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Resumen

El ciclo celular en eucariontes esta controlado principalmente por proteinas reguladoras que
incluyen ciclinas y cinasas dependientes de ciclina (CDKs) funcionalmente conservadas
entre levaduras, animales y plantas. En mamiferos, los blancos principales para los
complejos Ciclina/CDK en la fase G1 son las proteinas de la familia “pocket”: p107, p130 y
la proteina retinoblastoma (Rb), que regulan negativamente la transicion G1/S a través de
la interaccién con el heterodimero de factores de transcripcién E2F- DP. La familia E2F en
células animales desempefia un papel importante en el control de la progresion del ciclo
celular mediante la regulacién de la expresion de conjuntos de genes implicados en la

proliferacion celular, el inicio de la replicacion y sintesis de DNA.

Los estudios en Arabidopsis thaliana han revelado que la via E2F- DP se encuentra
conservada en plantas por medio de la presencia de seis proteinas E2F y dos DP, las cuales
se han clasificado en subgrupos de acuerdo con su funcién de activacion o represion de la
transcripcion. Actualmente, miembros de la familia E2F-DP han sido identificados en
multiples especies vegetales ademas de Arabidopsis, tales como zanahoria, tabaco, arroz
y mas recientemente en maiz. En el laboratorio se identificaron 12 secuencias proteicas de
posibles genes de la familia de E2F de maiz, las cuales fueron alineadas con las de
Arabidopsis y arroz, para construir un arbol filogenético y proponer un sistema de
nomenclatura con base en la identidad o con la posicién en el &rbol. Sin embargo, la funcién

de dichas proteinas de maiz era desconocida.

Con base a la similitud con los activadores y represores de Arabidopsis, para este proyecto
se seleccionaron dos proteinas de maiz (E2FA/B1;1 y E2FC) con el objetivo de conocer su
funcién transcripcional por medio de ensayos de transactivacion en la levadura

Saccharomyces cerevisiae.

Encontramos que la proteina E2FA/B1;1 funciona como un activador transcripcional, e
identificamos una regién de 40 aminoacidos en su secuencia que podria estar mediando
esta funcion. En contraste, la proteina E2FC no fue capaz de activar la transcripcion al
menos en este sistema, sugiriéndonos que esta podria actuar como un represor

transcripcional.



1 Introduccién

1.1 El maiz

El maiz (Zea mays) junto con el arroz y el trigo es una de las plantas de cultivo mas
importante en el mundo, ya que representa una fuente de energia alimenticia fundamental
para seres humanos y animales, ademas de ser una materia prima basica de la industria
de transformacion, con la que se produce almidén, aceite y proteinas, bebidas alcohdlicas,

edulcorantes alimenticios y combustible.

El maiz se origind en condiciones célidas y estacionalmente secas de Mesoamérica, la
evidencia arqueoldgica mas reciente del maiz demuestra su presencia en la region del valle
del rio Balsas en México hace al menos 8700 afios (Arendt & Zannini, 2013). Debido a la
cercania filogenética se cree que el ancestro silvestre del maiz es una planta llamada
teocintle (Zea mays ssp.parviglumis), la manipulacion selectiva de esta planta enfocada en
la recoleccién de los granos, fue dando lugar a modificaciones en la estructura de la planta

hasta dar origen a lo que hoy conocemos como maiz (Vela, 2011).

Es asi como el maiz se convirtié en el cultivo alimenticio basico para algunas culturas que
practicaban la agricultura sedentaria, desde las culturas maya y azteca de México, hasta la
cultura Cahokia cerca de la actual St. Louis en el centro de los Estados Unidos. Desde
América Central y América del Norte, los comerciantes de todo el mundo propagaron el
maiz y lo convirtieron en un cultivo basico en gran parte de Africa y en otras regiones
(Nafziger, 2016).

El maiz es una planta anual, monocotiledénea, diploide con 10 cromosomas y pertenece a
la familia de las gramineas (Poaceae), que incluye cultivos como el arroz, el trigo, la cebada,

la cafa de azucar, el mijoy el sorgo (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del maiz. Departamento de Agricultura, USA.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta —Plantas vasculares
Superdivisién | Spermatophyta- Plantas de semilla
Division Magnoliophyta- Plantas con flores
Clase Liliopsida- Monocotiledbéneas
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales
Familia Poaceae
Género Zea
Especie Zea mays




Ademas de su importancia agronémica, el maiz ha sido un organismo modelo clave para la
investigacion basica durante casi un siglo. Dentro de los cereales, que incluyen otras
especies de plantas, el maiz es el sistema genético mas investigado. Varios atributos de la
planta de maiz, que incluyen una vasta coleccion de cepas mutantes, grandes cromosomas
heterocromaticos y colinealidad genética dentro de especies relacionadas, han posicionado
a esta especie como una pieza central para la investigacion genética, citogenética y
gendmica (Strable & Scanlon, 2009). Como organismo modelo, el maiz es objeto de
investigaciones bioldgicas de gran alcance como la domesticacion de plantas, la evolucién
del genoma, la fisiologia del desarrollo, la epigenética, la resistencia a las plagas, la

herencia cuantitativa, la genémica comparativa, y de diversos procesos celulares.
1.2 Ciclo celular

Diariamente se descubren nuevas especies, nuevos géneros e incluso nuevas familias de
organismos eucariontes (Harashima, Dissmeyer & Schnittger, 2013). Para crecer y
reproducirse, todas estas especies dependen de la progresion fiel de sus células a través
de la division celular, lo que requiere del crecimiento en tamafio de las células, la duplicacion
de su DNA genomico y su posterior distribucién exacta entre las dos células hijas que se

estan formando.

Estos procesos son coordinados durante el ciclo celular, el cual consta de cuatro fases
secuenciales: G1, S, G2 y M. Las fases G1, S y G2 juntas son denominadas interfase
(Figura 1). En la fase G1 la célula se asegura de que existen las condiciones idéneas para
poder dividirse y crecer. Después de alcanzar cierto tamafio, las células entran a la fase S,
en la que tiene lugar la sintesis de DNA (replicacién) para duplicar el material genético.
Durante la fase G2, se verifica que la duplicacion del DNA se realizé de forma completa y
sin errores, y s6lo entonces las células se preparan para la divisién celular. Finalmente, los
cromosomas se separan durante la fase M (mitosis) y la célula se divide en dos células hijas

cada una con una copia idéntica del material genético (Vazquez- Ramos & Sanchez, 2003).

La mitosis, a su vez, esta dividida en cuatro fases: profase, metafase, anafase y telofase-
citocinesis. Al comienzo de la mitosis, durante la profase la cromatina se condensa para
formar los cromosomas (cromatidas hermanas unidas por el centrémero). Cuando la
envoltura nuclear se desmonta mas tarde en la mitosis, los pares de cromatidas hermanas
se unen al huso mitético, en polos opuestos y, finalmente se alinean en el ecuador del huso
durante la metafase. En la anafase las cromatidas hermanas se separan y migran hacia los

polos opuestos del huso. El huso se desmonta y los cromosomas segregados se

9



empaquetan en nucleos separados en la telofase. Durante la citocinesis se completa el
programa de division celular con la formacién de dos células hijas separadas por una
membrana plasmatica y, segun la especie, una pared celular, de manera que cada célula
hija hereda uno de los dos nucleos (Garza- Aguilar et al., 2014; Alberts et al., 2015).

Fase S

Interfase

— G2

Células que /
no se dividen

G1

Telofase 1 I\
/

Anafase

Profase

Metafase

Figura 1. Representacion esquematica del ciclo celular. Klug, Cummings & Spencer, 2006.

Después de la division, las células regresan nuevamente a G1y el ciclo celular se completa.
Las fases deben proceder en el orden correcto, y una fase debe completarse antes de que
pueda comenzar la siguiente fase. Para esto, es esencial que las diferentes fases del ciclo

celular estén coordinadas con precision (Vazquez- Ramos & Sanchez, 2003).

En la mayoria de las células eucariontes, la progresion a través del ciclo celular se controla
en distintos puntos de control, los principales son tres. El primero es al final de G1 (punto
de restriccién), donde la célula se compromete con la duplicacién de cromosomas. El
segundo es la transicion G2/M, donde el sistema de control desencadena los eventos
mitGticos tempranos que conducen a la alineacién cromosémica en el huso mitético en la
metafase. El tercero es la transicion metafase a anafase, donde el sistema de control
estimula la separacion de las crométidas hermanas, lo que lleva a la finalizacién de la
mitosis y la citocinesis. El sistema de control bloquea la progresion a través de cada una de
estas transiciones si detecta problemas dentro o fuera de la célula (Alberts et al., 2015). Si
el sistema de control detecta problemas en la finalizacién de la replicacion del DNA, por
ejemplo, mantendra la célula en la transicidbn G2/M hasta que se resuelvan esos problemas.

De manera similar, si las condiciones extracelulares no son apropiadas para la proliferacion
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celular, el sistema de control bloquea la progresion, evitando asi la division celular hasta

gue las condiciones sean favorables.

1.3 Regulacion del ciclo celular

El ciclo celular esta controlado por numerosos mecanismos que aseguran la correcta
divisién celular. La transicion de una fase a otra ocurre de manera ordenada y esta regulada
por diferentes proteinas. Las proteinas reguladoras clave son las cinasas dependientes de
ciclina (CDK), una familia de cinasas que fosforilan residuos de serina y treonina, y sus
proteinas de unién, ciclinas (Cyc), denominadas asi por su regulacion durante el ciclo
(Morgan, 1997).

En S. cerevisiae y S. pombe, una CDK (Cdc28 y Cdc2, respectivamente), participa en el
control del ciclo celular y es esencial para la proliferacién de levaduras. En contraste en
otros organismos hay familias de CDK de las cuales los miembros individuales desempefian
funciones distintas durante el ciclo celular, por ejemplo, las CDK1 y CDK2 controlan la
mitosis en humanos, ratones, Xenopus y Drosophila, mientras que CDK4 y CDK6 se
encargan de controlar la entrada a la fase S (Satyanarayana & Kaldis, 2009; Malumbres et
al., 2009).

En plantas, las CDKs se dividen en siete clases: A-G. De éstas, solamente las que
pertenecen a los tipos A, B, D y F estan vinculadas a mecanismos reguladores del ciclo
celular (Umeda, Shimotohno, & Yamaguchi, 2005). La mayor parte del conocimiento actual
sobre el control del ciclo celular en plantas proviene de la planta modelo A. thaliana.
Arabidopsis tiene un homoélogo de CDK1, llamado CDKA, la cual es esencial en las
transiciones G1/S y G2/M del ciclo celular (Vandepoele et al., 2002; Porceddu et al., 2001).

Las plantas contienen un grupo exclusivo de CDKs, denominadas CDK del tipo B, que se
dividen en dos subfamilias, CDKB1 y CDKB2. Arabidopsis contiene dos miembros en cada
subfamilia CDKB, para un total de cuatro cinasas tipo B. Los estudios funcionales sugirieron
funciones menores y especificas para el desarrollo por el subgrupo de CDKB1, mientras
gue los miembros del subgrupo CDKB2 parecen ser los principales reguladores de la
mitosis (Andersen et al., 2008; Boudolf et al., 2004).

Las ciclinas se identificaron como proteinas que aumentan su concentraciéon durante la
interfase, alcanzan un pico en G2/M y desaparecen repentinamente antes de la telofase
(Evans et al., 1983), sin embargo, no todas oscilan (Dewitte & Murray, 2003). La unién de

una ciclina con una CDK es normalmente un requisito previo para la actividad de CDK. La
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mayoria de las ciclinas tienen una secuencia de 100 aminoacidos, la caja ciclina, que se
requiere para unirse a CDK (De Veylder et al., 1997), y una caja de destruccion que es
susceptible a la ubiquitinacion que conduce a la rapida destruccién proteolitica. Las ciclinas
de la fase G1 tienen secuencias ricas en prolina, glutamato/aspartato, serina/treonina
(PEST) en el C-terminal, que son marcadores de proteinas de corta duracion. Hay 13 clases
de ciclinas en animales (A — L y T) (Pines, 1995), pero solo siete en plantas: A, B, C, D, H,
Py T, a las que pertenecen aproximadamente 60 genes. En el contexto del ciclo celular, se
sabe mas sobre las clases A, By D (Francis, 2007).

Arabidopsis thaliana tiene al menos 32 ciclinas con un papel putativo en la progresion del
ciclo celular, se han identificado 10 genes del tipo A, 11 del tipo B, 10 del tipo D y un gen
del tipo H (Wang et al., 2004). Se piensa que las ciclinas del tipo D regulan la transicion
G1/S, las ciclinas de tipo A el control de la fase S a la M y las ciclinas del tipo B, tanto la
transicion G2/M como el control de la fase M (Breyne & Zabeau, 2001; Mironov et al., 1999;
Potuschak & Doerner, 2001).

Otras proteinas importantes en el control del ciclo celular son aquellas que regulan la
actividad de las CDK. Todas las CDK de eucariontes comparten una similitud estructural, el
acceso al sitio activo de éstas permanece restringido por un bucle conocido como “bucle T”
(T- loop). La fosforilaciéon de un residuo de treonina conservado dentro del bucle induce un
cambio conformacional para permitir la unién correcta del sustrato y el acceso al ¥- fosfato
del grupo del ATP unido. Por lo tanto, la fosforilacién en la treonina- 160 o el residuo
equivalente es esencial para la actividad de la CDK, esta fosforilacion la realiza una cinasa
activadora de CDK (CAK) (Morgan, 1997). Se conocen dos formas de CAK, una forma
clasificada como CDKF, que puede sustituir la mutacion de CAK en levaduras, y los
complejos heterodiméricos que consisten en CDK?7 y ciclina H en animales o sus homdélogos
CDKD/CycH en Arabidopsis (Umeda et al., 1998).

Otra forma de regulacion adicional de la actividad de CDK se produce por la fosforilacion
inhibitoria de los residuos treonina-14 y principalmente tirosina-15, que es catalizada por la
cinasa WEE1, encontrada en maiz y Arabidopsis (Sorrell et al., 2002; Sun et al., 1999). La
activacion de la CDK en levaduras y mamiferos ocurre por medio de una fosfatasa, CDC25.
La basqueda de un homologo directo en plantas no ha sido exitosa, sin embargo, no se

descarta la presencia de una proteina funcional equivalente en plantas.
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Existen mecanismos adicionales de modulacion a través de la accion de proteinas
inhibidoras. La actividad y funciones de los complejos Cyc/CDK en animales, tanto en
condiciones normales como en condiciones extremas, como estrés, dafio al DNA,
disfuncion de telomeros y otras, estan reguladas por dos familias de inhibidores de CDKs:
la familia INK4, los cuales se unen especificamente a CDK4 y CDK®6, y previenen la
actividad de complejos CycD-CDKs, y la familia Cip/Kip, que son inhibidores de la actividad
de complejos con CDK2 y CDK1 (Hydbring, Malumbres, & Sicinski, 2016).

Los inhibidores de CDK tienen funciones clave en el control de la progresién del ciclo
celular, y existe una conservacion de secuencia limitada entre los inhibidores de la clase
animal y los inhibidores de plantas. Las proteinas vegetales se conocen como ICK
(inhibidores de CDK) o KRP (proteinas relacionadas a Kip) y parecen unirse tanto a las
subunidades CDK como a las ciclinas, y al igual que en animales, son capaces de inhibir la
actividad de cinasa de los complejos Cyc/CDK (Wang, Miskimins & Miskimins, 1999;
Godinez- Palma et al., 2017). La figura 2 resume las interacciones activadoras e inhibitorias

gue influyen en la actividad de las CDKs.

I_-l_ Fosforilacian
CKS inhbitoria
Fosforilacion
GDK ) @ activadora
CYC
Unién de
inhibidores

Degradacion mediada
por ubiquitinacidn

Figura 2. Regulacién de la actividad de CDK. La CDK monomérica carece de actividad hasta que
forma complejos con ciclinas (CYC) y se activa por fosforilacion por la cinasa activadora de CDK
(CAK). Ademaés, la actividad puede inhibirse por la fosforilacion de las cinasas WEEL o la union de
proteinas inhibidoras (KRP). Las proteinas de la subunidad CDK (CKS) pueden actuar como
inhibidores y activadores de la actividad de CDK y desempefian un papel en el andamiaje de la
interaccion del complejo de CDK con sustratos. Modificado de Dewitte & Murray, 2003.
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1.4 Via RB/ E2F- DP

La funcion coordinada de los genes del ciclo celular es esencial para la division y
diferenciacién celular en todos los organismos eucariontes, por ello la transcripcion es uno
de los principales niveles de regulacién, controlando la disponibilidad de factores celulares
especificos cuya accion coordinada es necesaria para una variedad de procesos como la
progresion del ciclo celular.

Entre los diversos reguladores del ciclo celular, el factor de transcripcion E2F y su socio de
dimerizacion, DP, asi como la proteina represora retinoblastoma (Rb) son elementos clave.
El heterodimero E2F- DP controla la transcripcion de una amplia gama de genes, incluidos
genes implicados en la progresion del ciclo celular y la sintesis, replicacion y reparacion del
DNA (Menges et al., 2002; Ren et al., 2002). Esta bien establecido que E2F desempefia un

papel crucial en la regulacion de la transicion de la fase G1 a S.

En mamiferos, los estimulos externos, como factores de crecimiento, hormonas, nutrientes
y otras sefiales externas inducen la expresion de ciclinas del tipo D. Una vez inducidas, las
ciclinas D se unen a CDK4 y CDK6, y promueven la transicién de GO (una fase en la que
las células estan en estado de reposo) a G1 para iniciar la fosforilacion de las proteinas de
la familia pocket (pRb, p107 y p130). Durante la fase G1 temprana, antes de que las células
se comprometan a entrar en el ciclo celular, la proteina Rb secuestra al factor de
transcripcidén E2F-DP; en G1 tardia la fosforilacion de Rb catalizada por los complejos
CyC/CDK libera la transcripcion de los genes blanco tempranos de E2F (incluyendo CycE
y CycA) de su represion por las proteinas Rb. Posteriormente, CDK2 controla la entrada y
la progresion a través de la fase S en complejo con CycE y CycA completando la
fosforilacion de las proteinas Rb, formando asi un circuito de retroalimentacién positiva lo
gue lleva a una mayor activacion de los genes blanco de E2F requeridos para la progresion
del ciclo, culminando en la progresién de la fase S (Figura 3) (Sherr & Roberts, 1999; Dyson,
1998; Bertoli et al., 2013).

Rb reprime la actividad de E2F al enmascarar fisicamente su dominio de transactivacion.
Sin embargo, no sélo reprime su actividad de esta forma, sino también mediante el
reclutamiento activo de factores de remodelacion de la cromatina, vinculando la ruta E2F-
Rb al control epigenético (Harbour & Dean, 2000; Trimarchi & Lees, 2002; Shen, 2002).
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Figura 3. Modelo de activaciéon de la via E2F- Rb en la transicion de la fase G1 a S. Durante G1
temprana, Rb hipofosforilado se une al heterodimero E2F- DP y, en consecuencia, inhibe la actividad
transcripcional de E2F. Durante la fase G1 tardia y la fase S temprana, Rb es hiperfosforilada,
primero por el complejo CDK-CycD y luego por complejos CDK-CycA/E, lo que resulta en la
disociacién de Rb del complejo E2F- DP, lo que promueve activamente la transcripcion de los genes
blanco de E2F, implicados en progresion del ciclo celular. Modificado de Shen, 2002.

Los miembros de la familia E2F activadores y represores (de los cuales se hablara mas
adelante) en conjunto con DP y las proteinas de la familia pocket se unen a los promotores
de genes del ciclo celular en diferentes etapas para asegurar su correcta expresion (Henley
& Dick, 2012; Dimova & Dyson, 2005). La asociacion con DP incrementa la afinidad de E2F
por el DNA, y es asi como pueden funcionar como reguladores transcripcionales. Durante
la fase G1 temprana, las proteinas E2F del subgrupo activador estan unidas a los
promotores de sus genes blanco e inhibidas por Rb, mientras que E2Fs del subgrupo
represor se unen a p130 y p107 en los promotores para reprimir la transcripcién. Cuando
las proteinas de la familia pocket son fosforiladas por complejos Cyc/CDK durante la
transicion de fase G1 a S, se liberan los E2F represores y se reemplazan en los promotores
por los E2F activadores (Helin, 1998; Gaubatz et al., 2000; Bertoli et al., 2013).

Muchos de los mecanismos moleculares subyacentes a la regulacion de G1 estan
altamente conservados en eucariontes. En animales y plantas, E2F controla la expresion
de los genes necesarios para la progresion del ciclo celular. Sin embargo, en levaduras una
proteina equivalente llamada SBF desempefia el mismo papel que E2F, pero estas dos

proteinas no parecen compartir un ancestro comun (Medina et al., 2016).
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De forma similar que en mamiferos, en levaduras, el complejo de G1 CIn3-Cdkl1 inicia la
transicion mediante la fosforilacion y la inactivacion parcial de Whi5, un inhibidor del factor
de transcripcion SBF (Costanzo et al., 2004; de Bruin et al., 2004; Sidorova & Breeden,
1993). Esto permite la transcripcién dependiente de SBF de las ciclinas de G1 CLN1 y CLN2
en sentido descendente, que también inactivan Whi5 para completar un circuito de
retroalimentacion positiva (Skotheim et al., 2008). Ningin miembro del complejo de factor
de transcripcion SBF-Whi5 exhibe identidad de secuencia de aminoacidos o similitud
estructural con ningin miembro del complejo E2F-Rb (Cross et al., 2011; Hasan et al.,
2013); a pesar de que no existe homologia, la funcién bioquimica de los reguladores G1

como sus objetivos especificos estan altamente conservadas.
1.5 Familia de factores transcripcionales E2F

Los factores de transcripcion E2F se identificaron originalmente con estudios en adenovirus
humano, con los cuales descubrieron a una proteina celular capaz de unirse y activar el
promotor del gen E2 adenoviral, es asi como fue denominada E2 FACTOR, (factor de unién
a promotor E2 de adenovirus) (Helin et al., 1992), posteriormente su socio de dimerizacion
fue identificado (Helin et al., 1993).

Estudios posteriores demostraron que E2F controla la transcripcion de genes esenciales
para la division celular (Dyson, 1998). Estos genes codifican proteinas reguladoras del ciclo
celular (ciclina E, ciclina A, Cdc2, Cdc25, Rb y E2F1), enzimas que participan en la
biosintesis de nucleétidos (dihidrofolato reductasa, timidilato sintasa y timidina cinasa) y
componentes principales de la maquinaria de replicacién del DNA (Cdc6, ORC1, PCNA 'y
MCM). Ademas, se ha identificado la participacion de E2F en otros procesos biol6gicos
como mitosis, reparacion y recombinacion del DNA, apoptosis, diferenciacion y desarrollo
(Stevaux & Dyson, 2002; Ren et al., 2002; Bracken et al., 2004; Dimova & Dyson, 2005;
DeGregori & Johnson, 2006).

1.5.1 Subgrupos de la familia E2F

El primer miembro de la familia de genes E2F que se clon6 fue E2F1. Otros miembros de
la familia E2F se clonaron posteriormente mediante la homologia con E2F1 o mediante la
unién a proteinas relacionadas con Rb (Lees et al., 1993; Sardet et al., 1995; Trimarchi et
al, 1998). En mamiferos existen ocho genes miembros de la familia E2F (E2F1- E2F8), de
los cuales el gen de E2F3 codifica para dos proteinas denominadas E2F3a y E2F3b (Leone
et al., 2000; He et al., 2000).
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E2F1 a E2F6 requieren dimerizacion con una de las tres proteinas DP (DP1, DP2/3 o DP4)
para formar factores de transcripcion funcionales que se unen al DNA con alta afinidad
(Bandara et al., 1993; Rogers et al., 1996). La funcion del heterodimero E2F-DP esta
determinada principalmente por la subunidad E2F. La actividad transcripcional de E2F1-5
se regula a través de su asociacién con Rb o las proteinas pocket, p107 y p130. E2F1,
E2F2 y E2F3 se asocian principalmente con Rb cuando se encuentra en un estado
hipofosforilado. E2F4 y E2F5 pueden asociarse con cada una de las tres proteinas pocket
(Moberg, Starz & Lees, 1996; Gaubatz et al., 2000).

Los miembros de la familia E2F se han dividido en varias subclases en funcion de sus
propiedades reguladoras de la transcripcién (Figura 4). E2F1, E2F2 y E2F3a se denominan
E2Fs activadores porque activan transcripcionalmente los genes blanco de E2F. Esta
subclase de E2Fs se expresa de una manera ciclo celular dependiente con niveles maximos
en la fase G1 tardia y S temprana. Otra subclase, que incluye E2F3b, E2F4 y E2F5, se
conocen como E2Fs represores porque su funcion principal parece ser reprimir la
transcripcion de los genes blanco de E2F cuando estan en asociacion con miembros de la
familia Rb. Esta subclase se expresa constitutivamente, pero la represién transcripcional
por estos factores ocurre principalmente en células en fase G1 inactivas y tempranas. E2F6,
E2F7 y E2F8 también funcionan como represores transcripcionales de los genes blanco
E2F, pero lo hacen independientemente de los miembros de la familia pocket (Christensen
et al., 2005; Logan et al., 2004; Di Stefano, Jensen, & Helin, 2003).

romatin
e
/ N T~
P N IR S-r | | |
O 3
E2F subgroup Activaling E2Fs Repressing E2Fs E2F6 E2F7/8
Biological function  Apoptosis Proliferation Differentiation Development >

Differentiation

Figura 4. Representacion esquematica de los subgrupos de factores de transcripcion E2F. La
familia E2F se divide en al menos cuatro subgrupos definidos por su regulacion por proteinas pocket
y modificadores de cromatina, y por su funcion fisiolégica de activacion o represiéon. Modificado de
Attwooll, Denchi & Helin, 2004.
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1.5.2 Motivos y dominios de los miembros de la familia E2F

El mayor grado de identidad entre los miembros de la familia E2F se encuentra en el
dominio de unién a DNA (DBD), todos los miembros lo conservan, lo que es consistente
con el descubrimiento de que cada uno se une a la secuencia consenso E2F. No obstante,
hay evidencia acumulada de que diferentes miembros de la familia E2F se unen y regulan
conjuntos distintos de genes blanco (DeGregori & Johnson, 2006).

E2F1- 5 poseen un dominio de transactivacion, involucrado en la activacion transcripcional
de sus genes blanco. Dentro de este dominio hacia el extremo carboxilo conservan un

motivo de aminodacidos por el cual pueden unirse a proteinas de la familia pocket.

Las proteinas E2F1-6 tienen un dominio de heterodimerizaciébn que les permite la
interaccion con DP. E2F7 y E2F8 no interaccionan con DP, y pueden unirse al DNA por si
mismos ya sea como homodimeros o heterodimeros ya que presentan dos dominios de
union a DNA separados, uno hacia su extremo N- terminal y otro hacia el C- terminal, ambos
necesarios para la union al sitio consenso de DNA (Di Stefano et al., 2003). Finalmente,
E2F1-6 poseen dos regiones que podrian estar implicadas en la dimerizacién con DP, una

zona rica en leucinas (LZ) y otra conocida como marked box (MB) (Figura 5).

Activadores Represores

DBD LZ MB RB DBD LZ MB

E2F-1 T ) m__ﬂl) E2F-4
r2F-2 (D (D) E2F-5

E2F-3a CE L ESGRRRD)  CERCERLD) E2F-6

//
E2F-3b (EEERCERRCEETTCD (somma o ) E2F-7y8

Figura 5. Estructura de los miembros de la familia E2F. E2F1-6 poseen un dominio de union a
DNA (DBD), se muestra en azul, y un dominio de dimerizaciéon con DP que incluye dos motivos: una
secuencia de leucinas (LZ) en verde, y un marked box (MB) en naranja. E2F7 y 8 tienen dos DBD
distintos (de Bruin et al., 2003; Di Stefano et al., 2003). E2F1-5 poseen un dominio de transactivacion
dentro del cual hacia su C-terminal contiene un motivo que media la asociacion con miembros de la
familia pocket (RB). Modificado de Frolov & Dyson, 2004.
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1.6 E2F en plantas

Uno de los componentes de la via E2F- Rb, la proteina relacionada a Rb (RBR), y su gen,
fueron identificados en plantas (Grafi et al., 1996; Xie et al., 1996). Luego, E2F (Ramirez-
Parra et al., 1999; Sekine et al., 1999) y su socio de dimerizacion DP (Magyar et al., 2000;
Ramirez-Parra et al., 2000) fueron clonados. En conjunto, los estudios revelaron que la via
RBR- E2F- DP esta conservada en plantas (Shen, 2002).

Las proteinas E2F y DP han sido identificadas en varias especies de plantas incluyendo
trigo, tabaco, zanahoria, Arabidopsis y arroz (Albani et al., 2000; Kosugi & Ohashi, 2002).
Arabidopsis contiene ocho proteinas que pueden clasificarse por similitud de secuencia en
los grupos E2F, DP y DEL (DP and E2F Like). Tres de éstas (E2Fa, b y c) contienen los
dominios para la union con el DNA, la dimerizacion con DP, la interaccion con RBR y para
la regulacién transcripcional, asi como un dominio de heterodimerizacion, y marked box
(Mariconti et al.,2002), una organizacién similar a las proteinas E2F1-E2F5 de animales.
E2Fa y E2Fb presentan propiedades de activacion transcripcional mientras que E2Fc tiene

naturaleza represora.

Las proteinas AtDEL1, 2 y 3 forman un grupo con caracteristicas Unicas que no se han
descrito en animales. Cada uno contiene dos dominios de unién a DNA de alta homologia
con las proteinas E2F y DP, y su funcion es independiente de DP, estas propiedades se
comparten con los E2Fs de mamiferos E2F7 y E2F8, sin embargo, carecen de otras
regiones conservadas. Arabidopsis contiene dos proteinas DP (DPa y DPb) que también
estan relacionadas estructuralmente con la proteina DP1 humana, comparten un dominio

de unién al DNA y un dominio de dimerizacion (Figura 6).

El dominio de union a DNA es el mas conservado en la secuencia de aminoacidos entre
todos los miembros de la familia E2F de plantas, asi como entre las proteinas E2F animales.
Los factores de transcripcion E2F de humanos se unen al sitio de consenso, TTTSSCGS
(S es un nucleétido G o C) (Black & Azizkhan-Clifford, 1999; Zheng et al., 1999). Mientras
gue, en plantas, en Arabidopsis la secuencia reportada es ligeramente mas larga
TTTSSCGSS (Ramirez- Parra et al., 2003)
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Figura 6. Organizacion estructural de las proteinas de la familia E2F y DP de Arabidopsis. Se
muestran motivos y dominios presentes en los factores transcripcionales E2F- DP. Modificado de
Shen, 2002.
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2 Antecedentes

En el laboratorio se ha caracterizado previamente a la familia de factores transcripcionales
E2F presentes en el genoma de maiz. Debido a que no se contaba con informacién
disponible se realiz6é un andlisis en busca de genes con homdélogos tanto de humano, como
de plantas. La busqueda arrojé inicialmente 25 posibles secuencias E2F, sin embargo,
andlisis mas detallados permitieron descartar formas de splicing alternativo o genes con
regiones similares a E2F, quedando asi un total de 12 posibles genes de la familia E2F. Los
genes fueron nombrados por medio de un andlisis filogenético en el que se estudiaron dos
genomas de plantas cuyos miembros ya han sido reportados (Arabidopsis thaliana y Oryza
sativa) y siete especies adicionales (Solanum tuberosum, Solanum lycopersicum, Vitis
vinifera, Setaria italica, Brachypodium dystachium, Sorghum bicolor y Zea mays). Con las
secuencias se construyeron arboles filogenéticos de arroz y Arabidopsis (Figura 7) y para
cada subgrupo de la familia incluyendo a las 9 especies, se encontré6 que todos los
miembros conservan aquellos dominios y motivos caracteristicos de la familia (Sanchez-

Camargo, en preparacion).

Posteriormente, se probd la funcionalidad de los genes de maiz, estudiando los niveles de
expresion en diferentes tejidos de la plantula como hoja, zona meristematica de la raiz,
coleoptilo, y eje embrionario de semilla seca o embebida en agua por 6, 12, 18 y 24 horas.
Bajo las condiciones de este estudio, se encontré que Unicamente 9 de los 12 genes
candidatos se expresan. Sin embargo, no se descarta la funcionalidad del resto de los

genes (Sanchez- Camargo, en preparacion).
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Figura 7. Arbol filogenético construido con las secuencias proteicas de E2F, DEL y DP de
Arabidopsis (At), arroz (Os) y maiz (Zm). Se observa la formacién de tres grupos correspondientes
a E2F (verde), DEL (azul) y DP (rosa). Los circulos rojos denotan al grupo de las gramineas.

Sanchez- Camargo, en preparacion.

Finalmente, tres candidatos fueron clonados y expresados en E. coli. Se decidié clonar dos
miembros E2F tipicos; ya que no se conocia su funcion. La posicion en los arboles
filogenéticos fue el criterio para seleccionar ambas proteinas, una de ellas con posible
funcidon de activador transcripcional, E2FA/B1;1, y otro con funcion represora, E2FC.
También se eligi6 un miembro del subgrupo DP, DPB2 para utilizarlo como socio de
dimerizacion para ambos E2F. Con las proteinas recombinantes producidas se demostro la
formacion de complejos E2FA/B1;1- DPB2 y E2FC- DPB2, asi como la interaccién de estos
complejos con DNA de doble cadena. Se utiliz6 la caja -4 del promotor de PCNA1 de maiz,
gue conserva un sitio E2F idéntico al reportado por Ramirez- Parra y colaboradores (2003).
La interaccion de ambos E2F fue exitosa con esta caja, ademas, se demostré6 que es
necesaria la presencia de ambas subunidades del heterodimero para que ocurra la
asociacion con afinidad al DNA (Figura 8). Se estudié también la interaccion in vitro con

otros sitios E2F en los promotores de genes de la maquinaria de replicacibn en maiz,
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MCM3;1, RPA2 y PCNAL, demostrando que los distintos complejos E2F-DP muestran
mayor o menor afinidad por ciertas secuencias de DNA. (Sanchez- Camargo, en

preparacion)

A E2FA/B1;1 DNA competidor

ZmPCNAT -4 box

i mu“ b bl b bt

TTTCCCAGCA TTTCCCGCC ATCTCGGCTG
TTTCCCAGCA TTTCCATCC ATCTCGGCTG
* %

Figura 8. Estudio de la asociacion de las proteinas E2F con la caja -4 del promotor de PCNA1
de maiz, ensayos de retardamiento de movilidad electroforética (EMSA). A) Se incubaron 500
ng de las proteinas E2FA/B1;1 (panel izquierdo) y E2FC (panel derecho) solas o con cantidades
crecientes de DPB2, con 5 fmol de sonda de doble cadena marcada radioactivamente. A los ensayos
de competencia con las sondas frias se afiadié a la reaccion la sonda de DNA correspondiente en
un exceso de 1000 veces. B) Sonda mutante, se indican con asteriscos los nucleétidos sustituidos

en el motivo candnico. Sanchez- Camargo, en preparacion.
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3 Justificacioén

En el laboratorio se ha estudiado recientemente la presencia de la familia de factores
transcripcionales E2F en el genoma de maiz, asi como algunas caracteristicas de la familia,
como la expresion de sus genes, la interaccion E2F-DP y la interaccion de estos
heterodimeros con los promotores de sus genes blanco. Sin embargo, la funcion
transcripcional de estas proteinas permanece desconocida; aunque existe informacién
filogenética que las relaciona con E2F de otras especies cuya funcion de activacion o
represion transcripcional ha sido reportada. Determinar la funcion de dichas proteinas
aumentara el conocimiento acerca de la familia E2F, asi como de la regulacion

transcripcional durante la transicion de la fase G1/S y la progresion del ciclo celular en maiz.

4 Hipotesis

Con base en la identidad y posicién en el arbol filogenético construido con las secuencias
proteicas de maiz, A. thaliana y otras plantas, se infiere que la proteina ZmE2FA/B1;1

activara la transcripcién, mientras que Zme2FC no lo hara.

5 Objetivos

5.1 Objetivo general

-Determinar la funcién transcripcional de las proteinas E2FA/B1;1 y E2FC de maiz

5.2 Objetivos particulares

-Clonar el marco abierto de lectura de E2FA/B1;1 y E2FC en vectores de expresion para

levadura

-Estudiar la capacidad transcripcional cualitativa y cuantitativa de las proteinas E2FA/B1;1

y E2FC mediante ensayos de transactivacion en levadura
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6 Metodologia

Tabla 2. Genes clonados en vectores de expresidn para levadura. Se enlistan los genes
clonados en los diferentes vectores y sus respectivas deleciones. El gen 6 es un producto de la
fusion de los genes marcados en gris. La estructura de las proteinas cuyos cDNAs fueron
clonados se muestra en la figura 10.

Construcciones en el vector pEG202 Construcciones en los
vectores pDEST22 y pJG4-5
1 E2FA/B1;1 WT (GRMZM2G041701) 7 E2FA/B1;1 WT
2 E2FA/B1;1Na313.462 8 E2FC WT

3 E2FA/B1;141.313
4 E2FC WT (GRMZM2G050590)
5 E2FCNays51.468

E2FC WT
6 E2FC WT- E2FA/B1;1¢TAP

E2FA/B1;1¢TAP

6.1 Clonacion de los genes ZmE2FA/B1;1, ZmE2FC y sus deleciones de

dominios

Los marcos abiertos de lectura de los genes ZmE2FA/B1;1 y ZmE2FC y sus respectivas
deleciones de dominios se amplificaron por medio de PCR, utilizando como templado las
construcciones pPAL7/E2FA/BL1;1 y PpPAL7/E2FC respectivamente, previamente
generadas en el laboratorio, con los primers disefiados en la region codificante de cada
cDNA (Apéndice 2, tabla A1 y A2). La reaccion de PCR se hizo con la enzima Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase (BioRad), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Una fraccién de cada producto de PCR fue monitoreada en gel de agarosa al 1.2% tefiido
con bromuro de etidio, obteniendo una banda Unica en el tamafio esperado para cada gen.
La fraccion restante de cada producto de PCR fue purificada con el kit Expin PCR SV
(GeneAll).

Los productos de PCR purificados fueron cuantificados y aproximadamente 1 ug de cada
uno fue digerido con las enzimas de restriccién EcoRI (Promega) y Ncol (Thermo Scientific),
asi como el vector de expresion para levadura pEG202 (donado por el laboratorio del Dr.
Roberto Coria del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM) (Apéndice 3, figura A2), con el

siguiente procedimiento: 30 minutos de incubacién del DNA a 37°C con 1 U de la enzima 1
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(EcoRlI), después se le afadio 0.5 U mas de enzima 1y 1U de la enzima 2 (Ncol) y se
incubaron 30 minutos, finalmente se le afiadiéo 0.5U méas de enzima 2 y se incubaron 30
minutos adicionales. Las digestiones (inserto y vector) fueron purificadas con el kit Expin
PCR SV y cuantificadas. Después, se llevé a cabo la ligaciébn con una proporcion 3:1
(inserto: vector), con 50 ng de vector y la cantidad calculada para cada gen digerido. Para
la reaccion de ligacion se utilizé la enzima T4 DNA Ligase (Promega), las reacciones fueron
incubadas durante toda la noche a 4°C.

Posteriormente, se incubd una fraccién del producto de ligacion (5 ul) con 100 ul de células
CaCly,-competentes de la cepa de E. coli XL10-Gold (Tet?, CmR), en hielo durante 25
minutos. Una vez transcurrido este tiempo se les dio un choque térmico a 42.5°C durante
30 segundos y nuevamente fueron incubadas en hielo por 5 minutos. Posteriormente se les
agreg6 1 ml de medio liquido LB, y se recuperaron durante 1 hora a 37°C en agitacion.
Finalmente, fueron centrifugadas a 12000 x g durante 1 minuto, se desechod el
sobrenadante, las células fueron resuspendidas en 100 pl de medio liquido LB y plaqueadas
en cajas Petri con medio LB agar con ampicilina (50 pg/ml), cloranfenicol (25 pg/ml) y

tetraciclina (10 pg/ml).

Para la seleccion de colonias positivas, se inocularon 5 colonias candidatas de cada
construccion en medio liquido LB con los antibiéticos de seleccién (ampicilina, cloranfenicol
y tetraciclina), a 37°C en agitacion durante toda la noche. Posteriormente se extrajo
plasmido de las células con el kit Zippy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research). Se
cuantifico el DNA, y se realizaron reacciones de PCR con los primers de cada gen y ensayos
de doble restriccion con las enzimas EcoRI/ Ncol. Ambos experimentos se monitorearon en

un gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio.

Finalmente, se secuencié el plasmido de una colonia positiva de cada construccion en la
Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia de la UNAM,
empleando un oligonucleétido sentido, complementario a una regién del dominio de union
a DNA de LexA del vector pEG202 (permite verificar que el marco de lectura de la fusion
traduccional sea correcto), y con el antisentido con el cual se amplific6 cada gen

(ZmEZ2FA/B1;1, ZmE2FC y sus deleciones), para corroborar la secuencia del inserto.

Para la clonacién de los controles ZmE2FA/B1;1 y ZmE2FC fusionados al dominio de

activacion de B42 en el vector pJG4-5 (donado por el laboratorio del Dr. Roberto Coria, del
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Instituto de Fisiologia Celular, UNAM) (Apéndice 3, figura A3), se siguié la metodologia
anterior empleando las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol (Gibco).

6.1.1 Clonacioén de la fusion E2FC WT- E2FA/B1;1¢TAP

Para generar la fusién de E2FC WT con E2FA/B1;1¢™P se amplificaron los fragmentos por
separado mediante PCR, con sus respectivos primers, de los cuales el primer forward de
E2FA/B1;1y el primer reverse de E2FC permitieron posteriormente la fusion entre los dos
genes, ya que estos son complementarios (Apéndice 2, tabla Al). El fragmento de
E2FA/B1;1 fue amplificado con un primer reverse (Tabla Al, primer nimero 11) que

amplifico hasta la regién 3’ UTR, para facilitar la manipulacion y purificacion del fragmento.

Las reacciones de PCR se realizaron con la enzima iProof™ High- Fidelity PCR Kit, usando
como templado pPAL7/E2FA/B1;1 para el fragmento de E2FA/B1;1¢™P, y pPAL7/E2FC
para amplificar a E2FC WT, siguiendo las condiciones recomendadas por el fabricante. Una
fraccion de las reacciones fue monitoreada en un gel de agarosa al 1.2% tefiido con
bromuro de etidio y el resto de cada reaccion fue purificado por columna con el kit Expin™
PCR SV.

Después se llevé a cabo una reaccion de PCR para fusionar ambos fragmentos, con el
siguiente procedimiento: en un tubo se prepar6 una mezcla de agua, buffer HF 5X (BioRad),
5 ng del fragmento de E2FC WT y 1 ng del fragmento E2FA/B1;1¢™P (cantidades
calculadas para una proporcion 1:2 dependiente del tamafio de cada fragmento), esta
mezcla fue desnaturalizada a 98°C durante 2 minutos, posteriormente la reaccion se
mantuvo a una temperatura de 25°C durante 30 minutos para que los primers
complementarios de cada fragmento se alinearan, después se agregoé la enzima iProof ™
High- Fidelity PCR Kit y dNTPs (0.2 mM), seguido de un paso de extensiéon a 72°C por 15
minutos. Finalmente, se agregaron los primers para amplificar el fragmento ya fusionado
(forward E2FC WT y reverse E2FA/B1;1 WT) y se le dieron 35 ciclos de PCR. La figura 9

muestra un esquema de los pasos de una PCR de fusion.
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PCR 1. Amplificacién de fragmentos por separado

Fragmento 1

Fragmento 2

|/

T|

PCR 2. Fusion de fragmentos

Regiones complementarias

|+I

Regiones complementarias

Desnaturalizacion

|+I

Alineamiento

|I
|

Extension
Producto final fusionado

Figura 9. Esquema representativo de la PCR de fusion.

Una fraccion de la reaccion de fusion fue monitoreada en un gel de agarosa al 1.2% tefiido
con bromuro de etidio. La fraccion restante del producto fusionado fue purificada con el kit
Expin PCR SV. El producto purificado fue adenilado con dATP (Invitrogen) 0.2 mM, Actaq
polimerasa (ACTGene) y buffer 10X (ACTGene) en una reaccién de 10 pl, la cual se incub6
a 70°C durante 30 minutos. El producto adenilado (2 pl) se ligé al vector (50 ng) pPGEM®-T
Easy (Promega) (Apéndice 3, figura A6), siguiendo el protocolo del fabricante. En la
reaccion de ligacién se utilizo la enzima T4 DNA Ligase, se dejo incubar a 4°C durante toda
la noche. Con una fraccion de la reaccion de ligacion (5 pl) se transformaron bacterias
CaCl,.competentes de E. coli de la cepa XL1- Blue (Tet?), siguiendo el protocolo de
transformacion antes mencionado. El plasmido pGEM- T easy confiere resistencia a
ampicilina y tiene como reportero al gen LacZ, que en presencia de X-gal (5-bromo-4-cloro-
3-indolil-B-D-galactopiranésido) permite la seleccién de colonias blancas y azules, en donde
las colonias blancas son posibles positivas. Después de la transformacion, se plaqueé el

pellet de células resuspendido en aproximadamente 100 ul de medio liquido LB en una caja

28



Petri con agar LB con ampicilina (50 pg/ml), tetraciclina (10 pg/ml), X- gal (40 pl) e IPTG
(Isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido) (40 ul). Se incubé durante toda la noche a 37°C.

Se seleccionaron 5 colonias blancas, candidatas positivas, y se cultivaron en medio liquido
LB con los antibi6ticos de seleccién (ampicilina y tetraciclina), a 37°C en agitacién durante
toda la noche. Posteriormente se extrajo plasmido de las células con el kit Zippy™ Plasmid
Miniprep Kit. EI DNA se cuantificO y se realizaron reacciones de PCR con diferentes juegos
de primers para comprobar la presencia del inserto. Las reacciones fueron monitoreadas
en un gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio, obteniendo bandas en el tamafio

esperado.

El plasmido de la clona positiva se utiliz6 como templado para subclonar en el vector
pEG202, amplificando el inserto de la fusion con el par de primers con los sitios de las
enzimas EcoRIl y Ncol (Apéndice 2, tabla Al). Las restricciones y ligacién del inserto con el
vector, asi como la transformacion y selecciéon de colonias positivas, se llevé a cabo
siguiendo la metodologia antes mencionada, con la cual se clonaron las demas

construcciones.

Las clonas positivas de pPGEM/E2FC WT-E2FA/B1;1¢ Py pEG202/E2FC WT-E2FA/B1;1¢

TAD fueron verificadas por secuenciacion.

6.2 Ensayo de transactivacién en Saccharomyces cerevisiae

Se realizé un pre-cultivo de células EGY48 (genotipo: MATa, ura3, his3, trpl, LexAop
(6x)::LEU2) de Saccharomyces cerevisiae (donada por el laboratorio del Dr. Roberto Coria)
en 5 ml de medio liquido YPD, inoculando una colonia y se incub6 en agitacion a 30°C
durante toda la noche. Posteriormente, se inocularon 20 ml de medio liquido YPD con el
5% del pre-cultivo hasta obtener una DOsqo inicial de 0.2, y se incub6 a 200 rpm, a 30°C

durante aproximadamente 3 horas, hasta una DOggo de 0.4-0.5.

Las células se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos, se resuspendieron en 1 ml de
H20, se transfirié el volumen de células a un tubo de microcentrifuga nuevo de 1.5 mly se
centrifugaron durante 30 segundos. Las células competentes se prepararon lavando el
pellet con 1 ml de TE (Tris- EDTA) / LIOAc (acetato de litio) 1X (preparado en fresco a partir
de TE pH 7.5 10X, y LiOAc 1M pH 7.5 10X), nuevamente se hizo pellet y se resuspendio
en 200 pl de TE/LIOAc 1X.
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En tubos de microcentrifuga se agregaron 50 ul de las células competentes con
aproximadamente 300 ng de plasmido (construcciones en pEG202) y 300 ng del plasmido
reportero pSH18-34 (donado por el laboratorio del Dr. Roberto Coria) (Apéndice 3, figura
A5), 50 ug de DNA de esperma de salmén y 300 pl de PEG 40%/TE/LIOAc (preparado en
fresco con 1 volumen de TE 10X, 1 volumen de LiOAc 10X y 8 volimenes de PEG 3350
50%), se mezcld y se incubaron a 200 rpm, a 30°C durante 30 minutos. Posteriormente, se
les agregd 40 ul de DMSO vy se les dio un choque térmico a 42°C durante 15 minutos.
Finalmente, se hizo pellet de las células y se resuspendieron en 100 ul de H.0, se
plaguearon en agar SD suplementado con triptéfano y leucina (Sigma) y se incubaron
durante 3 dias a 30°C.

Para la seleccion de colonias positivas, se seleccionaron 20 colonias candidatas y se
duplicaron en medio sélido SD suplementado con triptéfano y leucina, y se incubaron a
30°C durante un dia. Posteriormente, las 20 colonias fueron duplicadas en un medio solido

SD sin leucina.

6.3 Ensayo de actividad de B- galactosidasa

Se inoculé una colonia de cada construccion en 4 ml de medio selectivo SD liquido
suplementado con triptéfano y leucina, y se incub6 a 30°C a 200 rpm durante 12-15 h.
Después, se utilizé una proporcidn de este pre- cultivo para inocular 20 ml del mismo medio
selectivo iniciando con una DOego de 0.2, y se incubo a 30°C, de 6- 8 h, a 200 rpm hasta
llegar a una DOeoo de 0.7- 1. Una vez que las células llegaron a la densidad Optica
adecuada, se centrifugaron 15 unidades de DO a 3500 rpm durante 5 minutos,
posteriormente el pellet se lavd con 1 ml de agua, se centrifugd nuevamente y se
resuspendié en 500 pl de buffer Z (60 mM NazHPO4, 40 mM NaH;PO4, 10 MM KCly 1 mM
MgSOQO,, pH 7.0), y se agregaron a un tubo de microcentrifuga con 500 pl de perlas de vidrio.
Las células se lisaron agitando el tubo en vortex por 1 minuto, y después se incubaron 1
minuto en hielo, repitiendo esto 4 veces. Después de la lisis, se centrifugaron las células a
12000 rpm durante 2 minutos y se recuperd el sobrenadante (extracto proteico). Los

extractos proteicos fueron cuantificados por el método de absorbancia a 280 nm.

Para el ensayo de actividad se mezcl6 en celdas de plastico 400 ul de buffer Z, 100 pl de
ONPG (4 mg/ml), B- mercapto etanol (27 pl/ 10 ml buffer Z) y 100 ul del extracto proteico,
siendo el tiempo inicial cuando este Ultimo fue agregado. Las reacciones se incubaron a
30°C durante 30 minutos, después la reaccién se detuvo con 250 pl de Na>COs; 1M.

Finalmente, se midi6 la densidad Optica del producto de la reaccion (o- nitrofenol) a una
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longitud de onda de 420 nm. Para el blanco, se utiliz6 la misma mezcla de reaccion,

sustituyendo el extracto proteico por agua.

El calculo de la actividad especifica se realizé con la siguiente formula:

(Vol total)(D 0420nm)
(0.0045)(Vol valorado)(Tiempo)(Proteina)

U
— = 1000 *
mg

Vol total= Volumen total de reaccion (0.850 ml)

DOu420nm= Densidad 6ptica del producto o-nitrofenol a 420 nm

0.0045= DO de una solucién de o-nitrofenol a una concentracion de 1 nmol/ ml
Vol valorado= Volumen de extracto proteico utilizado (0.1 ml)

Tiempo= Tiempo de reaccion expresado en minutos

Proteina= Concentracion del extracto proteico expresado en mg/ml

7 Resultados

7.1 Clonacion de ZmE2FA/B1;1, ZmE2FC y sus respectivas deleciones de
dominios en vectores de expresion para levadura

Se seleccionaron dos genes de la familia de E2F de maiz para clonar en vectores de
expresion para levadura, con el objetivo de determinar la funcién transcripcional de las
proteinas, ZmE2FA/B1;1 que podria presentar funcién de activacion de la transcripcion y
ZME2FC, posible represor. Esta hipétesis se infirid con base en la posicion que ocupan en
arboles filogenéticos construidos con secuencias proteicas de Arabidopsis thaliana, Orysa
sativa, Solanum tuberosum, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera, Setaria italica,
Brachypodium distachyon, Sorghum bicolor y Zea mays, en donde ZmE2FA/B1;1 se

posiciond en el clado de los activadores y ZmE2FC en el subgrupo de los represores.

La figura 10 muestra la estructura de dominios de las proteinas cuyos cDNAs fueron
clonados. Se puede observar que las proteinas E2F poseen un dominio de unién al DNA

en su amino terminal, y hacia el extremo carboxilo un dominio de transactivacion dentro del
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cual presentan una secuencia corta de aminoacidos de unién a RBR. Ademas, cuentan con
otros elementos funcionales (zipper de leucinas y marked box) que podrian estar implicados

en la dimerizacion con proteinas de la familia DP.

Para este proyecto, se generaron mutantes estratégicas de las proteinas E2F para evaluar
su funcion. Se clond la proteina E2FA/B1;1 wild type (WT), y las mutantes correspondientes
a las regiones amino y carboxilo terminal, E2FA/B1;1Nas13462) Y E2FA/B1;1%a1-313),
respectivamente. También se clondé la proteina WT de E2FC y una mutante de ésta, a la
que se le deletd la secuencia de aminoacidos correspondiente al motivo de unién a RBR,

E2FCNa461-468).

Como puede observarse en la figura 10, la proteina E2FC nativa termina en el motivo de
union a RBR, mientras que E2FA/B1;1 después de este motivo tiene un fragmento de 40
aminoacidos adicionales (Alineamiento mas detallado en el apéndice 1, figura Al). Como
ya se menciono, E2FC podria tener funcién represora, de ahi surgié la pregunta de si esta
funcién la adquiri6 al carecer de dicha region, es decir, que pudo perderlo durante la
evolucion de los genes de la familia y a partir de eso adquirir otra funcién. Por lo tanto, se
decidi6 clonar una secuencia producto de la fusion del gen de E2FC WT con el fragmento
de 120 pb del gen de E2FA/B1;1 que codifica los 40 aminoacidos finales de la proteina,
dando como resultado una proteina de 508 aminoacidos, E2FC WT- E2FA/B1;1CT4P,

NLS DNA LZ MB RBR
] I [ ] [
E2FA/B1;1 WT | | I T T I 1 | 462 aa
E2FA/B1;1Ma313.462) I || [ [T 1 | 313 aa
E2FA/B1;1%41.313) | [ | 1150 aa
E2FC WT | | I I [ ] 468 aa

| |
E2FCM (aas1-469) I | 11 1 | ] 451 aa
E2FC WT-E2FA/B1;167A0 | I [T 11 | [ 1 | 508 aa

Figura 10. Estructura esquematica de las proteinas E2F y sus respectivas mutantes clonadas.
Se indican elementos funcionales. NLS, sefial de localizacién nuclear; DNA, dominio de unién al
DNA; LZ, zipper de leucinas; MB, marked box; RBR, motivo de union a RBR.

Las construcciones anteriores fueron clonadas en el vector pEG202 (Figura A2, apéndice
3) para su expresion en levadura, el cual permite la fusion traduccional del dominio de unién
a DNA (DBD) de LexA con el inserto.
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Las clonas positivas de cada construccion fueron verificadas por medio de ensayos de
restriccion y reacciones de PCR. La figura 11, muestra un gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio en el que se monitorearon las colonias seleccionadas como positivas. En
el primer carril, para cada construccion se muestra el plasmido extraido sin digerir,
posteriormente digerido con las enzimas de restriccion EcoRI/Ncol, con las cuales se llevo
a cabo la clonacion y finalmente la reaccién de PCR con el par de primers correspondiente
a cada construccion. Las colonias candidatas seleccionadas positivas fueron aquellas en
las que, al ser digeridas con las enzimas de restriccion, se observé un fragmento escindido

del tamafo esperado para cada gen y en un tamafio similar al producto de PCR, lo que
indica que el plasmido contiene el inserto de interés.

E2FA/B1:1 WT E2FA/B1;1N A313- 462 E2F1A/B1;1C A1- 313
o ~ o ~ o ~
¥ 4 & > & g I & &
Q N @ &> Q¢ @ > N
Ob 3' OQ- *‘9 > OQ’ ()Q- g > OQ. OQ. 4:-0
¥ ¢ N F s & q N
— — et
E 22 SOy 1000
000 [~ | quwp ===3s == 500
= = [Clew =
1386 pb _—— 936 pb 450 pb
E2FC WT E2FCN A451- 468 E2FC WT- E2FA/B1;1C-TAD
o o o ~
i\b oo\ °¢, k\b 00\ O" i\b e00 \00
¢ & & ¢ & Q¢ & 3 Q
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1404 pb 1350 pb 1524 pb

Figura 11. Verificacién de las clonas positivas en el vector pEG202. Ensayos de restriccion con
las enzimas EcoRI/Ncol, y reacciones de PCR con los primers correspondientes a cada gen.
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Ademas de las construcciones en el vector pEG202, se clonaron controles negativos de
E2FA/B1;1 WT y E2FC WT fusionados con un dominio de activacion. El gen de E2FC WT
fue clonado en el vector pJG4-5, el cual permite la fusién traduccional del inserto con el
dominio de activacion de B42. La clona candidata positiva fue monitoreada en un gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio, el cual se observa en la figura 12B. El primer carril
corresponde al plasmido extraido sin digerir, el segundo al plasmido digerido con las
enzimas EcoRI/Xhol y el tercero a la reaccion de PCR con el par de primers correspondiente
al gen. La clona fue confirmada como positiva ya que el fragmento escindido con las
enzimas de restriccion se observé en el tamafio esperado del gen, y similar al producto de

PCR, indicando que el plasmido contiene el inserto deseado.

El gen E2FA/B1;1 no pudo ser clonado en el vector pJG4-5, debido a que el sitio de
clonacién multiple del vector cuenta con s6lo dos sitios de restriccion para clonar; los sitios
EcoRIl y Xhol (Figura A3, apéndice 3). Esta ultima enzima, Xhol, también tiene un sitio de

corte en el gen de E2FA/B1;1, por lo tanto, era imposible clonar con este par de enzimas.

La construccién se sustituy6 por otra previamente desarrollada en el laboratorio; pDEST22/
E2FA/B1;1 (Jorge Zamora Zaragoza, 2015). El vector pDEST22 (Figura A4, apéndice 3), al
igual gue el vector pJG4-5, permite la fusion proteica del inserto con el dominio de activacion
de un factor de transcripcién, GAL4 en este caso. Esta construccidon fue verificada con
ensayos de restriccidn, con las enzimas Xhol, obteniendo bandas escindidas de 5334 pb,
1745 pb y 1493 pb, y con la enzima Hindlll bandas de 5253 pb, 2532 pb y 787 pb, como se
observa en la figura 12A, lo cual coincide con el analisis in silico del patrén de bandas

elaborado con la herramienta “Virtual Cutter” del programa SerialCloner 2.6.1.

Todas las construcciones mencionadas ademas de ser verificadas con ensayos de
restriccion y/o reacciones de PCR, fueron secuenciadas. Con los resultados de
secuenciacion se corroboro6 la clonacién exitosa del DNA, sin observar alteraciones en el

marco de lectura de cada construccidn ni en su secuencia.
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Figura 12. Verificacién de las clonas positivas de los genes A) E2FA/B1;1 WT y B) E2FC WT
fusionados a un dominio de activacion, en los vectores pDEST22 y pJG4-5, respectivamente.
A) Ensayos de restriccion con las enzimas Xhol y Hindlll. B) Ensayos de restriccion con las enzimas

EcoRI/Xhol, y reaccién de PCR con el par de primers correspondientes al gen.

7.2 Determinacion de la capacidad transcripcional de las proteinas E2F de
maiz

Para determinar la capacidad transcripcional de las proteinas E2F, se utilizaron las
construcciones de los pladsmidos expresando la fusion LexA-E2F para transformar células
de levadura con un sistema reportero dual que responde a la activacion transcripcional a

través de operadores LexA.

Se transformaron células de Saccharomyces cerevisiae de la cepa EGY48 (MATa, ura3,
his3, trpl, LexAop (6x)::LEU2), en las que las secuencias activadoras rio arriba del gen
LEU2 fueron remplazadas por seis operadores LexA. Ademas, las células se transformaron
con el plasmido reportero pSH18-34, el cual también tiene operadores LexA (8op) rio arriba

del gen LacZ.

En la figura 13, se representa como funciona el sistema. La proteina quimérica LexA- E2F
por medio del DBD de LexA reconoce y se une a los operadores LexA en los promotores
del gen reportero cromosémico LEU2 y a los promotores del gen reportero LacZ en el
plasmido pSH18-34. Una vez que la proteina se encuentra unida al DNA, la maquinaria de

transcripcion es reclutada si E2F actia como un activador transcripcional, por lo tanto, la
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expresion de los genes reporteros es activada, lo cual esta representado en el inciso A. En
cambio, en la figura 12B se observa lo contrario; la expresion de la proteina quimérica entre
E2F y un dominio de activacion (AD), ya sea B42 o GAL4, no permite la activacion de los
genes reporteros, debido a que E2F no reconoce los operadores LexA en los promotores
de estos, ya que no son sus genes blanco. Con esto se demuestra que no hay uniones
inespecificas al DNA por parte de E2F.

A
- \
LexA \
DBD b
LexA LEUZ2/LacZ
B

B42/GAL4

— a0
N -
_I

»

 LexA LEU2/LacZ

Figura 13. Modelo de transactivacién. A) E2F fusionado al DBD de LexA activa la expresion de

los genes reporteros. B) E2F fusionado a un dominio de activacién, no es capaz de unirse a los

promotores de los genes reporteros y activar su expresion.

7.3 Ensayos de transactivacion en levaduras
7.3.1 Crecimiento en medios selectivos

Primero se estudi6 la capacidad transcripcional de las proteinas E2F con el gen reportero
LEUZ2 de forma cualitativa, evaluando el crecimiento de las levaduras transformadas con
los plasmidos expresando el DBD de LexA sin proteina de fusién (vector vacio) o fusionado

a E2F o sus deleciones. El gen LEU2 codifica para una proteina intermediaria en la
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biosintesis de leucina, por lo tanto, las células EGY48 auxotrofas a leucina son capaces de
crecer en un medio sin este aminoacido si E2F es capaz de activar la expresion de este

gen.

En la figura 14 se puede observar que, las células transformadas con el vector pEG202
vacio no fueron capaces de crecer en el medio sin leucina; el dominio de uniéon a DNA de
LexA tiene la capacidad de reconocer y unirse a los operadores en el promotor del gen
LEUZ2, sin embargo, ya que carece de un dominio de transactivacion, el gen reportero no se
activd. Se sugiere que E2FA/B1;1 es un activador transcripcional, ya que las células
transformadas con el vector que expresa esta proteina si fueron capaces de crecer en el

medio sin leucina.

Para determinar la region de E2FA/B1;1 que le permite activar la transcripcion, se
transformaron levaduras con las construcciones que fusionan a DBD LexA con la region
amino (E2FA/B1;1Nas13.462) 0 carboxilo terminal (E2FA/B1;1 a1-313) de la proteina. En la
figura 14 se puede observar que, a pesar de que la tasa de crecimiento fue menor con
respecto al control, las células transformadas con el vector que expresa el extremo carboxilo
terminal si fueron capaces de sobrevivir en el medio sin leucina, no siendo asi con la regién
del amino terminal, lo que indica que en el carboxilo de E2FA/B1;1 se encuentra la

secuencia de aminoacidos necesaria para activar la transcripcion.

Las células transformadas con el plasmido que expresa a la proteina E2FC, asi como las
gue fueron transformadas con la mutante de ésta, no fueron capaces de crecer en el medio
sin leucina, sugiriendo que la proteina E2FC actla como un represor o que es incapaz de
activar la transcripcion. Sin embargo, cuando las células se transformaron con la proteina
de fusion E2FC WT-E2FA/B1;1° TP fueron capaces de crecer en el medio sin leucina de la
misma forma que las que fueron transformadas con la proteina E2FA/B1;1 WT, y de mejor
manera que las células transformadas con la region del carboxilo terminal E2FA/B1;1C 1.
313). LOS 40 aminoé&cidos de E2FA/B1;1 fusionados a E2FC fueron suficientes para activar
la expresion del gen LEU2 aun cuando E2FC WT se comporta como un “no activador”, lo

gue sugiere que dicha secuencia es importante para la activacion de la transcripcion.
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Figura 14. Transactivacién en levaduras. Células EGY48 de Saccharomyces cerevisiae
transformadas con el plasmido expresando el DBD de LexA solo (vector) o fusionado a E2F o sus

deleciones, plaqueadas en diluciones seriadas 10x en medio selectivo con o sin leucina.

Finalmente, como controles se transformaron células con los vectores expresando un
dominio de activacion (AD), ya sea B42 o GAL4, solo o fusionado a E2F (E2FA/B1;1 o
E2FC); como puede observarse en la figura 15, en ningin caso las células fueron capaces
de crecer en el medio sin leucina. En el caso de los vectores vacios que expresan al AD,
este dominio no tiene la capacidad de reconocer sitios en el DNA ni unirse a éste, por lo
tanto, el gen reportero no fue activado. Con las fusiones de AD- E2FA/B1;1 y AD- E2FC, a
pesar de que las proteinas E2F si tienen capacidad de reconocer secuencias en el DNA 'y
unirse a estas por medio de su propio DBD, no se activo el gen reportero ya que el gen
LEUZ2 no es blanco de E2F.

38



Leu + Leu -

pJG4-5

pDEST22

E2FA/B1;1 WT AD

E2FC WT AD

—— AD fusiones ——

10-* 102 103

Figura 15. Células transformadas con los vectores expresando un AD solo o fusionado a E2F.

Las células fueron plaqueadas en diluciones 10x seriadas en medios selectivos con o sin leucina.

7.3.2 Ensayos de actividad de B- galactosidasa

La potencia de transactivacion de las proteinas E2F fue analizada cuantitativamente con el
gen reportero LacZ, el cual codifica para la enzima B-galactosidasa. Esta enzima cataliza la
hidrélisis de B-galactésidos en monosacaridos a través de la ruptura de un enlace
glicosidico. Algunos de los sustratos de la enzima son la lactosa y el ONPG (o-nitrofenil-p-
D-galactopirandsido); el ONPG bajo la accién de la B-galactosidasa se hidroliza en
galactosa y o-nitrofenol, el cual es un cromoforo incoloro cuando estd ligado a D-
galactopirandsido, pero es amarillo en su forma libre (no ligada) a pH alcalino. La actividad
de la enzima B-galactosidasa puede ser cuantificada midiendo la cantidad de sustrato
convertido a o-nitrofenol a una longitud de onda de 420 nm. De esta manera se pudo
determinar cuantitativamente la capacidad de las proteinas E2F para activar la expresion

del gen LacZ y por consecuencia su traduccion a -galactosidasa y su actividad.
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Figura 16. Actividad de B-galactosidasa en levaduras. Células EGY48 de Saccharomyces
cerevisiae co- transformadas con el plasmido pEG202 expresando el DBD de LexA (pEG202) solo o
fusionado a E2F o sus deleciones y con el plasmido reportero pSH18-34. + Error estandar; n=3; T-
student; *P<0.05; **P<0.005; ***P<0.0005. Los nombres en la imagen corresponden a lo siguiente:
E2FA/B1;1- N (A313- 462), E2FA/B1;1- C (A1-313), E2FC- N (A451- 468) y E2FC- E2FA/B1;1 (E2FC
WT- E2FA/B1;1¢4P),

La actividad de la enzima B-galactosidasa se evalué co-transformando células de levadura
con el plasmido expresando al DBD de LexA (vector vacio) o fusionado a E2F o sus
mutantes y con el plasmido reportero pSH18-34, posteriormente se extrajo proteina y se

ensayo la actividad de la enzima.

La figura 16 muestra la actividad de la enzima de tres réplicas biol6gicas por construccion.
Se puede observar que el vector vacio no generé algin efecto de actividad, mientras que
la proteina E2FA/B1;1 WT si lo hizo, asi como su region carboxilo terminal E2FA/B1;1 .
313, que interesantemente generdé un efecto de actividad mayor al de proteina WT,

resultando estadisticamente significativo al comparar la actividad generada entre las dos

40



construcciones. De manera contraria, la construccion del amino terminal E2FA/B1;1313.462)

no generod actividad de la enzima en comparacion con la proteina WT.

Al comparar los resultados de actividad con los resultados del crecimiento celular en
ausencia de leucina en el medio de cultivo, se puede observar que las levaduras
transformadas con la region del carboxilo terminal E2FA/B1;14-313) crecieron sélo hasta la
primera dilucion, es decir, que no crecieron 6ptimamente (Figura 14), sin embargo, la
actividad de la enzima B-galactosidasa generada con esta region resultd ser la activad con
el mayor valor. A pesar de lo anterior, en ambos experimentos la regién carboxilo fue
suficiente para activar la expresion de los genes reporteros, contrario a lo que se observé
con la regiébn amino. Por lo tanto, se corrobor6 que es en el extremo carboxilo terminal
donde se encuentra el dominio de transactivacion, que le permite a E2FA/B1;1 ser una

proteina con capacidad de activar la transcripcion.

Con la proteina E2FC y con su mutante tampoco se vio actividad enzimatica, proponiendo
una vez mas que la proteina pudiese ser inhibidora o no activadora de la transcripcién con
base en este resultado y lo que se observé en el crecimiento sin leucina. Finalmente, con
la fusion E2FC WT- E2FA/B1;1¢™P si se observo actividad de la enzima y esta resultd
estadisticamente significativa al ser comparada con la actividad generada por E2FC, y lo
contrario al ser comparada con la actividad de la proteina E2FA/B1;1, ya que a pesar de
gue la actividad con la fusion aparentemente fue mayor, no resulté ser estadisticamente

diferente.
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8 Discusion de resultados

El ciclo celular es uno de los procesos biol6gicos mas estudiados debido a su importancia
para el crecimiento y proliferacion celular, asi como para el desarrollo de organismos
eucariontes; este procede a través de transiciones estrictamente reguladas para garantizar
gue los eventos especificos de cada fase se realicen de manera ordenada. El ciclo celular
esta controlado por una red reguladora cuyas caracteristicas generales se conservan de

levaduras a humanos (Bertoli et al., 2013).

En plantas, la division celular y la subsecuente elongacion son eventos celulares clave en
su ciclo de vida (Inzé y De Veylder, 2006); esta division estd regulada por sefiales
nutricionales, hormonales, de desarrollo y ambientales en conjunto con la maquinaria
molecular que controla el ciclo celular, de ahi que la comprension de dicha maquinaria y

sus componentes sea indispensable.

En los dltimos afios, el estudio del ciclo celular en las plantas ha progresado gracias a la
identificacion de genes que codifican ciclinas, CDKs, proteinas inhibidoras, etc. Estos
hallazgos sugieren que, en plantas como en otros eucariontes, los complejos ciclina- CDK
son reguladores clave del ciclo celular. Los diferentes complejos ciclina- CDK fosforilan a
una gran cantidad de sustratos en los puntos de transicion clave G1/S y G2/M, lo que
desencadena la replicacion del DNA y la mitosis respectivamente. Uno de los blancos de
estos complejos es el represor transcripcional RBR durante G1 y G1/S. RBR se encuentra
reprimiendo al heterodimero de factores transcripcionales E2F-DP impidiendo la
transcripcién de sus genes blanco. Cuando el ciclo celular avanza los complejos ciclina-
CDK catalizan la hiperfosforilacion de RBR, el cual libera al factor transcripcional,
permitiendo la activacion de dichos genes que incluyen ciclinas de la fase G1 y genes

necesarios para el establecimiento y progresion de la fase S.

La identificacion de homdélogos de E2F y DP en plantas (Albani et al., 2000; Ramirez-Parra
y Gutierrez, 2000; Ramirez- Parra et al., 1999; Sekine et al., 1999), demostré que la via esta
presente en plantas, y que ademas existe una alta conservacion de los dominios entre E2F-
DP de origen vegetal y animal, y muy probablemente controlen la expresion génica del ciclo

celular durante la proliferacién y diferenciacion celular en plantas.

En el laboratorio se han estudiado a diferentes reguladores de las fases del ciclo celular, y

mas recientemente el control transcripcional que regula la fase G1- S, por medio de la
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caracterizacion de la familia E2F- DP de maiz. Como se menciona en los antecedentes de
este trabajo, se descubri6 la presencia de doce genes de la familia E2F en el genoma de
maiz, los cuales se expresan diferencialmente. Ademas, se clonaron las secuencias
codificantes de E2FA/B1;1, E2FC y DPB2, y se demostrd la interaccion proteina- proteina
E2F- DP, asi como la interaccion de estos heterodimeros con diferentes cajas E2F en los
promotores de algunos de sus genes blanco (Sanchez- Camargo, en preparacion). Con
estos estudios podemos afirmar que las proteinas de la familia E2F se encuentran

conservadas en maiz.

Asi como en el laboratorio, otros estudios han examinado en detalle las diferencias en la
expresion de los diferentes E2Fs, asi como sus interacciones con DP, RBR y otras proteinas
en plantas. Sin embargo, pocos estudios han examinado las propiedades de activacién
transcripcional de proteinas E2F individuales. Por lo tanto, para continuar con la
caracterizacion de la familia de maiz, era de nuestro interés conocer la funcién
transcripcional de las proteinas E2F, y demostrar que conservan su funcién como

activadores o represores de la transcripcion.

Para determinar la funcién transcripcional de las proteinas E2F, se seleccionaron dos
miembros de la familia con base a la posicién que ocupan en el arbol filogenético construido
con las secuencias proteicas de los doce genes de maiz y con secuencias proteicas de la
familia E2F de otras plantas. Con base en la similitud con los activadores E2FA y E2FB de
A. thaliana, se propuso que el grupo de genes E2FA/B podria presentar caracteristicas
activadoras, por lo tanto, de este grupo se seleccioné a E2FA/B1;1 como un candidato
activador. Del segundo grupo con secuencias relacionadas a AtE2FC con posible funcién

represora, se seleccioné a E2FC como candidato represor.

Con el objetivo de conocer si E2FA/B1;1 y E2FC de maiz eran capaces o0 no de activar la
transcripcién, se monté un sistema reportero dual, en el cual por medio de la fusién
traduccional de las proteinas E2F con el dominio de union a DNA de LexA se determiné su
funcién transcripcional por medio de la activacién de dos genes reporteros con cajas LexA

en sus promotores; LEU2 y LacZ.

En los resultados se puede observar que la proteina E2FA/B1;1 funciona como un activador
transcripcional, ya que tanto en el experimento de crecimiento en medios de cultivo sin
leucina y en los ensayos de [B- galactosidasa los genes reporteros LEU2 y LacZ

respectivamente, fueron activados cuando E2FA/B1;1 es expresada (Figuras 14 y 16).
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En E2Fs de mamiferos, el dominio de activacion transcripcional esté localizado en la regién
del carboxilo terminal de las proteinas. En plantas, en el 2002 Kosugi et al., demostraron
por medio de ensayos de luciferasa que la forma trunca de AtE2Fa, la cual carece la region
C- terminal correspondiente al dominio de transactivacion en mamiferos, no tiene capacidad
de activar la transcripcion en células de tabaco, indicando la presencia del dominio de
activacion transcripcional en el carboxilo terminal tal como en los E2F de mamiferos. Para
corroborar que lo anterior se cumple en maiz, se probaron las regiones correspondientes al
amino y carboxilo terminal de E2FA/B1;1 en ambos experimentos, y se observo que al igual
gue en A. thaliana y en mamiferos, es en la regién del C- terminal donde se encuentra
localizado el dominio de transactivacion, el cual le permite a la proteina activar la

transcripcién, en este caso de los genes reporteros (Figuras 14 y 16).

Por otro lado, la proteina E2FC no fue capaz de activar la transcripcién de ninguno de los
genes reporteros cuando ésta fue expresada, sugiriéndonos que podria tener funcion
represora, complementando con esto los datos de expresion, en los que el gen E2FC se
expresa en tejidos diferenciados (Sanchez- Camargo, en preparacion), lo cual coincide con
que E2FC participa en represion de algunos genes de proliferacion y desarrollo en A.
thaliana (del Pozo et al., 2002). Con los experimentos realizados hasta ahora s6lo podemos
asumir como ya se menciond, que E2FC no tiene capacidad de activar la transcripcion; por
medio de otros experimentos resultaria interesante corroborar que es un represor
transcripcional, al competir por los promotores de sus genes blanco con E2Fs activadores,
en este caso E2FA/B1;1, ya que se hipotetiza que tanto E2Fs activadores como represores
compiten por los mismos sitios en los promotores de sus genes blanco durante la regulacion
de las diferentes olas transcripcionales del ciclo celular (Bertoli et al., 2013). De igual forma
en plantas, estas proteinas parecen interaccionar con el motivo altamente conservado
TTTSSCGSS (S siendo C o G). En el laboratorio, ya se ha demostrado que tanto E2FA/B1;1
como E2FC se unen a la misma secuencia en los promotores de algunos de sus genes

blanco (Sanchez- Camargo, en preparacion), sugiriéndonos que pueden competir.

Otro mecanismo de represion podria ser que E2FC actle como un activador débil. Diversos
estudios han demostrado que algunos E2F funcionan como activadores deficientes, por
ejemplo, E2F5. Sin embargo, debido a esta ineficiencia al activar la transcripcion e inducir
la progresion del ciclo celular es considerado como un represor transcripcional (Pierce et

al., 1998; DeGregori et al., 1997). Resultaria interesante; determinar en otro sistema si
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E2FC actua como un activador deficiente, o si simplemente no tiene la capacidad de activar

la transcripcion.

La construccion E2FCN 45146 fue disefiada con la intencién de ser probada en plantas, con
el objetivo de conocer mas sobre la funcion “represora” de E2FC. El objetivo era determinar
si la represion es intrinseca de la proteina, o cooperativa con la proteina RBR. Actualmente,
existe evidencia de que Rb regula los genes que responden a E2F a través de dos
mecanismos distintos. Primero, Rb se une a un motivo de 18 aminoé&cidos en el dominio de
transactivacion de E2F, bloqueando asi su capacidad de reclutar a la maquinaria
transcripcional. En segundo lugar, diversos estudios han demostrado que la proteina Rb es
capaz de interaccionar con remodeladores de la cromatina, ya sea para promover o reprimir
la expresion de genes clave durante la transicion de proliferacion a diferenciacion celular.
Ya se ha demostrado que la proteina Rb es capaz de reprimir la transcripcion por medio del
reclutamiento de histona desacetilasas (HDACs) (Magnaghi-Jaulin et al., 1998; Brehm et
al., 1998), mientras que; en plantas, la proteina RBR de A. thaliana interacciona con PCR2
(Complejo de represion Polycomb 2) para facilitar la diferenciacion celular y las transiciones
de desarrollo (Kuwabara & Gruissem, 2014). Lo anterior nos hace suponer que, sin su
motivo de unién a RBR, E2FC seria incapaz de interaccionar con dicha proteina, lo cual se
veria reflejado en la represién génica, comprobando asi la actividad cooperativa de E2FC-
RBR y remodeladores de la cromatina para reprimir la transcripcién. Sin embargo, esta
construccion sélo pudo probarse en levaduras; en S. cerevisiae el analogo funcional de
RBR, la proteina Whi5, no interacciona con E2F, sino con el analogo de esta proteina, SBF
(Medina et al., 2016), lo cual nos impide evaluar la interacciéon E2F- RBR, y, por lo tanto, el
mecanismo de represidn antes mencionado. Hasta ahora con el sistema de levaduras, sélo
sabemos que por si sola la proteina E2FC no es capaz de activar la transcripcion y, por lo

tanto, podria actuar como un represor por competencia en el DNA.

Con la hipétesis de que, durante la evolucién de los genes de la familia, E2FC perdié una
parte de su secuencia, provocando un cambio en su funcion transcripcional, se probd la
construccion E2FC WT- E2FA/B1;1°™P, en la cual se fusiond a la proteina E2FC completa
con 40 aminoacidos del C- terminal de E2FA/B1;1, de los cuales carece E2FC (Figura Al,
apéndice 1). Interesantemente al expresar esta fusion proteica, los genes reporteros fueron

activados en niveles similares que con la proteina activadora E2FA/B1;1 WT.

Lo anterior nos sugiere que dicho fragmento de 40 aminoacidos es de importancia e

indispensable para la activacion de la transcripcion. Con el fin de conocer mas acerca de la
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relevancia de esta pequefia secuencia de aminoacidos, se hizo una busqueda BLAST con
la secuencia proteica de los 40 amino&cidos de E2FA/B1;1 como criterio de busqueda, y se
encontré que es una secuencia conservada en proteinas de la familia E2F de gramineas;
especies como Sorghum bicolor, Dichanthelium oligosanthes, Panicum miliaceum, Setaria
italica, Oryza sativa y Brachypodium distachyon, la conservan en sus secuencias de
isoformas de proteinas E2FA/B con un E-Value <0 e identidad mayor al 50%, posiblemente
con funcién activadora, indicandonos que esta secuencia es de gran relevancia para

desempefiar dicha funcién en este subgrupo de proteinas de la familia.

Numerosas secuencias de aminoacidos pueden funcionar como dominios de activacion,
aunque muchos dominios de activacion tienen un porcentaje alto de aminoacidos
particulares. Gal4, Gen4 y la mayoria de los factores de transcripcion de levadura tienen
dominios de activacién ricos en aminoacidos acidos (acido aspartico y glutamico). Estos
dominios son capaces de estimular la transcripcion en casi todos los tipos de células
eucaridticas. Los dominios de activacion de algunos factores de transcripcion de Drosophila
y mamiferos son ricos en glutamina, y algunos ricos en prolina; otros son ricos en
aminoacidos relacionados a serina y treonina, los cuales tienen grupos hidroxilo. Sin
embargo, algunos dominios de activacion fuertes no son particularmente ricos en ningdn
aminodacido especifico (Lodish et al., 2000). Curiosamente al hacer un analisis de la
composicion y proporcién de aminoacidos que componen el péptido de E2FA/B1;1 (40aa),
los aminoéacidos que abundan con mayor proporcion son acido aspartico (12.5%) y valina
(12.5%), seguidos por acido glutamico (10%), prolina (10%) y glutamina (10%), reafirmando
gue este pequefo péptido tiene en sus propiedades las caracteristicas generales para ser

un dominio de activacion.

La familia de genes E2F ha sido estudiada ampliamente. Sin embargo, la historia evolutiva
de estos genes todavia se comprende poco. En 2010, Cao et al. encontraron que al
duplicarse el gen E2F ancestral produjo dos subgrupos de proteinas, el primero que
comprende a los represores, y los activadores comprendidos en el segundo subgrupo.
Descubrieron que los represores comparten mas similitud de secuencia con la secuencia
ancestral E2F predicha, y que también poseen tasas evolutivas significativamente mas
bajas y mayores presiones de seleccién negativa en comparacion con los activadores, por
ello, sugirieron que la funcién antigua de E2F podria vincularse principalmente con
proteinas del subgrupo represor, mientras que las proteinas del subgrupo activador podrian

contribuir mas a la diversificacidon funcional en la via E2F.
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Con lo anterior, nuestra hipotesis acerca de que E2FC pudo adquirir la funcién de represion
transcripcional por perder parte de su secuencia, no resulta muy sélida. Con los
experimentos realizados hasta ahora sélo podemos decir que no tiene la capacidad de
activar la transcripcion, y sugerimos que esta incapacidad es debido a que carece de una
regiéon como los 40 aminoacidos de E2FA/B1;1 con la capacidad de activar fuertemente la
transcripcién. Sin embargo, no podemos asumir que perdié dicha secuencia durante la

evolucion.

Los experimentos realizados hasta ahora nos han permitido conocer més acerca de la
familia de los factores de transcripcion E2F de maiz, sobre todo, acerca de su funcion. Sin
embargo, resultaria interesante conocer mas sobre la funcién transcripcional de estas
proteinas en un sistema que cuente con los demas elementos de la via, ya que como se ha
mencionado a lo largo de este trabajo, E2F actlia en conjunto con otras proteinas como DP
y RBR para desempefiar su funcion. Un sistema de plantas seria ideal para corroborar y

completar la caracterizacion de esta familia de proteinas de maiz.

9 Conclusiones

Se demostré que E2FA/B1;1 de maiz funciona como un activador transcripcional, y que
dicha funcién depende de una region de 40 aminoacidos en el carboxilo terminal de la

proteina, la cual esta conservada en la familia de las gramineas.

Asimismo, se demostré que E2FC carece de la capacidad de activar la transcripcién,
sugiriendo que esta proteina actia como un represor transcripcional, y esto se asocia a la

falta de una region o secuencia que le permita ejercer la funcibn como activador.

Finalmente, con los resultados obtenidos en este trabajo se abren diferentes posibilidades
de estudiar mas aspectos acerca de la familia de factores de transcripicion E2F de maiz
con el fin de ampliar el conocimiento acerca de la regulacién durante la transicion G1/S del

ciclo celular mediada por esta familia de factores transcripcionales.
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11 Apéndices

Apéndice 1. Alineamiento de las secuencias proteicas de E2FA/B1;1y E2FC
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' v 0 b b v b v T h
1.E2Faib1;1 HGEE- - -BEA AR THQ S ESE0DYHERE
2.E2Fc H:LELPOEP PEYV YHR P ENSAPTIPIESSKEPRAAVRSPIPPPHLPA
"o 120 130 140 150 180 170 180 190 200
i 0 i v 1 1 \ i i 1
1. E2Falb1;1
2.E2Fc
2!0 2::0
1.E2Falb1;1 FIIILL /I AT, D T, Ni§
2. E2Fc FINLLE
DNA blndlng

3’.:0 33|0 340 35'0 SGID 370 38'0 3?0 400

1.E2Falb1;1 T LIAY=sRED ERG DL — — — — — — — (oD V)TV IR SEIMG Phs
2.E2Fc iy C VISRERE N - D OFM Y G N L G L 0 EK H MK IRANSE S e Vi«
4’.:0 4?0 4-'.10 4{30 4&|0 47.0 4?0 4@|0 5?0 5!0
1.E2Falb1;1 NT-SY DEQHEQEIPODD S . -
2.E2Fc QQMDC BAREPERKCOE T G 3 A. LS GV ;
52|4
1. E2Falb1;1 STDP
2. E2Fc -———

Figura Al. Alineamiento de E2FA/B1;1 y E2FC. Se indican elementos funcionales. NLS, sefial de localizacion nuclear; DNA binding, dominio de
union a DNA,; leucine zipper; marked box; RBR binding, motivo de unién a RBR.
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Apéndice 2. Primers y temperaturas de alineamiento para la amplificacion de
CDS de las proteinas E2FA/B1;1y E2FC

Tabla Al. Primers para la amplificacién de la secuencia codificante (CDS) de E2FA/B1;1, E2FC y

sus respectivas deleciones.

© 00 N o O~ W N PP

N =
= O

Nombre Secuencia 5’ > 3’ Clave IBt- afio
FE2F1;1 WT EcoRlI TCT ATG AAT TCA TGT CGG GGG TCG GCA GCG G 1240- 2017
RE2F1;1 WT Ncol TCG CCATGG TTA TGG ATC TGT GCT TGG AAC CTC CAT 1241- 2017
RE2F1;1 Ncol A313-462 | TCG CCA TGG TTA TAA TAC AAT TCT ATATCT CCTTTG G 1243- 2017
FE2F1;1 EcoRI A1-313 TCT ATG AAT TCA GAA GTA CGA TGG GAC CAA TAG 1242- 2017
FE2FC WT EcoRI TCT ATG AAT TCA TGG ACG GCG CCT CCT CCA G 1244- 2017
RE2FC WT Ncol TCG CCATGG TTA CGT GCC CCA AGC ATC TGT CAT A 1245- 2017
RE2FC A451-468 Ncol TCG CCA TGG TTA AGC ATC AGC GTC GGC ATC T 1246- 2017
FE2FC-E2F1 TAD GTA TGA CAG ATG CTT GGG GCA CGG AAC AAG CGC AGT GGG ATG AGA T 1247- 2017
RE2FC-E2F1 TAD ATC TCA TCC CAC TGC GCT TGT TCC GTG CCC CAA GCA TCT GTC ATAC 1248- 2017
RE2FC WT Xhol GTC TCT CGA GTT ACG TGC CCC AAG CAT CTG T 367-2018
RE2FA/B1;1 3UTR ATG CCC TGA CTA AAC TCC AGG TGA 2809-2013

Tabla A2. CDS amplificados y pares de primers utilizados.
CDSs Primer Forward Primer Reverse Tm (°C)
E2FA/B1;1 WT FE2F1;1 WT EcoRI RE2F1;1 WT Ncol 62
E2FA/B1;1N313-462) FE2F1;1 WT EcoRI REZ2F1;1 Ncol A313-462 59
E2FA/B1;1C(1.313) FE2F1;1 EcoRI A1-313  RE2F1;1 WT Ncol 58
E2FCWT FE2FC WT EcoRI RE2FC WT Ncol 62
E2FCNus1-468) FE2FC WT EcoRI RE2FC A451-468 Ncol 62
E2FC WT (para fusion) FE2FC WT EcoRlI RE2FC-E2F1 TAD 65
E2FA/B1;1% AP (para fusién) | FE2FC-E2F1 TAD RE2F1;1 WT Ncol 65
E2FC WT- E2FA/B1;1¢TAP FE2FC WT EcoRI RE2F1;1 WT Ncol 60
E2FC WT (pJG4-5) FE2FC WT EcoRI RE2FC WT Xhol 59
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Apéndice 3. Mapas de vectores utilizados para clonar las secuencias
codificantes de E2FA/B1;1y E2FC.
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Figura A2. Mapa del vector pEG202 para expresién en levaduras. Se indica el promotor ADH1

(rojo), el dominio de unién a DNA de LexA (azul) y el sitio de clonacion mdltiple.

ADH1,2 term

pJG4-5

6449 bps

Figura A3. Mapa del vector pJG4-5 para expresion en levadura. Se indica el promotor GAL1

(rojo), el dominio de activacion de B42 (azul) y el sitio de clonaciéon multiple.
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Figura A4. Mapa del vector pDEST22 para expresion en levadura. Se indica el promotor ADH1,

el dominio de activacion de GAL4 (gris) y los sitios attR para recombinar.

8 LexA
Operators

pBR322 o

Figura A5. Mapa del vector reportero pSH18- 34 para expresion en levadura. Se indican los

operadores LexA (gris), asi como el gen de LacZ (negro).
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Figura A6. Mapa del vector pGEM- T Easy. Se muestra el sitio de clonacion multiple, asi como el

gen de LacZ.
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