) en el extremo amino, el péptido de
la region carboxilo terminal utilizado para generar el anticuerpo aE2FA/B1;1 fusionado a seis
residuos de histidina en el extremo amino y GST obtenida al expresar el vector vacio

Gateway® pDEST™15 (ThermoFisher Scientific), respectivamente.

6.1.3. Cultivos bacterianos
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Los cultivos liquidos de bacterias se realizaron en medio de cultivo LB (Sigma-Aldrich)
con antibioticos a 37°C en agitacion constante. Los cultivos de poco volumen (<5 mL) fueron
contenidos en tubos de ensayo, mientras que los de mayor volumen (250 mL) en matrices
Erlenmeyer de, al menos, el doble de capacidad que el volumen del cultivo. Los medios de
cultivo utilizados fueron esterilizados previamente por autoclave (121°C, 20 psi, 20 min),
posterior a la esterilizacion y cuando la temperatura de los cultivos ahora estériles descendio

a alrededor de 40°C, se afiadieron los antibidticos correspondientes.

6.2. Validacion del anticuerpo anti-RBR1 de maiz

6.2.1. Expresion y purificacion del péptido inmunogénico recombinante

Se inocularon células de E. coli BL21-CodonPlus®-RIL con el vector Gateway® pDEST™ 17
(Life Technologies) que contenia el fragmento de DNA que codifica el fragmento del péptido
inmunogénico recombinante correspondiente ya sea a la regidn carboxilo terminal de la
proteina ZmRBR1 (Zamora-Zaragoza, tesis de maestria 2014), o bien de ZmE2FA/B1;1
(Sanchez-Camargo, datos sin publicar) en 5.0 mL de medio LB con ampicilina (100 ug/mL) y
y cloranfenicol (50 ug/uL). Los cultivos fueron incubados durante 12 h a 37°C y en agitacion
constante. De ellos, se tomaron 2.5 mL y se inocularon 250.0 mL de medio LB con
ampicilina (100 ug/mL) y cloranfenicol (50 pg/mL) en un matraz Erlenmeyer y se incubd a
37°C en agitacion constante hasta llegar a una densidad éptica de 0.6 - 0.9 leida a 600 nm
de longitud de onda. La expresion del péptido recombinante se indujo adicionando IPTG
(Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracion final de 0.5 mM e incubando
durante 3 h a 37°C en agitacién. Los cultivos inducidos se centrifugaron a 6,000 x g por 15

min a 4°C. Para purificar:

a) El péptido inmunogénico de RBR1 (6His-ZmRBR1 Ct): Se siguio el protocolo de
purificacion bajo condiciones nativas: las células empastilladas se resuspendieron en 10.0
mL de PBS-Triton 1% (pH 7.4) en hielo y se adicionaron 100 yL de cocktail de inhibidores de
proteasas cOmplete Mini libre de EDTA (Roche), DTT 1mM y PMSF 10mM. Las células se
lisaron por sonicacién a pulsos de 20 s encendido por 20 s apagado 5 veces. Los lisados se

centrifugaron a 12,000 rpm por 20 min a 4°C. Se filtr6 el sobrenadante obtenido a través de
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un filtro con un tamafo de poro de 0.45 uym. Ya que el péptido recombinante expresa 6
histidinas en el extremo amino, el filtrado se hizo pasar por la resina Protino® Ni-TED Resin
(MACHEREY-NAGEL) previamente equilibrada con amortiguador de fosfatos (NaH,PO4 50
mM, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, pH 8.0) para purificar el péptido recombinante por
cromatografia de afinidad. La resina unida al péptido inmunogénico se lavd con
amortiguador de lavado nativo (NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM, pH 8.0) 5
veces. Posteriormente se eluyo el péptido tres veces con 1 mL de una disolucion de imidazol
500 mM en NaH;PO4 50 mM y NaCl 300 mM pH 8.0 a 4°C y la resina fue regenerada y

almacenada de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

b) El péptido inmunogénico de E2FA/B1;1 (6xHis-aZmE2FA/B1;1): Se siguio el
protocolo bajo condiciones desnaturalizantes: las células empastilladas se resuspendieron
en 10.0 mL de amortiguador de lisis desnaturalizante (urea 7M, NaH,PO4 0.1 M, Tris-HCI
0.01 M pH 8.0) y se incubaron durante 15 min con agitacién a temperatura ambiente. El
lisado se centrifugd a 12,000 x g por 30 min a temperatura ambiente y se recupero el
sobrenadante. Se filtré el sobrenadante obtenido a través de un filtro con un tamafo de poro
de 0.45 ym. Ya que el péptido recombinante expresa 6 histidinas en el extremo amino, el
fitrado de hizo pasar por la resina Protino® NIi-TED Resin (MACHEREY-NAGEL)
previamente equilibrada con amortiguador de fosfatos (urea 7 M, NaH,PO4 0.1 M, Tris-HCI
0.01 M pH 8.0) para purificar el péptido recombinante por cromatografia de afinidad. La
resina unida al péptido inmunogénico se lavoé con amortiguador de lavado desnaturalizante
(urea 8 M, NaH,PO4 0.1 M, Tris-HCI 0.01 M pH 6.3) 5 veces. Posteriormente se eluyo el
péptido cuatro veces con 1 mL de amortiguador de elucion 1 (urea 8 M, NaH,PO4 0.1 M,
Tris- HCI pH 5.9) y cuatro veces mas con amortiguador de elucion 2 (urea 8 M, NaH,PO4 0.1
M, Tris- HCI pH 4.5) a temperatura ambiente. La resina fue regenerada y almacenada de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Las fracciones resultantes en cada paso de la purificacidon se monitorearon por electroforesis
en gel de poliacrilamida Tris-glicina desnaturalizante al 10% (SDS-PAGE), el gel se prepard
como se indica en Sambrook y Fristsch, 1989 y se corrié a 85 volts hasta que el frente de
corrida pasara por el gel concentrador, luego a 100 volts durante el corrimiento en el gel

separador. ElI amortiguador de electrodos utilizado fue de Tris-glicina-SDS 1x (Sambrook y
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Fristsch 1989). Las muestras se cuantificaron por el método de Bradford y se prepararon
anadiendo amortiguador de carga 1x (SDS 2%, B-mercaptoetanol 2 mM, glicerol 4%, Tris-
HCI 40 mM pH 6.8, azul de bromofenol 0.01%) y calentando a 92°C por 10 min.

6.2.2. Cuantificacion del péptido inmunogénico purificado por el método de Bradford

En una placa de Elisa se realizé una curva patrén utilizando cantidades crecientes de
albumina bovina sérica (BSA) y adicionando 1 pL de reactivo de Bradford. De las eluciones
que se obtuvieron del péptido inmunogénico purificado se utilizaron 3 pL, se llevaron a 10 pyL
con agua y se adicionaron 200 uL de reactivo de Bradford (Bradford, 1973). Las soluciones
se cuantificaron por duplicado a 595 nm de longitud de onda en el lector de placas de Elisa
Epoch™ Multi-Volume Spectrophotometer System (Biotek) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

6.2.3. Obtencion de extractos proteicos totales de semillas y hojas de plantula de maiz

Se germinaron 10 semillas de maiz durante 0, 6, 12, 15, 18, 24 y 28 h bajo las
condiciones mencionadas en 6.1.1. De ellas se extrajeron los ejes embrionarios con ayuda
de un escalpelo y se colocaron en un mortero donde se homogeneizaron con amortiguador
de extraccion de proteinas (Tris-HCI pH 7.5 25mM, MgCl, 15mM, KCI 25mM, Na2EDTA pH
8.0 5mM, NaCl 250mM, Tritén x-100 0.2% y en fresco DTT 1.0 mM, NaF 1mM, Na,vO, 1mM,
glicerol 30%, 1 tableta de cocktail de inhibidores de proteasas cOmplete Mini libre de EDTA
(Roche), B-glicerofosfato 60mM). Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 2
minutos y el sobrenadante se almacend a -70°C hasta su uso. Las proteinas totales se
cuantificaron por el método de Bradford (6.2.2.). Para la obtencidon de extractos proteicos
totales de hojas de plantulas, se obtuvieron las segundas hojas de 10 plantulas de maiz de
14 dias bajo las condiciones mencionadas en 6.1.1. Con ayuda de un escalpelo, se
separaron las puntas (3-4cm de longitud) y se colocaron en un mortero donde se
homogeneizaron en amortiguador de extraccion de proteinas (Tris pH 7.5 25mM, NaCl
75mM, MgCl, 15 mM, EDTA pH 8.0 5mM, DTT 1mM, Triton x-100 0.1%, glicerol 5%, 1
tableta de cocktail de inhibidores de proteasas cOmplete Mini libre de EDTA (Roche), B-
glicerofosfato 60mM , NaF 1mM, Na,vVO, 0.2mM, pirofosfato de sodio 2.5 mM). Este material
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biolégico fue utilizado para obtener extractos proteicos totales de igual manera que se

describié anteriormente para los analisis subsecuentes.

6.2.4. Extraccion de proteinas nucleares de ejes embrionarios de maiz

Se utilizaron 20 semillas de maiz sin imbibir bajo las condiciones mencionadas en
6.1.1. De ellas se extrajeron los ejes embrionarios con ayuda de un escalpelo y se colocaron
en un mortero donde se homogeneizaron hasta que se obtuvo un polvo fino que se
resuspendid en 1 mL de amortiguador NIB estéril a 4 °C (Tris-HCI 10 mM pH 9.5, KCI
100mM, sacarosa 0.5M (en fresco), espermidina 4mM, espermina 4mM, (3-mercaptoetanol
0.1% (en fresco)). Se filtraron los nucleos obtenidos con una membrana de nylon 30 um.
Posteriormente se anadié el doble del volumen de filtrado obtenido de amortiguador NIB-T a
4 °C (amortiguador NIB adicionado con 10% de Tritén X-100) y se incub6 durante 15 min a
4°C en agitacion a baja velocidad. Las muestras se centrifugaron durante 15 min a 3,500
rom a 4°C y la pastilla resultante se resuspendié en 100 uL de amortiguador de extraccion

de proteinas utilizado en 6.2.3.

6.2.5. Caracterizacion de los anticuerpos anti-RBR1 de maiz mediante ensayos de

competencia

Se incubaron durante 12 h cantidades crecientes del péptido inmunogénico de RBR1,
con el que fue generado el anticuerpo, obtenido en 6.2.1. (0, 60, 120 ug) y 120 ug de BSA
como control negativo con suero inmune 1:1000 en PBS 1x adicionado con 0.5mM NaCl y
Tween 20 0.9%. Se corrieron 50 ug de extracto total de ejes embrionarios (seccion 6.2.3.) de
semillas sin imbibir, 50 ug de extracto total de puntas de la tercera hoja de plantulas de 14
dias de maiz y 20 uL de extractos nucleares de ejes embrionarios (seccion 6.2.4) en un gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE, seccion 6.2.1) y se transfirieron por western blot a una
membrana PFVD Immobilon-PSQ Transfer Membrane (Milipore) mediante transferencia
humeda en una camara Mini-Trans-Blot® (Bio-rad) de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. La membrana se bloqued posteriormente en suero bovino fetal (Biowest) al 30%
durante 1.5 h en agitacion y se corté en 4 fragmentos para separar los carriles que contienen

cantidades iguales de extracto total. Cada fragmento de membrana se incubd con el
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anticuerpo primario previamente incubado con cantidades crecientes del péptido
recombinante, BSA diluida en PBS 1x (Sambrook y Fristsch, 1989) adicionada con NaCl 0.5
mM y Tween 20 (Thermo Scientific) 0.9%, o con el suero preinmune durante 12 h. Al finalizar
el tiempo de incubacién, se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS1x-NaCl-Tween
20, y se incubaron con anticuerpo anti-inmunoglobulinas de conejo acoplado a peroxidasa
durante 1 h a temperatura ambiente en agitaciéon diluido 1:30,000. Posteriormente, los
fragmentos se lavaron 3 veces con PBS1x-NaCl-Tween 20 por 15 minutos para finalmente
incubarlos con 0.5 mL de la soluciéon de deteccién por quimioluminiscencia Pierce™ ECL
Western Blotting Substrate (Thermo Scientific). El revelado se realizé en el equipo
ChemiDoc™ MP System (Bio-Rad).

6.3. Determinaciéon de la presencia de ZmRBR1 durante la geminacién de semillas

maiz y en extractos nucleares.

Se separaron 50 ug de los extractos proteicos totales de ejes embrionarios de maiz
obtenidos en 6.2.4 por SDS-PAGE (descrito en la seccion 6.2.1) y se realizdé western blot
descrito en 6.2.5 pero sin cortar las membranas PVDF vy utilizando como anticuerpo primario
anti RBR1 de maiz diluido 1;1000, para los extractos nucleares donde se utiliz6 ademas un
anticuerpo comercial anti AtRBR1 de Arabidopsis. Se utilizé el equipo ChemiDoc™ MP
System para el revelado de las membranas PVDF utilizando las soluciones Pierce™ ECL
Western Blotting Substrate. Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el programa
computacional Image Lab™ (Bio-Rad) para determinar la presencia de la proteina RBR1 a
los distintos tiempos de germinacion y en extractos nucleares de semillas sin imbibir. Se
utiliz6 como control de carga para cada muestra las imagenes de las mismas membranas
PVDF reveladas anteriormente tefiidas con rojo de Ponceau (Rojo de Ponceau 0.1% en 5%
acido acético glacial) durante 5 min y lavadas por 2 min con acido acético 5% para retirar el

exceso de colorante.

6.4 Determinacion de Ila interaccion entre ZmRBR1-ZmE2FA/B1;1 durante Ila

germinacion de maiz

6.4.1 Interaccioén in vitro entre RBR1 y E2FA/B1;1 de maiz
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6.4.1.1. Purificacion de las proteinas GST-ZmRBR1 PC y PeX-ZmE2FA/B1;1

recombinantes

1) GST-ZmRBR1 PC. Se inocularon células de E.coli BL21-CodonPlus®-RIL con el vector
Gateway® pDEST™15 (ThermoFisher Scientific) que contiene al fragmento de DNA que
codifica para el dominio pocket de ZmRBR1 y su extremo carboxilo (aminoacidos 275 a 867)
unido a GST en el extremo amino (Zamora-Zaragoza, Tesis de maestria 2014) en 5.0 mL de
medio LB con ampicilina (100 pg/mL) y cloranfenicol (50 pg/uL). La proteina recombinante
se indujo bajo las condiciones mencionadas en 6.2.1. Ya que la proteina recombinante
expresa en el extremo amino la proteina GST, el filtrado obtenido se hizo pasar por una
resina de glutation-agarosa (SIGMA-Aldrich) previamente equilibrada con PBS 1x para
separar al péptido recombinante por cromatografia de afinidad. La resina unida al péptido
inmunogénico se lavdé con PBS-triton 2% y PBS-tritdbn 1%. Posteriormente se eluyé al
péptido con 3 mL de una disolucion de glutation reducido 10mM en Tris-HCI 50 mM pH 9.5 a

4°C y la resina fue regenerada y almacenada de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

2) PeX-ZmE2FA/B1;1. Se inocularon células de E.coli BL21-CodonPlus®-RIL con el vector
Profinity eXact™ pPAL7 (Bio-Rad) que sobreexpresa a la proteina de fusion con el Profinity
eXact™ Tag (Bio-Rad) de 8.2 KDa en el extremo amino y a la proteina ZmE2FA/B1;1 de
longitud completa en el extremo carboxilo (Sanchez-Camargo, datos no publicados) en 5.0
mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL) y cloranfenicol (50 pg/uL). La proteina
recombinante se indujo bajo las condiciones mencionadas en 6.2.1. El filtrado se hizo pasar
por la resina Profinity eXact™, que contiene una proteasa inmovilizada que permite obtener
a proteinas recombinantes con el extremo amino nativo, previamente equilibrada con
Nas;PO4 100 mM pH 7.2 para separar al péptido recombinante por cromatografia de afinidad.
La resina unida al péptido inmunogénico se lavd con la misma solucion y la proteina fue
eluida con Naz;PO4 100 mM y NaF pH 7.2 a temperatura ambiente y la resina fue regenerada

y almacenada de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Las fracciones resultantes de 1) y 2) en cada paso de la purificacion se monitorearon por

electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, seccién 6.2.1.) y por western blot
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(seccién 6.2.5).

6.4.1.2. Purificacion del anticuerpo anti-ZmE2FA/B1;1 por western blot

A partir de la construccion pDEST17-aE2FA/B1;1 generada anteriormente (Sanchez-
Camargo, datos sin publicar), se indujo la expresion del péptido utilizado para generar el
anticuerpo aE2FA/B1;1 fusionado a seis residuos de histidina en el extremo amino que
permitidé su purificacion por el método desnaturalizante utilizando la resina Protino® Ni-TED
Resin (MACHEREY-NAGEL) de acuerdo a lo descrito en 6.2.1. Las fracciones resultantes
en cada paso de la purificacién se monitorearon por electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE, seccion 6.2.1.) y por western blot (seccion 6.2.5) para identificar la banda
correspondiente al aE2FA/B1;1 y que ademas fuera reconocida por los anticuerpos anti
E2FA/B1;1. Se separaron 25 pL del péptido purificado en cada carril y se transfirieron a una
membrana (western blot, seccion 6.2.5.) la cual fue tefida con colorante rojo de Ponceau
para después recortar la banda que corresponde a 6xHis-aE2FA/B1;1 y lavarla con
amortiguador TBST (Tris-Cl 50 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0.05% pH 7.6) por 10 min y
con glicina 100 mM pH 2.5 por 15 min. La membrana se bloqued con 5% de leche sin grasa
en TBST durante 1 h a temperatura ambiente, se lavo tres veces con TBST por 10 min y se
incubd con 3 mL de suero inmune en agitacién suave durante 12 h a 4°C. La membrana se
lavo tres veces con TBST por 10 min y se eluyeron los anticuerpos cuatro veces al incubarla
con 1 mL de glicina 100 mM pH 2.5 durante 2 min. Las eluciones fueron neutralizadas al
momento con Tris-HCI 2 M pH 8.5 para llegar una concentracion final de Tris-HCI 150 mM.
Las eluciones obtenidas se dializaron contra PBS (Sambrook y Fristsch, 1989) en agitacién
durante 4 h a 4°C, se reemplazé la solucion de PBS resultante y se incubaron durante 12 h
bajo las mismas condiciones. Las eluciones se almacenaron a 4°C y se monitorearon por

western blot (seccion 6.2.5.).

6.4.1.3. Determinacion de la Interaccién in vitro entre RBR1 y E2FA/B1;1 de maiz

Una vez verificada la obtencién de las proteinas recombinantes en el tamano esperado, se
inocularon por triplicado células de E.coli BL21-CodonPlus®-RIL con ambas construcciones

en 5.0 mL de medio LB con ampicilina (100 ug/mL) y cloranfenicol (50 pg/uL). Los cultivos
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fueron incubados durante 12 h a 37°C y en agitacién constante. De ellos, se tomaron 4.0 mL
y se inocularon matraces de 4.0 L de capacidad conteniendo 1.0 L de medio LB con los
antibidticos correspondientes y se incubaron a 37°C en agitacion constante hasta llegar a
una densidad optica de 0.6 - 0.8 leida a 600 nm de longitud de onda. La expresion de las
proteinas se indujo adicionando IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido) a una
concentracion final de 0.5 mM y se incubaron durante 3.0 h a 37°C en agitacién, con
excepcion de ZmE2FA/B1;1 que se indujo durante 4 h. Los cultivos inducidos se
centrifugaron a 6,000 x g por 15 min a 4°C. Para determinar la interaccion GST-ZmRBR1 PC
| PeX-ZmE2FA/B1;1, las células empastilladas de cada cultivo se resuspendieron en 10.0
mL de PBS-Triton 1.0% pH 7.4 y se les adicionaron 100 pL de cocktail de inhibidores de
proteasas cOmplete Mini libre de EDTA (Roche), DTT 1 mM y PMSF 10 mM. Las pastillas
de células disueltas se juntaron para obtener un volumen final de 20.0 mL y se lisaron por
sonicacion a pulsos de 20 s encendido por 20 s apagado 5 veces. Los lisados se
centrifugaron a 12,000 rpm por 20 min a 4°C. Se filtré el sobrenadante obtenido con un
tamano de poro de 0.45 ym y se incubd durante 18 h a 4°C en agitacion constante. Los
complejos GST-ZmMRBR1 PC / PeX-ZmE2FA/B1;1 se purificaron utilizando la resina
glutation-agarosa (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo a los descrito en 6.4.1.1 (1). Como
control positivo se utilizd una muestra correspondiente al cultivo inducido y las proteinas
recombinantes purificadas. Como controles negativos, se purific6 a PeX-E2FA/B1;1
utilizando la resina glutation-agarosa (Thermo Fisher Scientific) (seccion 6.4.1.1 (1)) y se
determiné la interaccion GST / PeX-ZmE2FA/B1;1 utilizando las células de E.coli BL21-
CodonPlus®-RIL (Stratagene) que contienen al vector vacio Gateway® pDEST™15
(ThermoFisher Scientific) permitiendo asi sobreexpresar a GST e inmunodetectarla con
anticuerpos comerciales anti GST. La interaccion se determiné de la misma manera que
para GST-ZmRBR1 PC / Pex-ZmE2FA/B1;1. Todas las eluciones se precipitaron con acido
tricloroacético al 10% como concentracion final, se incubaron a 4°C por 15 min y se
centrifugaron a 12,000 rpm por 5 min a 4°C. Las pastillas resultantes se lavaron con 200 pL
de acetona al 100% y se centrifugaron a 12,000 rpm durante 5 min a 4°C dos veces. La
acetona residual fue evaporada a sequedad y las pastillas resultantes se resuspendieron en
10 uL de Tris 1M, 5 pL de amortiguador de carga 1x (seccion 6.2.1) y 5 yL de agua
desionizada estéril. Todas las eluciones obtenidas se separaron por electroforesis SDS-

PAGE (seccién 6.2.1) y se inmunodetectaron las proteinas por western blot (seccion 6.2.5)
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utilizando los anticuerpos anti-ZmRBR1 y anti-ZmE2FA/B1;1 purificados obtenidos en

6.4.1.2 por triplicado.

6.4.2. Determinacion de la interaccion in vivo entre RBR1 y E2FA/B1;1 de maiz

A 60 uL de proteina A-Agarosa (Roche) se le adicionaron 90 uL de anticuerpo anti ZmRBR1,
se llevd a un volumen final de 700 uL con PBS 1x y se incub6 a 13 rpm durante 2 h a
temperatura ambiente. La resina se centrifugd a 3000 rpm por 3 min y se lavé con 700 pL de
borato de sodio 200 mM pH 9.0 con agitacién durante 5 min. La resina se centrifugd y se
tomaron 7 uL de ella como control (fraccion unida). Se le adicionaron 700 uyL de borato de
sodio 200 mM y DMP (dimetil pimelimidato, Sigma-Aldrich) 50 mM pH 8.3, se incubd por
duplicado durante 45 min con agitacion a temperatura ambiente, se centrifugd y se lavé con
700 pL de borato de sodio 200 mM y etanolamina pH 8.0 durante 5 min en agitacion y se
centrifugd. La resina se incubd con la misma solucion por 2 h a temperatura ambiente y en
agitacion. Se tomaron 7 pL de ella como control (fraccion no entrecruzada). La resina
restante se lavé con PBS 1x durante 5 min en agitacion y se eliminaron los anticuerpos no
unidos covalentemente al lavarla con glicina 100 mM pH 2.5 y PBS 1x, se centrifugd y se
tomaron 7 pL como control (fraccidén entrecruzada). Las fracciones obtenidas se eluyeron
con 10 uL de glicina 100 mM pH 2.5. La resina resultante se incub6 con 1 mg de extractos
proteicos totales de semillas de maiz de 0, 15 y 28 h post germinacion (seccién 6.2.3.)
durante 12 h a 4°C ajustada a un volumen final de 700 pL con PBS 1x, transcurrido el tiempo
las muestras se centrifugaron y se tomaron 5 pL del sobrenadante de cada muestra como
control (fraccion no adsorbida). La resina se lavo tres veces con PBS 1x a 4°C, se centrifugd
y se tomaron 15 uL del ultimo sobrenadante como control (lavado). La resina se eluyd con
30 pL de glicina 100 mM pH 2.5, se agitdé suave y manualmente durante 5 min y se
centrifugd. A las eluciones obtenidas se les adicion6 5 uL de amortiguador de carga 1x
(seccién 6.2.2) y 5 uL de Tris 1.0 M. La resina se lavé con PBS 1x a 4°C y se almacend en
PBS 1x y azida de sodio 0.02% para su uso posterior. Todas las eluciones obtenidas fueron
separadas por electroforesis en gel de poliacriiamida (SDS-PAGE, seccién 6.2.1.) y

analizadas por western blot (seccién 6.2.5) por triplicado.

6.5. Determinacién de los /oci a los que ZmRBR1 se asocia durante la germinacion de
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maiz

6.5.1. Extraccion de la cromatina de puntas de raiz de ejes embrionarios de maiz

Se germinaron 100 semillas de maiz durante 0, 15 y 28 h bajo las condiciones mencionadas
en 6.1.1. por triplicado. De ellas se extrajeron las puntas de raiz de los ejes embrionarios
con ayuda de un escalpelo, se sumergieron en 30.0 mL de amortiguador A (Tris 100 mM pH
8.0, sacarosa 400 mM, butirato de sodio 10 mM, formaldehido 1%, PMSF 1 mM, B-
mercaptoetanol 5 mM) y se sometieron a pulsos de vacio de 5 min tres veces. Se
adicionaron 2.5 mL de glicina 2.0 M y se les dio un pulso mas por 5 min, se lavaron con 30.0
mL de agua desionizada estéril a 4°C cinco veces y se decantaron para secarlos con toallas
de papel. Las puntas de raiz de los ejes embrionarios resultantes se homogeneizaron en un
mortero con ayuda de nitrégeno liquido hasta que se obtuvo un polvo fino para almacenarlos
a -70°C hasta su uso. El material bioldgico obtenido se resuspendié en 30 mL de
amortiguador B (tris 10 mM pH 8.0, sacarosa 400 mM, butirato de sodio 10 mM, PMSF 0.1
mM, B-mercaptoetanol 5mM) y se incubd en agitacion suave durante 40 min a 4 °C. Las
soluciones fueron filtradas en tubos falcon con ayuda de dos filtros de nylon con un tamano
de poro de 30 y 100 um (Millipore). Los filtrados fueron centrifugados a 2880 x g a 4°C
durante 30 min y las pastillas resultantes fueron resuspendidas en 1.0 mL de amortiguador C
(tris 10 mM pH 8.0, sacarosa 125 mM, butirato de sodio 10 mM, MgCl, 10 mM, Tritén X-100
1%, PMSF 0.1 mM, inhibidores de proteasas: aprotinina, leupeptina, antipaina y pepstatina 1
Mg/mL, B-mercatoetanol 5mM). Las muestras se centrifugaron a 12,000 x g durante 10 min a
4°C. Las pastillas resultantes se disolvieron en 300 uL de amortiguador D (tris 10 mM pH
8.0, sacarosa 1.6 M, butirato de sodio 10 mM, MgClI, 2 mM, Triton X-100 0.15%, PMSF 0.1
mM, inhibidores de proteasas: aprotinina, leupeptina, antipaina y pepstatina 1 ug/mL, B-
mercatoetanol 5mM) y se colocaron sobre 1500 yL de amortiguador D. Las muestras se
centrifugaron a 16,000 x g durante 1 h a 4°C. Las pastillas resultantes se disolvieron en 1 mL
de amortiguador de lisis de nucleos (tris 50 mM pH 8.0, EDTA 5.62 mM pH 8.0, SDS
0.133%, PMSF 0.1 mM e inhibidores de proteasas: aprotinina, leupeptina, antipaina y
pepstatina 1 pg/mL). Se tomaron 10 yL como control sin sonicar y el restante se someti6 a
sonicacion a pulsos de 3 s encendido por 27 s apagado 13 veces al 20% de amplitud y se

centrifugaron a 12,000 x g por 5 min a 4°C. El sobrenadante se transfirid a tubos estériles de
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1.5 mL y se tomaron 10 pL para purificar el DNA y monitorear la eficiencia de la sonicacion.
El sobrenadante restante se congel6é con ayuda de nitrogeno liquido y se almacend a -70°C
para su uso posterior. A los 10 yL tomados anteriormente se les adicionaron 100 uL de
amortiguador TE (tris 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8.0), NaCl 0.21 mM y SDS al 0.83%
para desentrecruzarlos. Las muestras resultantes se incubaron a 65°C por 12 h y el DNA fue
extraido mediante fenol-cloroformo (Sambrook y Fristsch, 1989) y las pastillas resultantes se
resuspendieron en 40 yL de amortiguador TE. Se separaron 10 pyL del DNA purificado
obtenido con 1 yL de amortiguador de carga 10x para DNA (azul de bromofenol 0.25%,
glicerol 30%) mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE 1X (Tris 50 mM,
acetato de sodio 1 mM, EDTA 2mM pH 8.5) tenido con bromuro de etidio (0.5 ug/mL). Las
muestras se separaron durante 30 min a 80 V en buffer TAE 1X utilizando 4 uL de
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) como referencia. ElI gel fue

observado bajo luz UV con ayuda de un transiluminador.

6.5.2. Inmunoprecipitacion de la cromatina asociada a RBR1 durante la germinaciéon

de maiz

Las muestras de 0, 15 0 28 h obtenidas en 6.5.1. se descongelaron en hielo. Se lavaron 40
ML de proteina A-Agarosa (Roche) tres veces con amortiguador de incubacion ChIP (tris 50
mM pH 8.0, NaCl 120.77 mM, tritén x-100 0.08%) incubando por 5 min en agitacién a 4°C,
centrifugando a 1500 rpm por un minuto y retirando el sobrenadante cada vez; 100 uyL mas
de proteina A-Agarosa (Roche) fueron bloqueados con 1 mL de amortiguador de incubacion
ChIP adicionado con 1 mg/mL de DNA de esperma de salmén (Sigma Aldrich D1626) y 0.25
mg/mL de BSA en agitacién por 12 h a 4°C. Se retird el sobrenadante y la resina se lavé con
1 mL de amortiguador de incubacion ChIP por 5 min en agitacién a 4°C dos veces para
finalmente almacenar la resina resultante en el mismo amortiguador a 4°C. La resina sin
bloquear se incub6é con 200 pL de cromatina sonicada en 500 yL de amortiguador de
incubacion ChIP durante 1 h en agitacion a 4°C. Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm
por 5 min a 4°C y el sobrenadante se incubd durante una hora mas en agitacién a 4°C con la
resina bloqueada bajo las mismas condiciones para eliminar las interacciones inespecificas
entre la resina y las muestras bioldgicas. Del sobrenadante se tomaron 30 yL (input) y se

mantuvieron a 4°C para su uso posterior. Se tomaron 75 uL de la cromatina resultante y se
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incubaron con 10 yL de anticuerpo anti RBR1 de maiz o de suero preinmune (mock) durante
1 h en agitacion a 4 °C y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 min. Los sobrenadantes
se incubaron con 20 pL de resina bloqueada durante 1 h en agitaciéon a 4°C y se
centrifugaron a 1500 rpm por 1 min a 4°C. Las resinas resultantes se lavaron tres veces con
1 mL de cada amortiguador donde cada lavado implicé incubarlas con amortiguador de
bajas sales (tris 20 mM pH 8.0, EDTA 2 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, tritén x-100
1%), amortiguador de altas sales (tris 20 mM pH 8.0, EDTA 2 mM pH 8.0, NaCl 500 mM,
SDS 0.1%, triton x-100 1%), amortiguador de LiCl (tris 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8.0,
LiCl 250 mM, igepal CA-89 1%, desoxicolato de sodio 1%) y amortiguador TE durante 5 min
en agitacion a 4°C centrifugando a 1500 rpm por 1 min a 4°C y retirando el sobrenadante
cada vez. Posterior al ultimo lavado se retir6 todo el sobrenadante y las resinas se eluyeron
con 250 yL de amortiguador de elucién (SDS 1%, bicarbonato de sodio 0.1 M) a 65°C por 15
min para después centrifugarlas a 6000 rpm por 2 min a temperatura ambiente. Las
eluciones se recuperaron en tubos de 1.5 mL y las resinas se eluyeron una vez mas bajo las
mismas condiciones. Las eluciones obtenidas se desentrecruzaron junto con la resina
obteniendo un volumen final de 500 uyL y se les adicionaron 20 pyL de NaCl 5M para
incubarlas a 65°C durante 12 h. A la muestra correspondiente al input se le adicionaron 100
WL de amortiguador TE, 5 uL de NaCl 5M y 5 pL de SDS al 20% y se desentrecruzé bajo las
mismas condiciones. Las muestras resultantes se centrifugaron con un pulso de 13,000 rpm
y el sobrenadante se transfirié a tubos para microcentrifuga de 1.5 mL para purificar el DNA
contenido en ellas por extraccion con fenol-cloroformo (Sambrook y Fristsch, 1989), las
pastillas resultantes se resuspendieron en 55 yL de amortiguador TE y se almacenaron a -

20°C para su uso posterior.

6.5.3. Amplificacion de la cromatina asociada a ZmRBR1 durante la germinacién de

maiz por PCR

Se utilizaron cebadores especificos para PCR disefados previamente (Sanchez-Camargo,
datos sin publicar) que permiten amplificar los sitios E2F en los promotores de los genes
MCM3, PCNA1, RPA2 y una region de promotor de la CYCD3;1a sin sitios E2F (apéndice 6,
tabla A.6.2.). Para las reacciones de PCR se utiliz6 como templado 3.0 pyL de las eluciones

obtenidas en 6.5.2. y el input, cebadores 0.2 mM, 5 pL de la enzima Jumpstart™ Taq
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ReadyMix™ (Sigma Aldrich), se llevaron a un volumen de 10 pyL con agua y se utilizaron las
temperaturas de alineamiento del par de cebadores predichas por el software Amplifx con 32
ciclos de amplificacién. Para la corroboracién de los productos de PCR obtenidos se realizo

electroforesis en gel de agarosa al 2% de acuerdo a lo descrito en 6.5.1.
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7. Resultados
7.1. Validacion de los anticuerpos anti RBR1 de maiz

La construccion pDEST17-ZmRBR1Ct se utilizé para transformar células de E. coli
BL21-CodonPlus®-RIL competentes las cuales se seleccionaron por su resistencia a
antibidticos. Una vez obtenida la cepa de expresion con el vector conteniendo al inserto
ZmRBR1, se indujo la expresion de la proteina de fusién que contiene seis histidinas en el
extremo amino y al inserto en el carboxilo de acuerdo a la metodologia descrita previamente.
La expresion de la proteina se monitored por electroforesis (SDS-PAGE) y la proteina se
purificd por cromatografia de afinidad (Fig. 15). La masa molecular de la proteina codificada
tedrica predicha por el programa computacional ExPASy: PeptideMass (Gasteiger et al.,
2005) es de 21 kDa. Durante la purificacion, se tomaron muestras de cada fraccion
resultante: las células lisadas inducidas con IPTG, la fraccién no adsorbida por la resina, el
ultimo lavado a la columna previo a la elucion y las fracciones eluidas. Se observan algunas
bandas de tamano superior al esperado en las eluciones obtenidas pertenecientes a la
fraccion soluble en menor cantidad comparado con la proteina recombinante por lo que se
obtuvo una purificacion parcial (fig. 15). El péptido recombinante purificado se recolect6 en
tres eluciones distintas.
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Se empled el péptido purificado, para validar los anticuerpos anti-ZmRBR1 mediante
ensayos de competencia (Fig. 16) y se observé que al preincubarse la misma cantidad de

anticuerpo con cantidades crecientes de péptido recombinante, la intensidad de la banda
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reconocida por western blot, proveniente de extractos de puntas de hoja de 14 dias donde
ZmRBR1 habia sido detectada anteriormente (Huntley et al., 1998) (Fig. 16 A) y de ejes
embrionarios sin imbibir (Fig. 16 B) correspondiente a 74 kDa, disminuye y es menor al peso
molecular de la proteina ZmRBR1 completa predicho por el programa computacional
ExPASy: PeptideMass (Gasteiger et al., 2005) que corresponde a 96 kDa. La mayor
cantidad de péptido recombinante con que se incub6 el suero inmune fue de 120 yg y como
competidor negativo, se utilizé la misma cantidad de BSA para verificar que el causante de
la disminucion en el reconocimiento de la banda correspondiente a RBR1 es la union al
antigeno contra el que se generaron los anticuerpos y no cualquier otro. Aunque la proteina
BSA es una proteina de mediano peso molecular y con una gran cantidad de epitopos, no
compitié con RBR1 enddgena, lo cual indicd que los anticuerpos son especificos. A pesar de
haber logrado identificar una banda alrededor de 100 kDa y otra en 30 kDa en extractos de
puntas de hoja, ninguna disminuyo por lo que se trata de bandas inespecificas reconocidas

por el anticuerpo anti RBR1 de maiz.
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Figura 16. Validacion de los anticuerpos anti-RBR1 de maiz por ensayo de competencia. Western blot
utilizando 50 ug de extractos proteicos totales de A) puntas de hojas de 14 dias post imbibicién y B) ejes
embrionarios sin imbibir. Para ambos casos se muestra el marcador de masa molecular (MMM), suero inmune
sin competir (SC), suero inmune competido con 60 y 120 ug del péptido inmunogénico recombinante
correspondiente al extremo carboxilo purificado (60, 120), el suero inmune preincubado con 120 ug de BSA
(BSA). Se muestra la tincidon de las proteinas de las mismas membranas con rojo de Ponceau como control de

carga.
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7.1.1. La proteina RBR1 esta presente en el eje embrionario durante la germinacion de

maiz

Ya que el eje embrionario contiene todas las estructuras que daran origen a las diferentes
partes de la nueva planta posterior a la germinacion, resulta relevante determinar si RBR1
esta presente en el eje embrionario durante la germinacion. Dentro del eje se encuentran los
meristemos del tallo y la raiz, lo cuales son nichos de células altamente proliferativas que se
generan a partir de células madre y continuan proliferando hasta alcanzar zonas donde la
tasa de division celular es menor y comienzan procesos de elongacion celular seguidos de
diferenciacion, donde las células dejan de dividirse. Por lo tanto, es factible que un regulador
del avance del ciclo celular, como es RBR1, se encuentre presente en las células del eje
embrionario durante la germinacidn, ya que en este proceso ocurre una reactivacion

metabdlica global que incluye la activacion del ciclo celular.

Con los anticuerpos validados anti-RBR1 se llevd a cabo la inmunodeteccion de la proteina
en extractos proteicos totales de ejes embrionarios a 0, 6, 12, 18 y 24 h de imbibicion para
determinar la presencia de ZmRBR1 durante la germinacién. Se logré detectar a la banda
correspondiente a la proteina ZmRBR1 en 74 kDa de manera aparentemente constante
durante la germinacion y se utiliz6 como control de carga la misma membrana con las
proteinas tefidas con rojo de Ponceau (Fig. 17 A). Se inmunodetecté ademas a ZmRBR1 en
puntas de hojas de plantulas de 14 dias, tejido diferenciado en el cual habia sido identificada
alrededor de 100 kDa (Huntley, 1998) y en extractos proteicos nucleares de ejes
embrionarios sin imbibir (Fig. 17 B) donde RBR1 llevaria a cabo su funcién como represor
transcripcional. En todos los casos se observo la banda correspondiente a 74 kDa que es
menor al predicho de 96 kDa. Ya que los anticuerpos reconocen al extremo carboxilo de
RBR1, ésta podria estar perdiendo un fragmento del extremo amino al volverse inestable

fuera del ambiente celular fisioldgico.

Para la inmunodeteccion de RBR1 en extractos nucleares se utilizaron dos anticuerpos, los
anticuerpos anti RBR1 de maiz validados previamente (Fig. 16) y anticuerpos comerciales
que reconocen a RBR1 de Arabidopsis thaliana. Cabe sefalar que en el genoma de maiz

existen cuatro genes que codifican para proteinas RBR, RBR1-4 y ya que RBR1 es la mas
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cercana filogenéticamente a AtRBR1 y comparten el 43% en identidad de secuencia, los
anticuerpos anti AtRBR1 reconocieron una banda correspondiente a RBR1 en 74 kDa de la
misma manera que lo hicieron los anticuerpos anti RBR1 de maiz. Por lo que la banda

detectada en 74 kDa corresponde a RBR1 de maiz.
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Figura 17. Inmunodeteccién de la proteina RBR1 durante la germinaciéon de maiz, en puntas de hojas y
extractos nucleares. A) Inmunodeteccion de RBR1 por western blot en extractos proteicos totales de ejes
embrionarios extraidos de semillas embebidas por 0, 6, 12, 18 y 24 h (74 kDa). Debajo, tincion de la membrana
con rojo de Ponceau. B) Inmunodeteccion de RBR1 con el anticuerpo anti RBR1 de maiz por western blot en
extractos proteicos totales utilizando el suero preinmune como control negativo (Pl), extracto proteico de ejes
embrionarios sin imbibir (Oh), extractos proteicos totales de puntas de hoja de plantas de 14 dias post
imbibicién (H), y la fraccién del péptido inmunogénico recombinante correspondiente al extremo carboxilo de
RBR1 purificado en el tamafno esperado (21 kDa) (R) y extractos proteicos nucleares de semillas sin imbibir
(N). Para los extractos proteicos nucleares de semillas sin imbibir (N) se utiliz6 ademas un anticuerpo anti
RBR1 de Arabidopsis (anti-AtRBR1, N).

7.2. RBR1 y E2FA/B1;1 forman complejos in vitro y durante la germinaciéon de maiz

7.2.1. RBR1 y E2FA/B1;1 de maiz interaccionan in vitro

Anteriormente se reportd la interaccion in vitro de RBR1 de maiz con E2Fa y b de
Arabidopsis thaliana (de Jager et al., 2001). Estos E2Fs poseen la misma organizacion
estructural que E2FA/B1;1 de maiz (fig. 10 y 13) que incluye al dominio de unién a RBR y
son cercanas filogenéticamente (Sanchez-Camargo, datos sin publicar), por lo que seria

factible que RBR1 y E2FA/B1;1 interaccionaran por reconocimiento entre sus secuencias
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proteicas.

Para estudiar la interaccion in vitro entre RBR1 y E2FA/B1;1 de maiz, se utilizaron las
construcciones GST-ZmMRBR1 PC y PeX-ZmE2FA/B1;1 para transformar células de E. coli
BL21-CodonPlus®-RIL competentes las cuales se seleccionaron por su resistencia a
antibidticos. Una vez obtenidas las cepas de expresion con el vector conteniendo a los
insertos ZMRBR1 PC que contiene el dominio pocket mas el carboxilo terminal (region que
se sabe interactua con E2F) y ZmE2FA/B1;1 de longitud completa, se indujo la expresién de
las proteinas de fusidén que contienen en el extremo amino la proteina GST vy el Profinity
eXact™ Tag (Bio-Rad) respectivamente, con los insertos en el extremo carboxilo de acuerdo
a la metodologia descrita previamente. La expresion de las proteinas se monitored por
electroforesis (SDS-PAGE) e inmunodeteccion y las proteinas se purificaron por
cromatografia de afinidad en columnas empacadas con las resinas de glutation-agarosa y
Profinity eXact™ respectivamente (apéndice 1, Fig. A1). Las masas moleculares para las
mismas predichas por el programa computacional ExPASy: PeptideMass (Gasteiger et al.,
2005) son de 91 y 52 kDa respectivamente, ya que la resina Profinity eXact™ permite
obtener el extremo amino nativo al perder el Profinity eXact™ Tag de 8.2 kDa durante la
eluciéon. Durante la purificacién se tomaron muestras de cada fraccion resultante, como en
7.1.1, y las proteinas recombinantes se recolectaron en tres eluciones distintas. Se observan
algunas bandas de tamano inferior a los esperados para las proteinas recombinantes en las
eluciones obtenidas, pertenecientes a la fraccion soluble, y se observan también las bandas
en el tamafo esperado para RBR1 y de tamano mayor para E2FA/B1;1 (60 kDa). Esto
podria deberse a la presencia de una fraccion remanente del Profinity eXact™ Tag durante
las eluciones (apéndice 1, Fig. A1). Estos resultados muestran que las proteinas
recombinantes pudieron ser expresadas, purificadas y reconocidas por los anticuerpos
especificos validados previamente anti ZmRBR1 (Fig. 16) y anti E2FA/B1;1 (Suarez-

Espinoza, Tesis de licenciatura 2017).

Una vez establecidas las condiciones que permiten obtener a las proteinas recombinantes y
para poder estudiar la interaccion in vitro entre RBR1 y E2FA/B1;1 de maiz con RBR1 unido
a la resina de glutatién-agarosa como proteina de anclaje, se determiné si E2FA/B1;1 podia

unirse a esta resina por si sola y si la proteina de fusion GST, que estaria unida por el
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extremo amino a RBR1, podria interactuar con ella evitando asi falsos positivos para los

experimentos subsecuentes.

Se indujo la expresion de la proteina E2FA/B1;1 de maiz utilizando células de E. coli BL21-
CodonPlus®-RIL transformadas con PeX-ZmE2FA/B1;1 como inserto. Posterior a la
induccidn, las células se lisaron y el lisado se hizo pasar por una columna empacada con la
resina de glutation-agarosa. Durante la purificacion, se tomaron muestras de cada fraccion
resultante y se monitorearon por inmunodeteccion empleando los anticuerpos anti
E2FA/B1;1 de maiz (apéndice 2, Fig. A2.A). Se observa la banda del tamano esperado que
incluye el Profinity eXact™ Tag de 8.2 kDa (60 kDa) en el cultivo bacteriano inducido, en el
extracto total de lisis y en la fraccién no adsorbida a la columna, mas no en las eluciones.
Esto indica que E2FA/B1;1 no interacciona de manera inespecifica con la resina de
glutatién-agarosa. Se indujo también la expresion del vector vacio Gateway® pDEST™15
(ThermoFisher Scientific) que codifica para la proteina GST cuya masa molecular predicha
por el programa computacional ExPASy: PeptideMass (Gasteiger, 2005) es de 25.3 kDa. Al
incubar los lisados de los cultivos bacterianos transformados con los vectores Gateway®
pDEST™15 y PeX-ZmE2FA/B1;1 se observa una banda del tamafio esperado para GST (25
kDa) en el cultivo inducido y en la elucién al inmunodetectar con anticuerpos comerciales
anti GST (apéndice 2, fig. A2.B). E2FA/B1;1 estuvo presente en el cultivo inducido mas no
en la elucidn al intentar detectarla utilizando el anticuerpo anti E2FA/B1;1 de maiz (apéndice
2, Fig. A2.C), por lo que pEx-ZmE2FA/B1;1 no interacciona con la proteina GST, la cual
estara fusionada a RBR1 al purificar a los complejos RBR1-E2FA/B1;1.

Una vez eliminada la posibilidad de falsos positivos en los ensayos de interaccién in vitro
entre RBR1 y E2FA/B1;1 de maiz, se indujo la expresién de las proteinas RBR1 y
E2FA/B1;1 utilizando células de E. coli BL21-CodonPlus®-RIL transformadas con pDEST17-
RBR1 PC y PeX-ZmE2FA/B1;1 como insertos (seccidon 6.4.1.3). Los lisados de los cultivos
se incubaron y los complejos resultantes se purificaron por cromatografia de afinidad en una
columna empacada con resina de glutation-agarosa (apéndice 3). En la elucion obtenida, se
logré inmunodetectar a la proteina RBR1 en el tamano esperado (91 kDa, apéndice 3, Fig.
A3.A) utilizando el anticuerpo anti RBR1 de maiz mientras que al tratar de inmunodetectar a

E2FA/B1;1 se obtuvo el mismo patrén de bandas obtenido para RBR1. Ya que ambos
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anticuerpos fueron generados con un péptido inmunogénico fusionado a GST en el extremo
amino, la mezcla de anticuerpos anti E2FA/B1;1 de maiz contienen anticuerpos que
detectan a GST fusionado a RBR1 presente en la elucion de los complejos RBR1-
E2FA/B1;1 (apéndice 3, Fig. A3.B). Para prevenir este artefacto, fue necesario purificar los
anticuerpos anti E2FA/B1;1 utilizando como estrategia la purificacion por membrana

(western blot).

Para purificar los anticuerpos anti E2FA/B1;1, se utilizaron las células disponibles de E. coli
BL21-CodonPlus®-RIL transformadas con la construccion pDEST17-aE2FA/B1;1 (Sanchez-
Camargo, datos no publicados) y se indujo a la proteina de fusidbn que contiene seis
histidinas en el extremo amino y el fragmento correspondiente al péptido inmunogénico
contra el cual se generaron los anticuerpos anti E2FA/B1;1 de maiz en el extremo carboxilo,
de acuerdo a la metodologia descrita en 6.4.2.1. y que permitié6 su purificacion por
cromatografia de afinidad (seccion 6.2.2). La masa molecular de este péptido recombinante
predicha por el programa computacional ExPASy: PeptideMass (Gasteiger, 2005) es de 15
kDa. Las fracciones resultantes en cada paso de la purificacion se monitorearon por
electroforesis en gel de poliacrilamida. Durante la purificacion del péptido fue posible
detectar a la proteina en el tamano esperado en las eluciones obtenidas bajo condiciones
mas acidas (apéndice 4, Fig. A4.A y E5-E8) con la mayor cantidad de péptido purificado
presente en las eluciones 6 y 7 e inmunodetectarla en las mismas con el anticuerpo anti
E2FA/B1;1 (apéndice 4, Fig. A4.B).

Ya que los anticuerpos anti E2ZFA/B1;1 reconocen a la proteina recombinante en el tamafio
esperado en la elucion, se purificaron los anticuerpos con la misma al transferirla a una
membrana por western blot, la membrana resultante se tiid con rojo de Ponceau para
detectar la banda en 15 kDa, recortarla e incubarla con los anticuerpos, posteriormente se
lavo y los anticuerpos unidos de manera especifica fueron eluidos, permitiendo asi eliminar
a los anticuerpos anti GST que estaban presentes. Para demostrar lo anterior, el anticuerpo
purificado (seccion 6.4.2.1) se utilizé para inmunodetectar a E2FA/B1;1 en los cultivos
bacterianos inducidos, en la recombinante purificada y a GST-ZmRBR1 PC (apéndice 4, Fig.
A4.C). Se detectd una sola banda correspondiente a la masa molecular de E2FA/B1;1 en el

cultivo inducido (60 kDa) y la recombinante purificada que podria conservar un fragmento de
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Profinity eXact™ Tag de 8.2 kDa (55 kDa). Ninguna banda fue detectada por el anticuerpo
anti E2FA/B1;1 para el caso de la recombinante GST-ZmRBR1 PC por lo que concluimos

que los anticuerpos purificados ya no reconocen a la proteina GST.

Una vez purificado el anticuerpo anti E2FA/B1;1 de maiz, se determind por triplicado la
interaccion in vitro entre la region que abarca el dominio pocket mas el carboxilo terminal de
RBR1 y E2FA/B1;1 de maiz utilizando los anticuerpos anti RBR1 y anti E2FA/B1;1
purificados de acuerdo a la metodologia descrita en 6.4.1.3. En resumen, las proteinas se
sobreexpresaron en cultivos independientes, éstos se mezclaron, lisaron e incubaron en un
amortiguador en condiciones fisiolodgicas para purificar por afinidad a GST-RBR1 PC con
una resina de glutatién-agarosa y finalmente determinar la interaccion por inmunodeteccion
en caso de que E2FA/B1;1 co-purificara con RBR1 al interactuar con ésta. En la Figura 18 A
se observa que E2FA/B1;1 esta presente en la eluciéon obtenida por lo que GST-RBR1 PC
se une a la resina de glutation agarosa y E2FA/B1;1 co-eluye con RBR1 al interaccionar con

ella y no mediante interacciones inespecificas con la resina o con GST (apéndice 2, Fig. A2).
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Figura 18. Interaccioén in vitro entre RBR1 y E2FA/B1;1 de maiz. A) E2FA/B1;1 coeluye con RBR1 al
purificar a RBR1 por cromatografia de afinidad. Se muestra la inmunodeteccion de E2FA/B1;1 recombinante en
el cultivo bacteriano inducido (I) y la recombinante purificada como controles positivos (R); se observa a
E2FA/B1;1 presente en la elucion (Elu) al ser co-purificada con RBR1 de la resina de glutatién-agarosa
utilizando los anticuerpos anti E2FA/B1;1 de maiz purificados (55 kDa). B) Inmunodeteccion de RBR1
recombinante en el cultivo bacteriano inducido (l), la recombinante purificada (R) y en la elucion al purificarla

por afinidad utilizando la resina de glutation-agarosa utilizando los anticuerpos anti RBR1 de maiz (91 kDa).
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7.2.2. RBR1 y E2FA/B1;1 forman complejos durante la germinacion de maiz

Dado que las proteinas RBR1 y E2FA/B1;1 son reguladores clave para el inicio y avance del
ciclo celular, forman complejos in vitro y estan presentes en los ejes embrionarios de maiz
durante la germinaciéon donde ocurre una reactivacion metabdlica global que incluye la
activacion del ciclo celular, resulta factible que estas proteinas formen complejos in vivo

durante la germinacion.

Para estudiar la interaccion RBR1-E2FA/B1;1 durante la germinacién de maiz, se
entrecruzaron los anticuerpos anti RBR1 de maiz validados en 7.1.3 a la proteina A
acoplada a agarosa con DMP (dimetil pimelimidato), de acuerdo a la metodologia descrita
en 6.4.2 para determinar la presencia de los complejos RBR1-E2FA/B1;1 en extractos
proteicos totales de maiz de 0, 15 y 28 h post imbibicion y evitar la interferencia que
generarian las inmunoglobulinas de cadena pesada (50 kDa) en la deteccion de E2FA/B1;1
de maiz en las eluciones (52 kDa). Durante el entrecruzamiento se tomaron muestras de
cada fraccion resultante: resina sin entrecruzar, fraccion no unida a la resina, resina después
de entrecruzar, fraccidon no unida a la resina y el ultimo lavado a la resina previo a la elucion
de las columnas para 0, 15 o 28 h post imbibicién (apéndice 5, Fig. A5). Utilizando los
anticuerpos anti E2FA/B1;1 se trataron las fracciones obtenidas durante el entrecruzamiento
de la proteina A-agarosa y no fue posible detectar bandas en la resina sin extracto proteico
ni en la resina adicionada con extracto total de 0, 15 y 28 h post imbibicién, por lo que la
resina no posee proteinas unidas a ella que sean reconocidas por los anticuerpos y los
extractos proteicos totales no interacttan de manera inespecifica con la resina. Las
fracciones eluidas de la resina sin entrecruzar y las fracciones no unidas a la resina
mostraron la banda correspondiente a las inmunoglobulinas de cadena pesada (50 kDa)
para las columnas que se utilizaron para inmunoprecipitar los complejos RBR1-E2FA/B1;1
de maiz alas 0, 15y 28 h post imbibicidon y corresponde a las inmunoglobulinas que aunque
se unieron a la resina, no permanecieron unidas ya que no fueron entrecruzadas a ella por lo
que los anticuerpos que quedaron unidos covalentemente no serian separados de la resina
al eluir a los complejos RBR1-E2FA/B1;1, como se muestra en la resina eluida después del

entrecruzamiento (apéndice 5, Fig. A5).
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Una vez verificado el entrecruzamiento de los anticuerpos a la resina, ésta fue incubada con
1 mg de extractos proteicos totales de 0, 15 y 28 h; se observaron diversas bandas en la
fraccion no adsorbida y ninguna en el ultimo lavado de la resina previo a la elucion,
asegurando asi que las proteinas presentes en las eluciones seran las debidas a la
interaccion de las proteinas de los extractos proteicos totales con el anticuerpo entrecruzado
a la resina y no por alguna otra (apéndice 5, Fig. A5). Posterior a los lavados de las
columnas, se eluyeron las proteinas unidas a los anticuerpos anti-RBR1 y se
inmunodetectaron utilizando el anticuerpo anti E2FA/B1;1. Se logré detectar una banda de
52 kDa en los extractos proteicos utilizados como control positivo en todos los tiempos
estudiados y en las eluciones, por lo que E2FA/B1;1 esta presente en la eluciones debido a
su interaccion con RBR1 enddégena y esta ultima fue detectada con los anticuerpos
correspondientes de manera especifica (Fig. 19 A). De igual manera, se utilizaron los
anticuerpos anti RBR1 de maiz para inmunodetectar a RBR1 tanto en las eluciones de las
columnas como en los extractos proteicos totales y se observé una banda alrededor de 74
kDa correspondiente a RBR1 de maiz (Fig. 19 C). Por todo lo anterior podemos concluir que
las proteinas RBR1 y E2FA/B1;1 forman complejos durante la germinacién de ejes

embrionarios de maiz al ser detectados en la eluciones obtenidas.
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Figura 19. Interaccién in vivo entre RBR1 y E2FA/B1;1 de maiz. A) Inmunodeteccion de E2FA/B1;1 en
extractos totales de 0, 15 y 28 h post imbibicién y en complejo con RBR1 de maiz presente en las eluciones a
los mismos tiempos utilizando los anticuerpos anti E2FA/B1;1 de maiz (52 kDa). B) Inmunodeteccion de RBR1
de maiz presente en los extractos proteicos y en las eluciones de 0, 15 y 28 h post imbibicion utilizando el

anticuerpo anti RBR1 de maiz (74 kDa).
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7.3. RBR1 se asocia a loci blancos de E2F importantes para la fase S del ciclo celular

durante la germinacion de maiz

Mas alla de describir la interaccion RBR1-E2FA/B1;1, resulta importante conocer las
funciones que estos complejos podrian estar llevando a cabo durante la germinacion de
maiz. Debido a que la funcién candénica de RBR1 durante el ciclo celular es reprimir la
expresion de genes blanco de E2F, es fundamental determinar la asociacion de RBR1 a
genes como: MCM3, RPA2 y PCNA1 importantes para la entrada a la fase S. Para que las
células entren a fase S, debe llevarse a cabo el ensamble del complejo pre-replicativo en los
sitios de origen de la replicacion, dicho complejo reclutara a MCM3 como parte de la
helicasa de DNA y separara el DNA en dos hebras sencillas para que RPA2 se una a ambas
cadenas, evitando asi que se formen estructuras secundarias y la DNA polimerasa & pueda
unirse a ellas y duplicarlas. PCNA1 es el factor de procesividad de la polimerasa y permite
que ésta pueda llevar a cabo ciclos cataliticos progresivos sin disociarse del DNA por lo que
la expresion de estos genes y su traduccion es fundamental para la entrada a la fase S del

ciclo celular.

Se realizaron ensayos de inmunoprecipitaciéon de la cromatina asociada a RBR1 utilizando
extractos nucleares de puntas de raiz de ejes embrionarios, tejido en el cual se encuentra el
meristemo de raiz que posee nichos de células altamente proliferativas y que con la entrada
de agua a la semilla durante la germinacion reactivaran sus procesos metabdlicos
incluyendo al ciclo celular. Ya que RBR1 y E2FA/B1;1 forman complejos durante la
germinacion, se esperaria que RBR1 se asocie a través de E2FA/B1;1 a la secuencia
consenso reconocida de manera especifica por ésta y que es parte de los promotores de
MCM3, RPA2 y PCNA1 (apéndice 6. Tabla A.6.1, Sanchez-Camargo, datos no publicados).

Para lo anterior, se germinaron semillas por 0, 15 y 28 h por triplicado, se extrajeron las
puntas de raiz de los ejes embrionarios resultantes y el tejido se entrecruzé con
formaldehido para fijar los complejos proteicos a las regiones de DNA a las cuales se
encontraran asociados en esos tiempos. De este tejido se obtuvieron extractos nucleares,

éstos se sonicaron para obtener fragmentos de DNA de 300-800 pb adecuados para la
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técnica, se incubaron con proteina A agarosa, con los anticuerpos anti RBR1 de maiz o con
el suero preinmune como control negativo. Los complejos proteicos con RBR1 y el DNA
asociado unidos a la resina se lavaron, se eluyeron y se desentrecruzaron para finalmente
purificar el DNA presente en las eluciones de acuerdo a lo descrito en la seccién 6.5. Se
disefiaron cebadores especificos y se amplificaron los sitios E2F en los promotores de los
genes MCM3, RPA2, PCNA1 y al promotor de CYCD3;1a (apéndice 6. tabla A.6.2, Sanchez-
Camargo, datos no publicados) que no contiene sitios de reconocimiento por el factor
transcripcional E2F, como control negativo, utilizando el DNA purificado como templado de
acuerdo a la metodologia descrita en 6.5.3. Se observé que RBR1 se une a los sitios E2F
presentes en los promotores estudiados al detectar los amplicones en los tamafios
esperados a las 0 h, donde posiblemente las células se encuentran en G4, la asociacion
parece disminuir a las 15 h durante la fase S, e incrementar de nuevo a las 28 h donde las
células se encontrarian ya sea en la fase de mitosis o bien en la transicion hacia G del ciclo
celular (Fig. 20 B). Se utilizé el promotor del gen de CYCD3;7a que no contiene sitios de
union a E2F en su secuencia como control negativo y no se observo la asociacion de RBR1
a esta region. Se encontré también a RBR1 asociado al sitio de inicio de la transcripcion,
gue no posee sitios canonicos E2F en su secuencia; lo anterior podria deberse al traslape
de los cebadores que amplifican esta region, con la que amplifican los sitios E2F (Fig. 20 A)
o debido a la cercania entre estas regiones (100-150 pb) donde la region ocupada de las
mismas por los complejos RBR1-E2F y otras proteinas podrian abarcar mas de un sitio. Se
utilizaron como controles negativos al suero preinmune y a la reaccion de PCR sin templado.
En ninguno de los casos se observaron amplicones por lo que la interaccién de RBR1 con
los sitios estudiados esta dada por el reconocimiento especifico del anticuerpo anti RBR1 de

maiz por RBR1 y el DNA asociado a 0, 15y 28 h de imbibicidn y no por alguna otra razon.
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Figura 20. Asociaciéon de RBR1 a los sitios E2F presentes en los promotores de MCM3, PCNA1y RPA2

durante la germinacion de maiz. A. Diagrama esquematico de los promotores de MCM3, RPA2y PCNA1. Se

muestran en rectangulos grises los sitios consenso reconocidos por E2F y con una flecha el sitio de inicio de la

transcripcion. Los segmentos inferiores indican la region que amplifican los cebadores (Sanchez-Camargo,

datos no publicados). B. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los amplicones obtenidos a partir de
cromatina asociada a RBR1 correspondiente a la regién promotora de MCM3, RPA2, PCNA1y CYCD3;1a

durante 0, 15y 28 h de imbibicién determinada por ChIP-PCR. Se muestran los sitios E2F en nimeros, el sitio

de inicio de la transcripcién (TSS), el marcador de tamafio molecular (MTM), input (I), cromatina asociada a

RBR1 (RBR1) y al suero preinmune (M) y la reaccion sin templado (-).
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8. Discusion de resultados

8.1 La proteina RBR1 se expresa en extractos proteicos y durante la germinacion de

maiz

Todos los reguladores del ciclo celular que se han buscado a nivel de proteina se
encuentran en el eje embrionario durante la germinacion (Garcia et al., 2002 y 2006;
Gutierrez et al., 2005; Sanchez et al., 2005; Lara-Nunez et al., 2008; Godinez-Palma et al.,
2013; Garza-Aguilar et al., 2017), lo cual nos hace pensar que el ciclo celular y su
reactivacion durante la germinacion es una compleja red de procesos bioquimicos y
fisiolégicos que involucra a una gran cantidad de reguladores actuando de manera
sincronizada y funcionando ordenadamente en tiempo y espacio para coordinar el desarrollo
adecuado de una nueva planta. Dentro de los reguladores del ciclo celular, la proteina de
retinoblastoma permite el avance ordenado del ciclo al regular la actividad de los complejos
heterodimericos de factores transcripcionales E2F/DP y al ser fosforilada por complejos
CDK/CYCD liberara al factor transcripcional permitiendo que se transcriban los genes cuyas
funciones son requeridas para la entrada a la fase S, donde el material genético se duplica.
Cuando estas funciones ya no sean requeridas, inhibira al complejo E2F/DP inactivando
nuevamente la transcripcion. En general, el nuimero de genes y proteinas de RBRs en
plantas es mayor que en animales (Lendvai et al, 2007; Sabelli y Larkins, 2015) y el
estudiarlas se convierte en un punto de suma relevancia para conocer sus posibles
funciones o si existe redundancia funcional. EI genoma de maiz (Zea mays) posee cuatro
genes RBR que pueden ser separados en dos tipos, RBR1/RBR2 y RBR3/RBR4 debido a la
alta similitud entre sus secuencias (Sabelli y Larkins, 2006). Una hipoétesis podria ser que
cada una de ellas se expresa en tejidos y etapas distintas del desarrollo, llevando a cabo
funciones similares; sin embargo, se ha reportado que RBR171 se expresa de manera
constitutiva durante el desarrollo de endospermo y RBR3 esta asociado a actividad mitotica;
ademas, RBR3 es blanco de la via RBR1/E2F (Sabelli y Larkins, 2005) por lo que sus
funciones no son redundantes y es necesario contar con anticuerpos que permitan
reconocer a la proteina de interés para poder inferir su funciéon o posibles funciones durante
la germinacién de maiz. RBR1 es ortdlogo de Rb de humanos y controla la proliferacion

celular durante el desarrollo de endospermo (Sabelli y Larkins, 2005); ademas, se han
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descrito las interacciones entre ZmRBR1 y E2Fs de distintas especies asi como la
regulacion negativa de genes blanco de E2F a través de ZmRBR1 (Huntley et al., 1998; de
Jaguer et al., 2001; Sabelli et al., 2013). Sin embargo, no se han descrito éstas durante la
germinacion de maiz donde se han encontrado expresados a otros reguladores clave del
ciclo celular. Con base en lo anterior, se eligi6 a RBR1 como candidato para el estudio de su
interaccién con miembros de la familia de factores transcripcionales E2F y su papel candnico
como represor transcripcional marcando un primer acercamiento a las posibles funciones
que podria estar llevando a cabo como regulador clave del ciclo celular durante la

germinacion de maiz.

Durante el presente trabajo y como paso critico para la realizacion del mismo, se validaron
los anticuerpos anti RBR1 de maiz generados anteriormente (Zamora-Zaragoza, datos no
publicados). Utilizando la regién que corresponde al péptido inmunogénico como anzuelo, se
hizo un BLAST en la base de datos del genoma de maiz (Gramene.org, release 56) y se
obtuvo como resultado los numeros de acceso que corresponden a RBR1 y RBR2 de maiz
(GRMZM2G003043 y GRMZM2G153150 respectivamente), los cuales comparten un 90%
de identidad en secuencia y que podrian ser productos de un evento de duplicacién génica;
sin embargo, los niveles de transcrito de RBR1 superan a los de RBR2 en embriones de
maiz en una relaciéon 2:1 (Najera-Martinez et al.,, 2008). Se validaron entonces los
anticuerpos capaces de distinguir a RBR1 y 2 de entre el resto de los miembros de la familia
de represores transcripcionales RBR de maiz, los cuales habian sido caracterizados

anteriormente y que comprende de cuatro miembros (Sabelli et al., 2013).

Con los anticuerpos validados anti RBR se detecté una banda de 74 kDa era RBR1 (fig. 16).
El tamano tedrico esperado de RBR1 es de 96 kDa, y anteriormente se reportd su
inmunodeteccidn en extractos proteicos totales de endospermo de maiz en ese tamano
esperado, mas una banda debajo de 75 kDa con una intensidad mayor (Sabelli et al., 2013).
En otro reporte se inmunodetecté a RBR1 en puntas de hoja de maiz en 100 kDa y también
se detectaron otras bandas alrededor de 80 kDa (Huntley et al., 1998). Aunque en este
trabajo se lograron detectar bandas poco representadas de 100 kDa en extractos totales de
puntas de hoja de maiz, éstas no desaparecieron durante los ensayos de competencia

realizados y no fue posible detectarlas en extractos totales durante la germinacién de

74



semillas de maiz, ni en extractos proteicos nucleares de ejes embrionarios de maiz donde la
banda de 74 kDa fue inmunodetectada con el anticuerpo a validar y con un anticuerpo
comercial anti-RBR de Arabidopsis thaliana de longitud completa (Fig. 17). Por lo tanto, la
banda de 74 kDa puede corresponder a un producto de protedlisis de RBR1 de maiz, a
pesar de haber obtenido los extractos proteicos utilizando distintos amortiguadores e
inhibidores de proteasas, asi como el seguimiento estricto del mismo protocolo utilizado por
Huntley y sus colaboradores en 1998. Aunado a lo anterior, el anticuerpo validado reconoce
al extremo carboxilo de RBR1 por lo que el fragmento faltante podria corresponder al
extremo amino de la proteina y corresponde con los valores reportados para un marco de
lectura abierto capaz de codificar a ZmRBR1 de 683 aminoacidos (75 kDa) (Xie et al., 1998)
y que conserva los dominios pocket y carboxilo terminal criticos para su funcion (Ramirez-
Parra et al., 1999), aunque se requeriran mas experimentos para poder discernir de manera

precisa entre estas diferencias.

8.2. RBR1 interacciona con E2FA/B1;1 in vitro e in vivo durante la germinaciéon de

semillas de maiz

La funcién canoénica de RBR como regulador negativo del ciclo celular durante la transiciéon
G1-S esta basada en la interaccidon de RBR con el dimero de factores transcripcionales
E2F/DP para formar complejos que inhiben la transcripcion de genes de fase S blancos de
E2F. Existen reportes en los que se ha descrito la interaccion de RBR1 de maiz con E2F1
de humanos (Huntley et al., 1998), E2Fa y b de Arabidopsis thaliana (de Jager et al., 2001) y
con E2F de trigo (Triticum monococcum) (Ramirez-Parra et al., 1999) mediante ensayos de
doble hibrido. En este ultimo reporte también se realizaron ensayos de pull down utilizando
extractos proteicos totales de trigo y dos proteinas RBR recombinantes: una que incluye los
dominios pocket y carboxilo terminal y otra a la que le fue sustraida la region carboxilo
terminal. Con estos experimentos demostraron que el dominio carboxilo de ZmRBR1 es
necesario para que interactue con TmE2F, aunque estas interacciones no han sido descritas

con E2Fs de maiz.

Se caracterizd previamente a los miembros de la familia de factores transcripcionales

E2F/DP de maiz de los cuales ZmE2FA/B1;1 se observd mas representado en tejidos
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proliferativos, mientras que durante la germinacién de semillas de maiz mostré un patrén de
acumulacion durante su avance con un pico maximo a las 18 h, tiempo en que la mayoria de
las células del eje embrionario ha entrado a la fase S del ciclo celular (Sanchez-Camargo,
datos no publicados). Se estudi6 a E2FA/B1;1 a nivel de proteina y su abundancia no
cambié o cambié muy poco durante la germinacion de semillas de maiz (Suarez-Espinoza,
tesis de licenciatura 2017), lo cual sugiere la existencia de otros mecanismos que podrian
estar regulando su actividad mas alla de la degradacion proteica, como su interaccion con la

proteina relacionada a retinoblastoma RBR1.

La interaccion in vitro entre RBR1 y E2FA/B1;1 de maiz se determind mediante la
sobreexpresion en cultivos independientes de las proteinas recombinantes GST-RBR1 PC
(que posee los dominios pocket y carboxilo terminal de RBR1) y PeX-E2FA/B1;1 (que
expresa a E2FA/B1;1 de longitud completa) (apéndice 1, fig. A1). La presencia de los
complejos en las eluciones fue determinada por inmunodeteccion por western blot utilizando
los anticuerpos anti-E2FA/B1;1 purificados (fig. 18) y anti RBR1 de maiz validado
anteriormente (fig. 16). Nuestros resultados demuestran que E2FA/B1;1 se encuentra
presente en las eluciones obtenidas por lo que forma complejos con RBR1 de maiz a través
de sus dominios pocket y carboxilo terminal, esta interaccion esta dada sélo por la afinidad
entre sus secuencias y no por las interacciones entre GST y E2FA/B1;1 ni de esta ultima con
la resina utilizada (apéndice 2, fig. A2). Esta interaccion, al menos in vitro, no habia sido
descrita entre RBR1 y ningun miembro de la familia de factores transcripcionales E2F de
maiz, en este caso E2FA/B1;1 que podria considerarse un E2F activador ya que posee
caracteristicas en su secuencia muy similares a E2Fs a y b, también activadores en
Arabidopsis thaliana. Sin embargo, mas experimentos son necesarios para determinar si
ZmRBR1 forma complejos con otros miembros de la familia E2F de maiz y si
ZmRBR3/RBR4 podrian formar complejos con E2FA/B1;1. Por otra parte, el estudio de la
bioquimica de esta interaccion necesita completarse usando diferentes fragmentos de RBR1

para conocer mas sobre la naturaleza de esta interaccion.

Las interacciones entre proteinas tienen funciones clave en todos los procesos celulares y el
caracterizarlas son un requisito para el entendimiento de estos procesos a nivel molecular y

bioquimico. Una de las preguntas que surgio del estudio de la interaccion in vitro entre RBR1
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y E2FA/B1;1 de maiz fue si estas proteinas forman complejos no sélo por afinidad entre sus
secuencias proteicas, sino en el contexto y ambiente celular de la germinacion de semillas

de maiz.

Para determinar la interaccion in vivo entre RBR1 y E2FA/B1;1 durante la germinacion de
semillas de maiz se eligid6 como estrategia la coinmunoprecipitacion de los complejos
presentes en extractos proteicos totales de semillas secas y germinadas por 15 y 28 h,
utilizando el anticuerpo anti-RBR1 de maiz validado previamente (Fig. 16) y entrecruzado
mediante uniones covalentes a una resina para evitar de esta manera la coelucion de las
inmunoglobulinas de cadena pesada (50 kDa) con los complejos RBR1-E2FA/B1;1, cuya
deteccion proporcionaria falsos positivos al tratar de inmunodetectar a E2FA/B1;1 en 52
kDa. Esta estrategia fue elegida tras llevar a cabo, bajo distintas condiciones, la
coinmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-ZmE2FA/B1;1 'y no conseguir la

inmunoprecipitacion de ninguna proteina dentro de los limites de deteccidn por western blot.

En la Figura 19 se demuestra que RBR1 y E2FA/B1;1 coeluyen al separar a los complejos
presentes en los extractos proteicos de los anticuerpos anti-RBR1 de maiz entrecruzados a
la resina; ambas proteinas fueron detectadas en el tamafo esperado (74 y 52 kDa
respectivamente) en los extractos totales utilizados como control positivo y en la eluciones,
por lo tanto, RBR1 y E2FA/B1;1 forman complejos in vivo en la semilla secay alas 15y 28 h

post imbibicion de semillas de maiz.

Una semilla seca mantiene un metabolismo practicamente nulo hasta que la entrada de
agua provoca el despertar metabdlico de la semilla latente y la reanudacién de sus procesos
de desarrollo (Bewley y Black, 1994), para permitir que las células del eje embrionario se
sometan a la primera ronda de division celular. Las células en los meristemos son las
primeras en activarse (Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003) y, en maiz, la fase S comienza
alrededor de las 12 h de imbibicién y la primera aparicidon de figuras mitéticas ocurre hacia
las 24 h (Baiza et al., 1989); ademas, tanto en maiz como en Arabidopsis thaliana las células
en los meristemos alcanzan etapas tempranas de mitosis antes de que la radicula protruya
(Baiza et al., 1989; Masubelele et al., 2005).
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Con base en lo anterior y en los resultados obtenidos en este trabajo, RBR1 se encontré en
complejo con E2FA/B1;1 en la semilla seca (0 h, Gy) lo cual resulta interesante dada la
virtualmente nula actividad metabdlica en estas semillas. Es posible que esto represente
mas bien el estado metabdlico de las células al momento de su desecacion. La entrada de
agua a la semilla provoca que las células en los tejidos del eje embrionario se reactiven y
con el tiempo entren a ciclo celular. A las 15 h se esperaria que las células se encuentren en
fase S, donde el material genético se duplica. A este tiempo y de acuerdo al modelo
canodnico, se esperaria que RBR1 fuera fosforilado por complejos activos CDK/CYCD vy
como consecuencia liberaran a E2FA/B1;1 para que la transactivacion de sus genes blanco
especificos de fase S se llevara a cabo. Sin embargo, RBR1 se mantuvo en complejo con
E2F aunque no es clara la ubicacion de esos complejos. A las 28 h RBR1 formé complejos
con E2F probablemente debido a que algunas células podrian haber iniciado una nueva

ronda de division celular y encontrarse en Gy.

El hecho de que el complejo RBR1-E2FA/B1;1 aun esté presente a las 15 h post imbibicién
donde las células se encontrarian en la fase S del ciclo celular, podria deberse a que las
células no estan sincronizadas y a ese tiempo exista un poo/ de RBR1 que aun se encuentre
en complejo con E2FA/B1;1, o bien existan otros mecanismos que regulen al complejo
RBR1-E2FA/B1;1 como: a) la ubicacion de los complejos en loci celulares diferentes en la
cromatina, en donde la regulacion por fosforilacion tendria lugar, b) el complejo RBR1-
E2FA/B1;1 posea otras funciones especificas durante la fase S o c) que la activacién de los
genes blanco de E2F especificos de fase S se pueda llevar a cabo mediante un mecanismo

independiente de la interaccién con RBR1.

Para apoyar estas especulaciones, existen reportes sobre la formacion de complejos RBR-
E2F in vivo durante la proliferacion celular en hojas de Arabidopsis thaliana donde se
observd que RBR se encuentra en complejo con E2FA cuando la mayoria de las células
proliferan y con E2FB cuando comienzan a diferenciarse. En lineas sobreexpresantes de
CYCD3;1 se incrementa la abundancia de los complejos RBR-E2FA y disminuye la de los
complejos RBR-E2FB; ademas, no es posible detectar la fosforilacion por CDK-CYC en los
residuos Ser807/811 de RBR al encontrarse en asociacion con E2FA. En resumen, RBR al

ser fosforilado, libera a E2FB y promueve la proliferacion, mientras que E2FA permanece
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asociado a RBR y mantiene los meristemos al reprimir la diferenciaciéon celular (Magyar et
al., 2012).

Se ha descrito que la funcion de la proteina TOR1 se encuentra rio arriba o en paralelo de la
via RBR1-E2F en la estimulacion del ciclo celular. En respuesta a glucosa, TOR1 fosforila el
extremo amino de E2FA, lo cual resulta en su activacién y la entrada a la fase S en el
meristemo de raiz quiescente, aunque no estudiaron la presencia de RBR en complejo con
E2FA (Xiong et al., 2013). Ademas, mediante estudios computacionales, se encontrd que el
95% de los genes blanco de E2Fa putativos en Arabidopsis coinciden con los genes
activados por la via TOR1-glucosa por lo que E2Fa es sustrato de la cinasa TOR1 y ésta
controla la proliferacion celular a través del factor transcripcional E2F, lo cual rompe el
concepto de la regulacion del ciclo celular basada en la cascada conservada CDK-CYC-
RBR-E2F. La conexion directa TOR-E2F provee una entrada al ciclo celular alternativa a
través de senalizacion por glucosa en los meristemos de otros 6rganos y en otros

eucariotes.

En el alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii el homélogo de RBR, MAT3, al ser
fosforilado permanece unido al heterodimero E2F1/DP durante todas las fases del ciclo
celular al formar un complejo ternario con la cromatina. El estado de fosforilacion podria
cambiar las interacciones de este complejo ternario con otras proteinas efectoras para

reprimir o activar la progresion del ciclo celular (Olson et al., 2010).

En células animales, el dafio al DNA promueve la formacion estable del complejo Rb-E2F1
en células proliferativas y estos complejos son detectables incluso cuando Rb se encuentra
fosforilado (lanari et al., 2009). En otro estudio, el dafio al DNA promueve la
monofosforilacion de Rb y lo activa para regular la transcripcion y en células sanas, Rb es
monofosforilado en G;i temprana por complejos activos Cdk4/6-CycD y es capaz de
interactuar con E2F1-4; en G4 tardia es hiperfosforilado por Cdk2-CycE y mantiene este
estado durante las fases S, G, y M; sin embargo, su interaccion con E2F no fue estudiada
(Narasimha et al., 2014).

Debido al alto grado de conservacion de estas proteinas en distintos reinos, seria de
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esperarse que la regulacion de los complejos RBR/E2F mantuviera algunas similitudes en
maiz. Con base en los estudios realizados en nuestro laboratorio, sabemos por
aproximaciones in vitro que RBR1 es fosforilada al menos en la regién carboxilo por
diferentes complejos de CDKA con CYCsD (CYCD2;2, CYCD4;2, CYCD5;3 y CYCDG6;1)
(Godinez-Palma et al., 2017) pero seran necesarios mas experimentos para determinar el
estado de fosforilacion de RBR1 en complejo con E2FA/B1;1 a los tiempos estudiados, asi
como su interaccion con otros miembros de la familia de factores transcripcionales E2F y
otras proteinas para saber mas sobre la naturaleza de esta interaccion y su relevancia

fisioloégica durante la germinacion de maiz.

8.3. RBR1 se asocia temporalmente a los promotores de los genes blanco de E2F

importantes para la fase S del ciclo celular durante la germinaciéon de maiz

La via RBR/E2F juega un papel crucial en la regulacion de la expresion génica tanto en
células proliferativas como en células diferenciadas. Los sitios de union al DNA de la
proteina E2F contienen a la secuencia consenso TTT(C/G)(C/G)CGC y estan presentes en
los promotores de genes cuyas funciones son requeridas para la proliferacion celular y estan
conservados en genes de plantas (Albani et al., 2000; Magyar et al., 2000; Ramirez-Parra y
Gutierrez, 2000; Kosugui y Ohashi, 2002b). La represion de los genes blanco de E2F ocurre,
posiblemente y no exclusivamente, mediante el enmascaramiento del dominio de
transactivacion de E2F al interactuar con RBR y/o mediante el reclutamiento de factores

remodeladores de la cromatina.

Mas alla de la interaccion entre RBR1 y E2FA/B1;1 y de si estos complejos estan presentes
durante la germinacion de semillas de maiz, resulta importante saber si RBR1 se encuentra
unido a promotores de genes blanco de E2F especificos de fase S en su papel como
represor transcripcional. Los ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina asociada a
RBR1 presentados en este trabajo (Fig. 20) muestran que en la semilla seca RBR1 se
encuentra unido a los sitios E2F de los promotores de MCM3, RPA2 y PCNAT; a su vez se
encontro asociado al sitio de inicio de la transcripcion, el cual no posee sitios de union a E2F
consenso. Estas asociaciones disminuyen a las 15 h y son visibles de nuevo a las 28 h por

lo que RBR1 modifica su interaccién con estos sitios durante la germinacién de maiz. Las
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regiones promotoras de los genes que se estudiaron contienen mas de un sitio de unién a
E2F en su secuencia y la cercania entre ellos no permite el disefio de cebadores que
permita amplificarlos de manera independiente, de igual manera la cercania entre estos
sitios y el sitio de inicio de la transcripcion provoca el traslape de los cebadores disefiados
para amplificarlos (Fig. 20 A) y ocasiona que el sitio de inicio de la transcripcion sea
amplificado a pesar de no tener un sitio E2F en su secuencia. Aunado a esto, al sonicar la
cromatina se obtuvieron fragmentos de 300-700 pb de tamafo correspondientes a lo
recomendado para la técnica, que podrian contener a RBR1 unido a otros sitios presentes

en los fragmentos aumentando asi la posibilidad de su amplificacion.

Cualquiera que fuera el caso, RBR1 esta unido a los promotores de MCM3, RPA2 y PCNA1
muy probablemente a través de E2F en la semilla seca cuando las células se encuentran en
G1 y RBR1 podria estar reprimiendo su transcripcion, ya que su expresion no es requerida
sino hasta la fase G1 avanzada. Conforme la germinacion avanza y debido a que las células
no estan sincronizadas, esta asociacion disminuye mas no desaparece a las 15 h cuando
algunas de las células podrian haber iniciado la replicacion del material genético en la fase
S, mientras que otras probablemente permanecen en G4 La expresion de estos genes es
critica para el avance del ciclo celular y RBR1, al liberar a E2F permite su expresion. A las
28 h la asociacion parece incrementar de nuevo cuando ha iniciado la mitosis y algunas

células han comenzado una nueva ronda de division celular (salida a Gy).

A las 15 h (Fig. 20 B) RBR1 liberaria al dimero de factores transcripcionales E2F/DP,
probablemente E2FA/B1;1, debido a su fosforilacion en multiples sitios por complejos activos
CDK/CYC. Aunque durante la germinacién la formacion de los complejos proteicos
RBR1/E2FA/B1;1 no cambie (Fig. 19), su asociacion podria disminuir al menos para los

complejos ubicados en los promotores de MCM3, RPA2y PCNAT.

En un reporte en callos transgénicos de maiz donde RBR1 esta inhibido, los niveles de
mensajero de RBR3, el cual posee cuatro sitios E2F en su promotor, parecen estar
controlados por RBR1 a través de la actividad de E2F/DP (Sabelli et al., 2005), aunque sélo
demuestran la interaccion in vitro de un solo miembro de la familia E2F de maiz, E2F1. En

una linea transgénica de maiz que regula negativamente a RBR1 en endospermo en
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desarrollo mediante RNAI, los genes RBR3, MCM2-7 y PCNA son regulados positivamente
(Sabelli et al., 2013) lo que sugiere de manera indirecta que la ausencia de RBR1 permite la

expresion de estos genes al no interactuar con E2F/DP e inhibirlos.

En células de tabaco, la expresion del gen que codifica para la proteina viral WDV Rep A
(wheat dwarf virus replication associated protein) estimula la division celular, ya que al
interactuar con ZmRBR1 lo inactiva y permite la expresion de los genes blanco de E2F. Por
otro lado, la expresién de RBR1 inhibe la division celular al reprimir la expresion de los
genes de fase S (Gordon-Kamm et al., 2002). En una linea transgénica de tabaco en la cual
RBR es regulado negativamente, se determind mediante PCR semicuantitativo que la
transcripcion de genes blanco de E2F como RNR, PCNA, MCM y CDC6 (Chaboute et al.,
2000; Egelkrout et al., 2002; de Jager et al., 2001; Stevens et al., 2002) se incrementa, lo
cual es un indicativo de la liberacidon de E2F de la represion transcripcional mediada por
RBR que probablemente lleva al inicio de la replicacion del DNA y la progresidon del ciclo

celular.

Debido al alto grado de conservacion de RBR y E2F en eucariotes, asi como de otras
proteinas reguladoras del ciclo celular como CDKs, CYCs entre otras, seria de esperarse
que la regulacién de los complejos RBR/E2F y su asociacion a promotores de genes de fase
S sea similar en maiz. RBR1 y E2FA/B1;1 forman complejos in vitro y son aparentemente
constantes durante la germinacion de ejes embrionarios de maiz; por otra parte, RBR1 se
asocia a los promotores de MCM3, RPA2 y PCNA1 blanco de E2F y su asociacion cambia
durante la germinacion, por lo que deben existir otros mecanismos mediante los cuales se
regule la formacion de estos complejos y sus funciones durante la germinacién como la
ubicacion de los complejos en loci celulares diferentes en la cromatina, en donde la
regulacion por fosforilacion tendria lugar o el complejo posea otras funciones especificas
durante la fase S, entre otros. Cualquiera que sea el caso, mas estudios seran necesarios
para dilucidar de manera precisa la manera en la que el complejo RBR1-E2FA/B1;1 se
regula durante la germinacion, y si la asociacion de RBR1 a los loci estudiados en el
presente trabajo ocurre a través de E2FA/B1;1 o algun otro miembro de la familia de factores

transcripcionales E2F de maiz.
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9. Conclusiones

Con los resultados de este trabajo se establecié el primer estudio sobre la funcion de RBR1

como regulador del ciclo celular durante la germinacion de maiz.

Se validaron los anticuerpos anti-RBR1 de maiz que habian sido generados anteriormente
capaces de reconocer a las proteinas RBR1 y 2 de maiz de manera especifica. Con estos
anticuerpos fue posible identificar a RBR1 en tejidos proliferativos como los ejes
embrionarios de semillas de maiz, en tejidos diferenciados como punta de hojas de maiz y
extractos nucleares de ejes embrionarios de maiz por lo que RBR1 es una proteina nuclear

con funciones durante la proliferacion y diferenciacion celular.

La formacion de los complejos RBR1/E2FA/B1;1 durante la germinacion de maiz es
regulada posiblemente de forma distinta a la fosforilacién candénica de RBR por complejos
CDK/CYC ya que la presencia de estos complejos no cambia durante la germinacion de
semillas de maiz. Seran necesarios experimentos adicionales para conocer el estado de
fosforilacion de RBR1 y E2FA/B1;1 y conocer mejor el papel de esta interaccion durante la

germinacion y su relevancia fisiolégica en la progresién ordenada del ciclo celular.

La ocupacién de los promotores de MCM3, RPA2 y PCNA1 por RBR1 cambia con el avance
del ciclo celular durante la germinaciéon de semillas de maiz. Esta es la primera evidencia
que se tiene sobre el papel de RBR1 en ejes embrionarios de maiz durante la germinacion
en su papel candénico como represor transcripcional de los genes blanco de EZ2F,
posiblemente E2FA/B1;1, durante la transicion G4-S del ciclo celular. Al menos para los
genes estudiados en el presente trabajo, RBR1 ocupa la regién promotora en la semilla seca
cuando las células se encuentran en G4 del ciclo celular, a las 15 h post germinacion ésta
asociaciéon disminuye cuando las células se encontrarian en fase S y a las 28 h incrementa
con el inicio de un nuevo ciclo. De igual manera, mas experimentos seran necesarios para
conocer con exactitud las asociaciones en estos promotores con los distintos miembros de la
familia de factores transcripcionales E2F in vivo asi como el estudio de otros genes

importantes para la transicion G¢-S.
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10. Perspectivas

En este trabajo, se abrieron algunas vertientes para continuar esclareciendo las funciones
de RBR1 como represor transcripcional y la regulacion de los complejos RBR1/E2FA/B1;1
durante la germinacion. En primera instancia, determinar el estado de fosforilacion de RBR1
en complejo con E2FA/B1;1 durante la germinacién de maiz mediante geles Phos-Tag™ vy
western blot o por inmunodeteccion utilizando anticuerpos comerciales que reconozcan
distintas fosforilaciones en RBR. Ademas, realizar los ensayos de interaccion tanto in vitro
como in vivo de RBR1 y E2FC, un E2F que comparte caracteristicas en su secuencia
similares a los E2F represores de Arabidopsis thaliana, asi como los ensayos de
fosforilacion de RBR1; de esta manera podrian compararse con los resultados obtenidos en
el presente trabajo y conocer la especificidad en cuanto a la formacion de complejos y la
regulacion de ellos durante la germinacidon. De igual manera, seria relevante la generacion
de anticuerpos que reconozcan a RBR3 y 4 para llevar a cabo estos mismos experimentos
ya que a pesar de la gran conservacion de los mecanismos y proteinas reguladoras del
ciclo, las plantas poseen un mayor numero de genes y miembros de las diferentes familias
que participan en el ciclo celular, razén por la cual conocerlas individualmente se convierte
en un punto de suma relevancia para resolver preguntas puntuales sobre las funciones que

podrian estar realizando o si existe redundancia funcional.

Ya que RBR1 se une a los promotores de distintos genes a través de E2F, para determinar
si es a través de E2FA/B1;1 se debera hacer el experimento contrario, donde se
inmunoprecipite la cromatina asociada a E2FA/B1;1 y se busquen los mismos sitios para
colocar a ambas proteinas en el mismo tiempo y espacio, asi como a otros miembros de
ambas familias. Ademas, seria recomendable realizar ensayos de inmunoprecipitacion de la
cromatina utilizando anticuerpos comerciales que reconozcan marcas de histonas, ya sean
activadoras o represoras, mediante inmunoprecipitacion utilizando extractos proteicos y asi
determinar la presencia también de otras proteinas remodeladoras de la cromatina como
histonas desacetilasas, proteinas del complejo remodelador de nucleosomas y otras
proteinas que pudieran ser reclutadas por RBR como represor transcripcional y conectar asi

la via RBR-E2F/DP con el control epigenético.
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12. Apéndices

Apéndice 1. Expresién y purificacion de las proteinas GST-ZmRBR1 y ZmE2FA/B1;1

recombinantes.

Figura A1. A. Induccion de la expresion de la proteina RBR1 recombinante fusionada a GST por
electroforesis (SDS-PAGE) e inmunodeteccion utilizando el anticuerpo anti ZmE2FA/B1;1 (91 kDa).
B. Induccién de la expresion de la proteina ZmE2FA/B1;1 recombinante fusionada al Profinity
eXact™ Tag por electroforesis (SDS-PAGE) e inmunodeteccion utilizando el anticuerpo anti
ZmRBR1 (60 kDa). Se indica para todos los casos: el marcador de masa molecular (MMM), el cultivo
bacteriano sin inducir (Sl), cultivo inducido (l), extracto total de lisis (Lis), fraccion no adsorbida

(FNA), el lavado de la columna (Lav) y las eluciones de las proteinas (E1, E2, E3).
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Apéndice 2. Controles negativos para la interaccion RBR1-E2FA/B1;1 de maiz.

Figura A2. A. Inmunodeteccion de la expresion y purificacion de la proteina ZmE2FA/B1;1
recombinante y analisis de su interaccién con la resina de glutatién-agarosa utilizando el anticuerpo
anti ZmE2FA/B1;1. Se indica: el marcador de masa molecular (MMM), el cultivo bacteriano sin
inducir (SI), cultivo inducido (1), extracto total de lisis (Lis), fraccién no adsorbida (FNA), el lavado de
la columna (Lav) y las eluciones de las proteinas (E1, E2, E3). B. Inmunodeteccién de la expresion y
purificacion de la proteina GST recombinante con la resina de glutation-agarosa utilizando un
anticuerpo comercial anti GST y C. Inmunodeteccion de la interaccion GST-E2FA/B1;1 utilizando el
anticuerpo anti ZmE2FA/B1;1. Se indica: el marcador de masa molecular (MMM), el cultivo
bacteriano sin inducir (Sl), cultivo inducido (l), la proteina recombinante purificada (R) y la elucion
(Elu).
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Apéndice 3. Interaccion in vitro entre las proteinas GST-ZmRBR1 PC y ZmE2FA/B1;1

recombinantes utilizando los anticuerpos anti-E2FA/B1;1 sin purificar.

Figura A3. A. Induccién e inmunodeteccion de la proteina GST-ZmRBR1 PC recombinante en la
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elucion. B. Induccién e inmunodeteccion de la proteina ZmE2FA/B1;1 recombinante en la elucion.

Para ambos casos se muestra el marcador de masa molecular (MMM), el cultivo bacteriano sin

inducir (Sl), cultivo inducido (1), la proteina recombinante purificada (Rec) y la fraccion eluida (Elu).
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Apéndice 4. Purificacion del anticuerpo anti E2FA/B1;1 de maiz.

Figura A4. A. Induccién y purificacion del péptido de ZmE2FA/B1;1 recombinante. El primer carril

corresponde al marcador de masa molecular (MMM), hacia la derecha el cultivo bacteriano sin

inducir (SI), cultivo inducido (1), extracto total de lisis (Lis), fraccién no adsorbida (FNA), el lavado de
la columna (Lav) y las eluciones de las proteinas (15 kDa, E1-E8). B. Inmunodeteccion de las
recombinantes GST-ZmRBR1 PC, ZmE2FA/B1;1 y el péptido inmunogénico aZmE2FA/B1;1 (E6y 7)

con el anticuerpo anti E2FA/B1;1 de maiz. C. Inmunodeteccién utilizando el anticuerpo purificado anti

E2FA/B1;1 de maiz de las proteinas recombinantes en el cultivo bacteriano sin inducir (Sl), cultivo
inducido (I) (60 kDa) y las recombinantes ZmE2FA/B1;1 (55 KDa) y GST-ZmRBR1 PC purificadas.
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Apéndice 5. Controles de entrecruzamiento de los anticuerpos anti-RBR1 de maiz a la

resina Proteina A-agarosa.

Figura A5. Se muestra el marcador de masa molecular (MMM) y los controles correspondientes al

entrecruzamiento de los anticuerpos a la resina Proteina A-agarosa para las columnas generadas

para extractos de 0, 15y 28 h de germinacién.
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Apéndice 6.

Tabla A.6.1. Elementos E2F potenciales presentes en los promotores de MCM3, RPA2
y PCNA1.

Nomgber: del Sitio Elementos potenciales E2F Posicion
1 5-TTTGGCGG-3' -150
mMcm3 2 5-TTTCGCGC-3’ -193
1 5-TTTCGCGG-3’ -203
2 5-GCGGGAAA-3’ -214
PCNA1 3 5-GCGGGAAA-3’ -355
4 5-GCGGGAAA-3’ -382
1 5-TCTCCCGCC-3’ -124
RPA2 2 5-TTTGCCCG-3’ -134
3 5-TTTCCCGC-3’ -145

Tabla A.6.2. Cebadores utilizados para la amplificacion de los sitios E2F presentes en
los promotores de los genes MCM3, PCNA1, RPA2Yy sin sitios E2F, CYCD3;1a.

Nombre . Amplicon | Tm
Cebador Secuencia
del gen (pb) (°C)
Fw-2-1 5-AATAGTCAGCCAAGAGCCCAACGA-3 150
Rw-2-1 5-AGGCGGGCGGATTTGGATTTG-3’
MCM3 56.8
FwTSS 5-AACCACCTCTTCCAGCCACAC-3’ 216
RwTSS 5-CCATTGCCTCCTCGTTGATTTCC-3’
Fw-3-4 5-TGAGTGGAGGGAAGGGAGGAGGAG-3’ 118
Rw-3-4 5-GCGGTTTGGGAAAGGGCGGG-3’
Fw-2-1 5-AATCTTCCGGAGCAAGGAGCAT-3
PCNA1 126 58.9
Rw-2-1 5-GGGGATTAATAGGGAGTCGTTTGGG-3
FwTSS 5-CCCAAACGACTCCCTATTAATCCC-3 208
RwTSS 5-ATCGCCTCCAGGACCTTCTT-3’
Fw-3-2-1 5-CCCACAGTCAGTCAGTCACTC-3’ 114
Rw-3-2-1 5-CTCAAAGGAGCGGAGTCCTAT-3’
RPA2 60.8
FwTSS 5-GTTCTCCCGCCAGGTTGCTC-3 -
RwTSS 5-ATGCGATGCGAGGG-3’
FwpCYCD3;1a 5-AAGAGACGGATGGAGAGGCA-3
CYCD3;1a 200 60.8
RwpCYCD3;1a 5-GGAGCGAGAGAGAGAGAGTGA-3
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