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1.0 Resumen

Las ciclinas D son una familia de proteinas que regulan el ciclo celular en
eucariontes. Una de las caracteristicas mas relevantes de las ciclinas
tipo D (tanto en mamiferos como en plantas) es la conservacién de un
motivo, denominado LXCXE, en el amino terminal de su estructura
proteica cuya funcién es mediar la interaccién con los miembros de la
familia de proteinas pocket (RB o RBR). Las ciclinas D y las proteinas
pocket trabajan en conjunto en varios mecanismos para la correcta
progresion del ciclo celular. En maiz, nuestro modelo de estudio, hay un
Unico miembro de las ciclinas D (de 17 que conforman la familia)
llamado CycD6;1, que no conserva el motivo de unién a RBR1, sin
embargo, se habia reportado que aun asi puede asociarse a ésta. En
este trabajo se inicié la busqueda de la regidon responsable de la
interacciéon de CycD6;1 con RBR1 y se encontrd que la ciclina posee un
motivo LXCXE semi-conservado en la region carboxilo terminal.
Mediante estudios de mutacién dirigida y ensayos de interaccién con
proteinas recombinantes se observd que la asociacion entre ellas se ve
desfavorecida cuando se altera dicho motivo en la CycD6;1, confirmando
que es parcialmente responsable de la interaccién con RBR1. Por otro
lado, al intentar corroborar dicho resultado con ensayos de doble
hibrido, se encontré que CycD6:1 tiene la capacidad activar la expresién
génica, una caracteristica no estudiada en plantas, aunque si ha sido

reportado en las ciclinas D de mamiferos.



Interaccion de las proteinas CycD6;1 y RBR1 de maiz

2.0 Introduccion

2.1 Ciclo celular

Millones de afios de evolucion han dado como resultado una gran
diversidad de organismos eucariontes en la Tierra; los organismos de
este dominio de la vida pueden ser unicelulares (como las levaduras) o
pluricelulares (como las plantas) pero independientemente de esto,
todos se generan a partir de la division de una célula progenitora para
dar lugar a dos células hijas. Por obvias razones, un organismo
pluricelular no necesita sélo de una, sino de muchas series de divisiones
celulares que estan determinadas y reguladas por su programa
morfogenético para alcanzar su desarrollo completo y ser un organismo

funcional (Buchanan et al., 2015).

Al mecanismo que lleva a la divisidn celular en organismos eucariontes
también se le denomina ciclo celular y éste es un proceso complejo que
involucra una serie de eventos bioguimicos y moleculares que culminan
con la generacién de dos células con la misma informacién genética. El
ciclo celular requiere de una fina regulacién, pues de su correcta
progresiéon dependen procesos muy importantes en la naturaleza;
gracias al ciclo celular se generan células nuevas y funcionales, de ello
depende el desarrollo de un organismo y esto a su vez se traduce en la

preservacion de una especie en la naturaleza (Alberts et al., 2015)



El ciclo celular estd dividido en cuatro fases secuenciales vy
unidireccionales: G1, S, G2 y M. La primera fase (G1) corresponde a la
etapa donde la célula percibe e integra sefiales del medio intra y
extracelular (luz, agua, disponibilidad de nutrientes, factores de
crecimiento, etc) que le indicaran si es apta para comenzar un ciclo; la
percepcién de este microambiente se da a través de varias vias de
transduccidén de sefiales hasta llegar a efectores que finalmente van a
regular procesos celulares como el crecimiento, la duplicacion de
organelos y sélo si recibe las sefales mitogénicas correctas y su estado
energético es favorable, la célula avanza hacia la siguiente fase del ciclo
celular. Por otro lado, cuando en una célula se activa el programa para
ya no dividirse mas (regularmente porque alcanzé su maxima
diferenciacion), se dice que entra en fase GO, que significa que la célula

no esta realizando el ciclo celular (Campbell et al., 2001) (Figura 1).

Fase S
Replicacion del DNA

Fase Gx
. Fase G2
Crecimiento Revisién del
e integracion cvision de
de senales g-homa

Figura 1. Modelo del ciclo celular en eucariontes. Se muestran las
fases y los eventos que las caracterizan; en rojo se sefalan los puntos
de control del ciclo. Modificado de Mader & Windelspecht, 2016.



En la fase S (denominada asi porque ocurre la Sintesis de DNA), la
célula se encarga de duplicar su material genético, es un proceso
complejo que estd regulado por decenas de proteinas y requiere de
mucha energia quimica (de ahi la importancia de evaluar el estado
metabdlico de la célula en G1). En la transicion de la fase G1 a S existe
un punto de control muy importante que se analizara con detalle mas
adelante ya que este trabajo de investigacién se realizé en el contexto

de esta etapa del ciclo celular.

Una vez duplicado el genoma, en la fase G2 la célula puede seguir
creciendo y duplicar sus organelos (como en G1), sin embargo, lo mas
importante de esta etapa es que la célula verifica que la sintesis de DNA
haya ocurrido sin errores; si los hay, se activan mecanismos de
reparacion que no permiten el avance a la siguiente fase hasta que se
hayan corregido, o bien, la célula puede entrar en apoptosis cuando los
dafios son irreparables. Este mecanismo constituye el segundo punto de

control del ciclo celular.

Al periodo que comprende a las fases G1, S y G2 también se le conoce
como interfase y se le puede describir de forma muy general como la
etapa en la que la célula se prepara para la division celular. Cuando todo
esta listo entonces la célula entra a la fase de mitosis (M) donde, a
través de las diferentes sub-fases de este proceso (profase, metafase,
anafase y telofase) y bajo la regulacion del ultimo punto de control del
ciclo, el DNA se organiza para poder segregarse y finalmente dar origen
a dos células hijas genéticamente idénticas entre si (Alberts et al,,
2015).



2.2 Regulacion del ciclo celular

El ciclo celular es orquestado principalmente por la accion de complejos
proteicos heterodiméricos conformados por una ciclina (Cyc) y una
proteina cinasa dependiente de ciclina (CDK, por sus siglas en inglés).
Las ciclinas funcionan como subunidades regulatorias y las CDKs
constituyen las subunidades cataliticas; estas proteinas se combinan
para formar diferentes complejos, los cuales adquieren especificidad
para fosforilar blancos moleculares en momentos particulares del ciclo

celular y asi regular la progresion de éste. (Harashima et al., 2013).

En mamiferos, las CDKs se han clasificado en familias desde CDK1 hasta
CDAK13, mientras que en plantas se les ha dado un sufijo alfabético
desde la CDKA hasta la CDKG, lo cual deja ver el gran numero de
miembros de este tipo de proteinas. Es relativamente comun encontrar
homodlogos y andlogos entre las CDKs de animales y plantas, sin
embargo, se debe destacar que la familia CDKB es especifica de plantas
y se les ha asociado a funciones muy especificas en la mitosis y en la
reparacion del dafio a DNA (Joubés et al., 2000; Menges et al., 2005;
Weimer et al., 2016).

2.2.1 Ciclinas D

Por otro lado, las ciclinas también constituyen una gran familia de
proteinas conservadas en eucariontes; estas proteinas estan
conformadas por dos grandes dominios llamados “Ciclina N” y Ciclina C”
y dentro del primero se encuentra una regién muy importante llamada

“caja ciclina”. Esta regién (que comprende alrededor de 100 residuos de



aminoacidos), le da identidad a la familia porque es la responsable de la

interaccion con las CDKs (Figura 2) (Wang et al., 2004).

Motivo Dominio Dominio
LXCXE Ciclina N Ciclina C

I A \
{ ) \
[N N | 1]
R

Caja ciclina

Figura 2. Esquema de una ciclina D. Se ilustra la distribucion de los
dominios que conforman a las ciclinas, asi como la localizacién de la
“caja ciclina” y el motivo LXCXE que caracteriza a las ciclinas tipo D.

Hay diferentes clases de ciclinas, las cuales cumplen funciones
especificas en diferentes etapas del ciclo celular. Las ciclinas tipo A
estan asociadas a la fase S y las tipo B a la fase G2 y M, mientras que
las ciclinas D participan en la fase G1 y la transicién G1/S. Nuestro
trabajo involucra a éstas ultimas, por lo cual nos centraremos en ellas y
en el papel especifico que cumplen en la regulacién del ciclo celular
(Pines, 1995; Malumbres & Barbacid, 2005).

Las ciclinas tipo D son proteinas capaces de integrar (directa o
indirectamente) sefiales bioquimicas del medio intracelular para
después, en complejo con una CDK, ejercer un efecto directo sobre la
progresion del ciclo celular. Estas sefales pueden ser hormonas,
azUcares y factores mitegénicos en general, que provienen de otras vias
de sefalizacion. Los mecanismos de integracidon estas sefiales no son

claros para todos los casos, aunque para las hormonas se ha visto que



estas moléculas se unen a proteinas que regulan la transcripcién de las

ciclinas (Garay-Arroyo et al., 2012).

Las ciclinas D son muy importantes para el reconocimiento de los
blancos moleculares de los complejos CycD/CDKs, lo hacen a través de
varias regiones de su secuencia/estructura proteica y poseen una marca
de aminoacidos muy especifica en el amino terminal que le da identidad
a esta familia de proteinas; se trata de un motivo denominado LXCXE
del cual se abundard mas adelante (Figura 2) (Sherr, 1994; Gutiérrez
et al., 2002).

Gran parte de la maquinaria de regulacion del ciclo celular se encuentra
conservada tanto en plantas como en mamiferos, aunque en el caso de
las ciclinas D el nimero de miembros implicados es muy distinto.
Mientras que en humanos hay solo 3 genes que codifican para ciclinas
tipo D, en la planta modelo Arabidopsis thaliana se han reportado 10
genes Yy en el maiz son 17 miembros los que conforman a esta familia.
(Buendia-Monreal et al., 2011; Buchanan et al., 2015; Strzalka et al.,
2015). Es por esto que el estudio de los mecanismos donde participan
estas proteinas se vuelve mas complejo y, por lo tanto, hay muchas
incognitas en el engranaje con el que se regula de manera tan fina el

ciclo celular de las plantas.

2.2.2 Proteinas pocket y transicion G1/S

Ya se mencionaba que durante la fase G1 la célula se prepara y evalla
su estado energético y contexto ambiental para comprometerse (0 no) a
comenzar la replicacién de su material genético (en la fase S). Esta

“decision” es muy importante porque si la célula avanza en el ciclo
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celular cuando las condiciones no son las 6ptimas, puede poner en
riesgo su viabilidad. Por ello es que con la evolucion se desarrolld un
mecanismo de control muy estricto (que esta conservado en
eucariontes) para regular la transicidn entre las fases G1 y S (Sherr,
2004).

En esta via se encuentran involucradas varias proteinas que, junto con
los complejos formados por las ciclinas tipo D y CDKs, forman parte de
la maquinaria de regulacién del ciclo celular. La primera y mas
importante de ellas es la proteina de retinoblastoma (pRB o RB), que fue
descrita por primera vez en humanos como un supresor de tumores
debido a que se encuentra regulada negativamente en células de cancer
de retina. Se encontré que esta anomalia contribuye a la proliferacion
celular y posteriormente se observd que no sélo era una proteina
asociada con el retinoblastoma, sino también con otros tipos de cancer
(Murphree & Benedict, 1984; Horowitz et al., 1990).

En mamiferos, RB junto con p107 y p130 conforman la familia de
proteinas pocket, llamadas asi debido a que los miembros conservan un
dominio muy particular que forma una cavidad en su estructura proteica
(y de ahi su nombre), la cual es importante para la funcidon de esos
reguladores. Esta familia de proteinas también estd conservada en
plantas y se les denominé pRBR o RBR (por sus siglas en ingles “RB-
related protein”); Arabidopsis thaliana sélo tiene un miembro, pero en
maiz existen cuatro genes (ZmRBR1, ZmRBR2, ZmRBR3 y ZmRBR4).
ZmRBR1 es el mas estudiado al ser el primero en identificarse, ademas
de ser el mas cercano a su ortélogo RB en humanos (Desvoyes et al.,
2013; Sabelli et al.,2013).
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Las proteinas de la familia pocket tienen tres dominios: el dominio N-
terminal, el dominio pocket y el C-terminal (Figura 3). El dominio N-
terminal es el menos conservado entre los miembros de la familia (de la
misma y de diferentes especies) y su funcién se ha relacionado con la
capacidad de estas proteinas para inhibir la replicacion del DNA (Borysov
et al.,, 2015). Por otro lado, el dominio pocket es el mas conservado y
caracteristico de la familia y estd conformado a su vez por dos
subdominios denominados pocket A y pocket B; a través de esta region
es por la que RB establece interaccién con una gran variedad de
proteinas, incluidas las ciclinas D, que especificamente se asocian al

subdominio pocket B a través de su motivo LXCXE (Chow et al., 1996).

Finalmente, el dominio C-terminal se caracteriza por ser una regién
intrinsecamente desordenada y por la presencia de varios sitios de
fosforilacion para complejos Cyc/CDKs; la dindmica de fosforilacién/
desfosforilacién de esta regidén provoca cambios conformacionales en la
proteina completa y determina la mayoria de las funciones de este
regulador (Rubin, 2013).

C-terminal

Sitios de fosforilacion
para CDKs

Sitio de union

al motivo LXCXE

Figura 3. Modelo de RB. Se muestran los dominios vy sitios
importantes de la proteina. Modificado de Dick y Rubin, 2013.



La proteina RB cumple un papel muy importante en la transicién G1/S,
pues funciona como represor de un factor transcripcional clave en este
punto de control; este factor transcripcional es el heterodimero llamado
E2F-DP, cuyos genes blanco regulan varios mecanismos importantes
para la progresion del ciclo celular, entre ellos los genes MCM, ORC y
PCNA (tanto en mamiferos como en plantas) cuyos productos son
imprescindibles para la replicacion del genoma durante la fase S
(Chellappan et al., 1991; Vandepoele et al., 2005; Sanchez-Camargo et.
al. 2020).

Fisioldgicamente hablando, ya se mencionaba que mientras la célula se
encuentra en la fase G1, pero sin tener las condiciones apropiadas, no
avanza hacia la fase S; este mecanismo de restriccion esta dado por la
interaccion del dominio pocket de RB con el dominio de transactivaciéon
de E2F-DP, pues esta asociacion anula la capacidad de E2F-DP para
activar sus genes blanco, funcionando como un freno que impide el
establecimiento de la fase S. Sin embargo, una vez que las células
reciben las sefiales mitogénicas y bioquimicas adecuadas en la fase G1
tardia, a través de los complejos CycD/CDKs se promueve la
hiperfosforilacion de RB provocando que pierda afinidad por E2F-DP
(Figura 4). De esta forma se da paso a la transcripcion de los genes de
fase S y de otros tantos que le daran consecucién al ciclo celular
(Hagemeier et al., 1993; Kato et al., 1993; Weinberg et al., 1995; Rubin
et al., 2005).
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a) Fase G1

Y/NINTINTNTN /NN

Represion de genes de ciclo celular Activacién de genes de ciclo celular

Figura 4. Mecanismo de la transicion G1/S. a) La interaccion de RB
con E2F-DP impide la transcripcion de los genes para el avance del ciclo
celular, b) pero cuando RB es hiperfosforilado por complejos CycD/
CDKs, el factor transcripcional es liberado y activa sus genes blanco.
Modificado de Dick y Rubin, 2013.

Debido a que se demostrd la importancia de la interaccién de estas
proteinas, se comenzaron a hacer estudios para encontrar las regiones

implicadas en la asociacién entre los complejos CycD/CDKs, RB y E2F.

2.3 Motivo LXCXE

Muchos de los trabajos antes citados se realizaron en el contexto de los
estudios del cancer y en esos mismos afios (90s) se descubrid que
algunas oncoproteinas virales (como E7 del papiloma humano) eran
capaces de unirse al subdominio pocket B de RB, interfiriendo con su
accién represora sobre E2F y provocando un aumento en la proliferacion
celular (Dyson et al.,, 1989). Posteriormente se encontrd que estas
proteinas eran capaces de asociarse a RB a través de una marca de

aminoacidos muy especifica.
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Con el tiempo se determind que la interaccion de las proteinas virales
con el dominio pocket de RB dependia de un motivo al que se le
denomind LXCXE. Sin embargo, este descubrimiento fue aun mas
relevante después de que se observara que varias proteinas enddgenas
de las células de humano también poseian este motivo, entre ellas las

ciclinas tipo D (Dowdy et al., 1993).

El motivo LXCXE se encuentra conservado en el amino terminal de las
ciclinas D de humano y, mediante estudios de mutacion dirigida a dicho
motivo, se comprobd que es importante para la interaccién (y
fosforilacion) de RB, pues si se altera se ve considerablemente

disminuida su asociacion (Dowdy et al., 1993).

Fue asi como se determind que en la transicion G1/S del ciclo celular las
ciclinas D a través de su motivo LXCXE, interaccionan con el motivo
pocket de RB para favorecer su hiperfosforilacion, lo cual finalmente
conduce a la liberacién de E2F (que se encontraba inhibido por la forma

no fosforilada de RB) y a la activacion de los genes de la fase S.

Posteriormente se describié que existen otras proteinas que presentan
motivos LXCXE semi-conservados (a los cuales nos referiremos también
como motivos LXCXE-like), como la proteina CycE de humanos, que
realiza una funcién importante en la transicion G1/S con un mecanismo
similar a las CycsD. Esta proteina posee el motivo VXCXE y al estudiarse
se determind que este motivo semi-conservado es funcional y es

importante para la interaccidén entre la ciclina E y RB (Kelly et al., 1998).

15



También algunos remodeladores de la cromatina como las desacetilasas
de histonas 1 y 2 (que contribuyen a la represién transcripcional), se
asocian a RB a través del motivo IXCXE, que también es muy similar al
canoénico (Magnaghi-Jaulin et al., 1998). Con estos y otros trabajos se
demostrd la importancia del motivo LXCXE (o LXCXE-like) en la

interaccion de las proteinas que lo poseen, con RB.

El motivo LXCXE también estda conservado en varias proteinas de las
plantas; inicialmente se encontrd que la mayoria de las ciclinas tipo D de
Arabidopsis (7 de los 10 miembros) lo poseen en el amino terminal de
su secuencia proteica (Strzalka et al., 2015) y se demostré que las
asociaciones de las proteinas de la via CycD/RBR/E2F en plantas
funcionan de manera muy similar a las descritas en humano, pues
demostraron que Ciclina D2 de Arabidopsis thaliana tiene la capacidad
de unirse con RBR1 de maiz a través del motivo LXCXE (Huntley et al.,
1998).

Por otro lado, de forma analoga a lo encontrado en mamiferos, también
hay otras proteinas en plantas (que no son ciclinas D) que dependen de
esta marca de aminoacidos para asociarse con miembros de la familia
pocket, por ejemplo, el factor transcripcional SCARECROW (SCR)
descrito en Arabidopsis (Cruz-Ramirez et al., 2012), demostrando asi la
importancia del motivo LXCXE en la asociacién de varios tipos de

proteinas y, por lo tanto, en varios mecanismos.
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2.4 Antecedentes

El estudio de las ciclinas D en distintos organismos modelo ha permitido
conocer varias caracteristicas de esta familia de proteinas. En
Arabidopsis thaliana se ha determinado que su expresion responde de
forma diferencial a la presencia de azlcares como glucosa y sacarosa,
asi como a hormonas vegetales como citocininas, auxinas,
brasinoesteroides, entre otras. Por otro lado, en la planta de tabaco se
encontré que esta familia de ciclinas tiene una vida media relativamente
corta que esta relacionada directamente con la presencia de cajas PEST,
que son secuencias que las llevan a ser degradadas via proteasoma
(Gutiérrez et al., 2002; Sorell et al., 1999).

Otros trabajos sobre algunas ciclinas han logrado determinar funciones
muy especificas de estos reguladores; un ejemplo que concierne
directamente a este proyecto, por la cercania filogenética de estas
proteinas, es el estudio de CycD6;1 de Arabidopsis thaliana. Esta ciclina
se ha visto involucrada en un proceso denominado divisidn asimétrica,
en donde permite la diferenciacion de ciertos tipos celulares en el
desarrollo de la raiz de esta planta. Esta funcion la realiza a través de la
fosforilacion de AtRBR1, sin embargo, no se explica a detalle como es
posible esta interaccion, dado que AtCycD6;1 (asi como otras 3 ciclinas
D de Arabidopsis) no tiene conservado el motivo LXCXE (Cruz-Ramirez
et al., 2012).

Por otro lado, la regulacion del ciclo celular en la germinacién de
semillas de maiz ha sido el tema de investigacién de nuestro grupo por

décadas, dada la importancia que tiene la primera ronda de division
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celular en este proceso fisioldgico, que en conjunto con el despertar
metabodlico de las semillas, permiten el establecimiento de la
germinacion y el comienzo del desarrollo de una plantula de maiz
(Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003). Por la importancia que ya se ha
mencionado que tienen las ciclinas D en la regulacién del ciclo celular,

han sido de las proteinas que mas se han abordado.

La familia de ciclinas tipo D de maiz esta conformada por 17 miembros y
todos ellos a excepcidén de uno conservan el motivo candnico de union a
RBR1, LXCXE, en su amino terminal (Figura 5). La excepcién se trata
de ZmCycD6;1 y por ser la uUnica que carece del motivo fue que

despertd el interés de nuestro grupo de investigacion.

Motivo
LxCxE
10 20 30 40 50 60

R [P I I leeeeleeeeleeeeleeeeleeeeleeeealene
Zeama;CycD1l;1l -—---—-———————————- MPGDAYD DDAAGSALLCTTDDDDGCCSAVE-===========
Zeama,; Cch2 ;1 - MGILCLGASST PRNNVLGLGCGNELVEVGSGHDGLDSVVG—-————-
Zeama;Cch:;Za —————————— MVPG-YDCAASV DNAAILGLDDDGEESSWAAAATPPRDTVAAAAAAA
Zeama;CchQ;Zb —————————— MVPG-YDCAASV DNAAVLGLDD---ESSWAAAATPPRDTVVAAAAAG
Zeama; CycD27 3" ——==—======= MGFRCGRASSS DVAGMFGCN-GHDDEEVGLLVLGMDTTF-===—=—~
Zeama;CycD4;la ----=-=-=---- MAPSSYEVAAST DSSSILDLEA---EAEEEALLARSGEPGG-===—~-
Zeama;Cch4;lb —————————— MAPSSYEMAAST DSSSILDLEAGGQEEEEEVLLARSRTRGEP————-
Zeama;Cch4;2 —————————— MAPSCYDAAASM HSSILWYDE--EEEELEAVGRRRGRSPGYGDDFG
Zeama;CycD3;la --——-—————————- MAAFAALFDP HLDLYHEGPVEVVDEQWQDQRGQQQPAALDDELP
Zeama:;CycD3;1b -—--——=-==—-- MAAFAALFDP HLDLYRDEPGEGADEQWPGQHGQQEPAVLDDELP
Zeama;CycD5;1 MMPVAAVDD= ===~ WSER-GFS PCADLGNGV====~ VDDDEFLPLYNAGEEEEEE--

DGADLDAGG-SAESADDGEPAVVAHSDAGEDQEEE
DGADLDTGGSAAESADGGKLAASLYGDAEEDQE——
DGSDLLADADDGAG-TDLVVARDERLLVVDQDEE -
DGSDLLSDAYDGAGATDFVVARDEHLLVEDQDEE -

DAYAYEFEFDLEN-==-==========— e e -
DPLVVSTTPPPQLASNSYTLLAPQQQAASDDAEEE

Zeama;CycD5;2a MGERGAEED----- GSGGSSLS
Zeama;CycD5;2b MGEAEERCS----- AGAGCSFS
Zeama;CycD5;3a MGDAAAAAA--STSAPTTPTSI
Zeama;CycDS5;3b MGDAAAAAATASTSAPATPTSI

‘Zeama;CchG;l ————————————————— MATEE
Zeama;CycD7;1  -———————————————- MDDSSLELYC

Figura 5. Ciclinas tipo D de maiz. Alineamiento de la region amino
terminal de las 17 ciclinas D de maiz donde se puede observar que 16
de ellas conservan el motivo LXCXE, pero ZmCycD6;1 no (sehalada
con la flecha roja). Modificado de Buendia et al., 2011.
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La proteina ZmCycD6;1 ha sido detectada en ejes embrionarios durante
la germinacion y se ha determinado que sus niveles proteicos responden
diferencialmente a hormonas como acido indol-3-acético, acido abscisico
y también a sacarosa. Ademas, mediante estudios in vitro se observéd
que ZmCycD6;1, aun careciendo del motivo LXCXE, es capaz de
asociarse y fosforilar (en compafia de una CDK) el dominio pocket
(RBRPP) y el carboxilo terminal (RBRCT) de ZmRBR1. Esto se confirmo al
realizar estudios con inmunoprecipitados de ZmCycD6;1 y utilizando a
RBRPD como sustrato de fosforilacion (Tesis de licenciatura Zamora-
Zaragoza 2012; Tesis de maestria Zamora-Zaragoza 2015; Tesis de

licenciatura Gonzalez-Orozco, 2017).

Estos hechos dieron pauta para pensar que ZmCycD6;1, a diferencia de
las otras 16 ciclinas tipo D de maiz que si conservan el motivo LXCXE,
interacciona con ZmRBR1 a través de una regién distinta y que esto
podria significar la existencia de un mecanismo nuevo en la dinamica de

interaccién de estos reguladores del ciclo celular en maiz.
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3.0 Justificacion

Varios estudios en plantas han determinado que las familias que
componen la maquinaria de regulacién del ciclo celular son multigénicas
y con ello se ha inferido que hay cierta redundancia funcional. Sin
embargo, estudios de ciclinas D de maiz (familia con 17 genes
reportados) sugieren que podrian tener papeles especificos, pues se ha
demostrado que tienen expresion, respuestas a estimulos e
interacciones diferenciales. ZmCycD6;1 es un miembro de la familia con
una caracteristica atipica ya que es la Unica que carece del motivo
LXCXE. Por ello resulta importante su estudio, especialmente en Ia
interaccién con la proteina ZmRBR1, pues esta diferencia podria sugerir
que dicha ciclina tiene una dinamica de asociacion diferente y podria dar

lugar a un mecanismo especifico en regulacién del ciclo celular.

4.0 Hipotesis

Dado que ZmCycD6;1 carece del motivo candnico LXCXE en la regién
N-terminal, pero aun asi es capaz de interaccionar con ZmRBR1,
entonces ZmCycD6;1 tiene otra regidn en su secuencia proteica para su

asociacion con ZmRBR1.
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5.1 Objetivo general

Determinar la regién de ZmCycD6;1 que interacciona con ZmRBR1.

5.2 Objetivos particulares

e \erificar in silico que ZmRBR1 conserve la region de interaccién que se

asocia con el motivo LXCXE de las ciclinas tipo D

e Demostrar la interaccién in vitro de ZmRBRPP con ZmCycD2;2a, una

ciclina canodnica de maiz que si conserva el motivo LXCXE.

e Fragmentar a ZmCycD6;1 o realizar alguna mutacion estratégica para
probar la interaccion con ZmRBR1PP mediante ensayos de pull-down

con proteinas recombinantes.

e Realizar ensayos de interaccién mediante doble hibrido en levaduras

para determinar la interaccion de ZmCycD6;1 y ZmRBRPP

21



6.0 Resultados

6.1 Busqueda in silico de la region en ZmRBR1 que interacciona

con el motivo LXCXE

Las ciclinas tipo D de maiz han sido objeto de estudio en nuestro grupo
de investigacion y desde que se observd que los 17 miembros de la
familia (a excepcién de CycD6;1) poseian el motivo de interaccion
LXCXE, se propuso que la asociacion de estas proteinas con RBR se
conservaba también en este sistema de estudio. Sin embargo, hasta
ahora no se habia analizado a detalle si la proteina ZmRBR1 conservaba
en su secuencia de aminoacidos, las regiones responsables de

interaccionar con tal marca de las ciclinas.

Gracias a estudios de cristalografia realizados por Dahiya vy
colaboradores (2000) con el dominio pocket RB de humano y un péptido
gue contenia la secuencia LXCXE, se determind cuadles eran los residuos
de aminoacidos de HsRB que participaban en la interaccidn,
encontrandose que Tyr 709, Lys 713, Tyr 756 y Asn 757 son los mas
importantes. Al realizar un alineamiento de las secuencias proteicas de
RB de humano, RBR de Arabidopsis thaliana y RBR1 de maiz, se
encontré que estos aminoacidos estan conservados (en posiciones
equivalentes) en sus homodlogos de plantas, y no solo estos residuos,

sino otros aledanos también (Figura 6).
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Tyr 709 Lys 713

Identity P— L L
te 1. HsRe1 I S M Y G I C K
b+ 2. ARRBR1 ( F Y G v A | K 01 | S
Ce 3. ZMRBR1 c L A c

Tyr 756  Asn 757

l l 900

Identity [
b+ 1. HSRB1 D S I I \ S
e 2. AtRRBR1 v D I I T F Y N E I F I
0+ 3. ZMRBR1 v G T E

Figura 6. Alineamiento de HsRB, AtRBR y ZmRBR1. Se muestra la
secuencia de aminoacidos de dos regiones cercanas entre si del
dominio pocket de estas proteinas; las flechas sefalan a los
aminoacidos importantes en la interaccidon con el motivo LXCXE, los
cuales se conservan en las tres especies.

Cabe sefnalar que aunque no se muestran en el alineamiento, los otros
miembros de la familia pocket de maiz ZmRBR2, ZmRBR3 y ZmRBR4,
también conservan estos aminoacidos. Este hecho aporta evidencia de
que, asi como en mamiferos, las ciclinas tipo D de maiz (y otras
proteinas que poseen el motivo LXCXE) podrian interaccionar con
cualquiera de las proteinas ZmRBR a través de esta regién y a su vez
nos da una idea de la conservacion de secuencias y de la via en plantas

y animales.

6.2 Interaccion del motivo pocket de RBR1 de maiz con la ciclina

candnica CycD2;2a

A finales de los afios 90, se demostré que varias ciclinas tipo D de

Arabidopsis eran capaces de interaccionar con el dominio pocket de

o
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RBR1 de maiz por el motivo LXCXE que conservan en su region N-
terminal (Ach et al.,, 1997; Huntley et al., 1998); los trabajos que lo
comprobaron se realizaron con las proteinas de estas dos especies
porque aun no se habia clonado ninguna ciclina de maiz (ni a RBR1 de
Aradidopsis). Sin embargo, debido a que se observd una clara
conservacién de las proteinas y las interacciones de la via CycD/RBR/
E2F, se obvid que las ciclinas tipo D de maiz también interaccionaban

con RBR1 de maiz.

Nuestro grupo de investigacion ha caracterizado varias ciclinas de este
sistema y una de las propiedades que se ha descrito de ellas es su
capacidad de formar complejos con ZmCDKA1;1 y fosforilar a ZmRBR1
(Gutiérrez et al., 2005; Lara-Nufez et al., 2008; Godinez-Palma et al.,
2013). Sin embargo, no se habia demostrado que la uniéon de los
complejos CycD/CDKs con ZmRBR1 (para fosforilarla) fuera a través de
las ciclinas, por lo que nuestro primer interés en este proyecto fue
determinar la interaccidon proteina-proteina entre RBR1 y una ciclina que
conserva el motivo LXCXE candnico en el amino terminal, como

ZmCycD2;2a.

Es importante mencionar en este punto que, en los trabajos previos
mencionados, no se ha empleado a la proteina ZmRBR1 completa dado
que es de gran tamano e inestable; en su lugar se ha utilizado sélo el
dominio pocket, el dominio de carboxilo terminal o la fusidn de éstos.
Para este trabajo se propuso emplear sélo el dominio pocket de ZmRBR1
(denominado RBR1PP) dado que, como se explicd en la introduccion, es

el dominio mas conservado y con el que interaccionan las ciclinas D.
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Para determinar la interaccion de RBR1PP y CycD2;2a de maiz se
emplearon proteinas recombinantes obtenidas de E. coli para realizar
ensayos de pull-down con una resina de afinidad. La proteina
recombinante CycD2;2-MBP fungiria como la proteina de anclaje y, por
lo tanto, con ésta se comenzé a estandarizar la técnica; en la Figura 7
se puede observar (tanto en el gel con tincion de azul de Coomassie
como en el Western blot) la sobreexpresion de la proteina (en los
carriles To y Tf), su presencia en la fraccidén soluble (FS) que se obtiene
después de lisar las células que la sobreexpresaron, asi como en la
fraccion no adsorbida (FNA), la cual contiene a la proteina que no se
unié a la resina. Finalmente se puede observar que en las fracciones E1-
E6 (correspondientes a las eluciones) la proteina CycD2;2-MBP es
detectada y se encuentra purificada, lo cual nos indica que la resina es
efectiva para el anclaje de ésta. Para ensayos posteriores sdlo se usaron
las fracciones E2 y E3 debido a que en éstas se detecta la mayor

cantidad de proteina.

MM T, T FS P FNA E1 E2 E3 E4 E5 E6 Lav

75kDa ! B e e | [ < CycD2;2-MBP (77kDa)
— s 4 - a
» ' .

50kDa [ SEEE SR B | -

Blot:

aMBP ‘-. L — e — <€ CycD2;2-MBP (77kDa)

Figura 7. Estandarizacion y purificacion de CycD2;2-MBP. Los
paneles superiores corresponden a los geles con tincién de azul de
Coomassie y los de abajo a los Western blots donde se observa el
proceso de purificacion de CycD2;2-MBP. Abreviaciones: MM=Marcador
de masa molecular; To=Fraccidn no inducida; Tr=Fraccién inducida;
FS=Fraccion soluble; P=Pellet celular; FNA=Fraccién no adsorbida;
E1-6=Eluciones; Lav= Lavado final de la resina.



Paralelo a lo anterior, se realizaron dos experimentos control, el primero
fue para demostrar que la proteina GST-RBRPDP no interacciona
directamente con la resina de amilosa y, por lo tanto, su presencia en
las eluciones estaria dada por la interaccidon especifica y co-elucion con
la proteina CycD2;2-MBP (Figura S4). En el segundo control se
demostro que la proteina de fusién, GST, no participa en la asociacion de

las proteinas de estudio (Figura S5).

Después de esta estandarizacién se procedié a determinar si la otra
proteina de interés, GST-RBRPP, es capaz de interaccionar directamente
y co-eluir con CycD2;2-MBP. La Figura 8 muestra los resultados del
ensayo de interaccion de estas proteinas recombinantes a través de un
Western blot; en los primeros dos carriles del panel superior (Toy Tf) se
puede observar la induccién de la proteina CycD2;2a-MBP y también su
presencia en la fraccidon soluble (FS). Algo importante de mencionar es
que, en los carriles Toy Trque corresponden a las muestras de induccion
de GST-RBR1PD, el anticuerpo anti-MBP no reconoce ninguna banda, lo

que significa que no presenta deteccion cruzada o inespecifica.

En el Western blot del panel inferior (donde se usaron exactamente las
mismas muestras del primero pero ahora reveladas con el anticuerpo
anti-GST), se puede observar la sobreexpresion de GST-RBRPP (Tg y Tr)
y su presencia en la fraccién soluble (FS). Asi mismo, la proteina pudo
ser detectada en las fracciones de elucién E2 y E3 lo que nos indicé que
GST-RBRPP fue capaz de interaccionar con CycD2;2a (que estaba anclada

a la resina) y después las proteinas co-eluyeron.
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CycD2;2-MBP GST-RBR1PP

T, T+ T, T FS P E2 E3 E4

Blot:
aMBP —_— S | g CycD2;2-MBP (77kDa)
aGST - — — Y - GST-RBRP> (69kDa)

Figura 8. Ensayo de interaccion entre CycD2;2 y RBR1PP, E| panel
superior corresponde al western blot con el anticuerpo que revela la
presencia de CycD2;2-MBP vy el inferior donde se revela a GST-RBR1FPP,
La presencia de ambas proteinas en las eluciones confirma su
interaccién. Abreviaciones: MM=Marcador de masa molecular;
To=Fracciéon no inducida; Tr=Fraccidn inducida; FS=Fraccién soluble;
P=Pellet celular; E1-4=Eluciones.

Con esto se demostré que una ciclina tipo D que conserva su motivo
LXCXE, es capaz de unirse directamente al dominio pocket de RBR1 de
maiz y, por lo tanto, aporta evidencia de que los complejos CycD/CDKs
utilizan a la ciclina como la subunidad de reconocimiento para
interaccionar con ZmRBR1 y en conjunto con una CDKA pueda fosforilar

a este regulador.

6.3 Identificacion y mutacion del motivo LXCXE-Like de
ZmCycD6;1

Se habia reportado que ZmCycD6;1 también es capaz de interaccionar
con ZmRBR1 a pesar de que carece del motivo LXCXE (Tesis de maestria
Zamora-Zaragoza, 2015). Esto quiere decir que ZmCycD6;1 podria tener
una regidon o motivo distinto que medie la asociacion con ZmRBR1. Para
explicar esto, primero se habia planteado la posibilidad de fragmentar a

la ciclina con base en sus dominios y realizar ensayos con las proteinas
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recombinantes resultantes para asi identificar la regién por la que se da
esta union. Sin embargo, un analisis in silico minucioso de las
secuencias de las ciclinas D de maiz evidencié algo que cambid el rumbo

de la estrategia.

Al analizar la secuencia proteica de ZmCycD6;1 se encontrd que, en su
region cercana al carboxilo terminal (del aminoacido 246 al 251),
presenta un motivo LXCXE-like (LRECGE) (Figura 9). Esto llevo
directamente a la pregunta de si es mediante este motivo semi-

conservado que ZmCycD6;1 podria interaccionar con ZmRBR1.

P I
Zeama;CycDl;1 -W---CIGLAE 269
Zeama;CycD2;1 ————- EVPINK 275
Zeama;CycD2;2a ----- CKYLDK 292
Zeama;CycD2;2b ————- CNYLDK 287
Zeama;CycD2;3 —===- NILVNK 282
Zeama;CycD4;la —-=—==-- HRVHK 272
Zeama;CycD4;1b —————- HRVHE 275
Zeama;CycD4;2 —————— AHVDK 282
Zeama;CycD3;la -LIN----APE 268
Zeama;CycD3;1lb -LIN----APE 266
Zeama;CycD5;1 -LSPSC-LIEK 288
Zeama;CycD5;2a -LTPSC-LLDK 293
Zeama;CycD5;2b -LSPSS-LLDK 301
Zeama;CycD5;3a -LGSSFPQLDT 279
Zeama;CycD5;3b -LGSSCPQLDT 280
Zeama;CycD6;1 [EACB===FUNSEH 252
Zeama;CycD7;1 SRLVRPDGADD 298
N — CycD6;1 [T - C

Figura 9. Carboxilo terminal de las ciclinas D de maiz. En este
alineamiento se observa un grado de conservacién importante en esta
region de las ciclinas, sobre todo del aminoacido Cisteina (C) que esta
presente en los 17 miembros de la familia (modificado de Buendia et
al., 2011).
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Este hallazgo se volvio aln mas interesante al encontrar que otras
ciclinas D de maiz, ademads de su motivo conservado en el amino
terminal, también tienen un LXCXE canodnico (CycD2;2a, CycD2;2b y
CycD4;2) o un LXCXE-like (CycD2;1, CycD2;3, CycD4;1a y CycD4;1b)
en esta zona cercana al carboxilo terminal de sus secuencias proteicas,
sustentando la posibilidad de que esta regidén pudiera tener una funcién

importante en esta familia de proteinas (Figura 9).

Para contestar de manera concreta si este motivo LXCXE-like de
ZmCycD6;1 que se encontré en el C-terminal es el responsable de la
interaccion con ZmRBR1, se propuso llevar a cabo mutagénesis sitio-
dirigida mediante PCR para modificar el motivo y ver si se afectaba la
asociacion de las proteinas. Una vez realizada la mutacién y confirmada
mediante secuenciacién se obtuvo una construccién a la que se

denomind MutD6;1.

6.4 Interaccion comparativa entre RBR1PP y las dos versiones de
CycD6;1

Para realizar un ensayo de interaccién donde se pudiera comparar la
interacciéon de RBR1PP con las dos versiones de la ciclina y asi analizar el
efecto de la modificacion del motivo LXCXE-like, se necesitaba que
ambas proteinas recombinantes tuvieran el mismo TAG, asi que se
subclonaron en el vector de expresion pHMGWA, el cual provee del tag

MBP a las proteinas (Figura S3).

Una vez teniendo a CycD6;1 WT y MutD6;1 con el mismo tag (MBP) y a
RBRPD (con GST) se procedid a realizar las interacciones in vitro de

forma simultanea para determinar si la mutacion en CycD6;1 afectaba la
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asociacion con RBRPP; esta vez RBR1PP fungié como proteina de anclaje
a través de su tag GST. En la Figura 10 se muestra el perfil de elucién
de CycD6;1 y MutD6;1 de su respectivo ensayo de pull-down y se puede
observar que en el experimento con MutD6;1 hay una clara disminucion

en la cantidad de proteina que co-eluye con RBR1PD,

CycD6;1 Wt MutD6;1
(LXXCXE) (AXXAXA)

Blot: FS E1E2 E3E4 E5 FS E1E2 E3 E4 E5
aMBP . D o = = . < MBP-Ciclina (77kDa)
aGST | D& o A @ == “ |« GST-RBR1PP (70kDa)

Figura 10. Ensayo de interaccion comparativa entre RBR1PP y las dos
versiones de CycD6;1. Western blot del perfil de elucion de las proteinas de
estudio; la proteina de anclaje, GST-RBR1PP, eluye de forma muy similar en
ambos experimentos (panel inferior) pero las dos versiones de CycD6;1 no,
pues la mutante eluye en menor cantidad que la version wild-type.
Abreviaciones: FS=Fraccion soluble; E1-5=Eluciones.

Por otro lado, se realizd un experimento control donde se demostré que
ninguna de las dos versiones de la ciclina interacciona directamente con
la resina de glutatiéon (Figura S6), validando asi su asociacion especifica

con la proteina GST-RBR1PP presente en el experimento.
Esto en conjunto indica que el motivo LXCXE-like que tiene ZmCycD6;1

en su regidon cercana al carboxilo es importante para que la proteina

pueda interaccionar con el domino pocket RBR1 de maiz.
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6.5 Ensayos de doble de hibrido en levaduras

Con el propdsito de confirmar la interaccién diferencial de las dos
versiones de la ciclina, se realizaron ensayos de doble hibrido en
levaduras con la intencién de emplear un sistema diferente (in vivo

eucarionte) para reforzar nuestro resultado obtenido in vitro.

Los ensayos de doble hibrido tienen su fundamento en la reconstitucién
de la actividad de un factor transcripcional que es capaz de promover la
expresidon de genes reporteros en la levadura, en funcién de la
interacciéon de las proteinas de interés. Para estos experimentos se
ocupd la cepa Saccharomyces cerevisiae EGY48 con su sistema

reportero LexA y B-galactosidasa.

En la siguiente serie de figuras se muestra el crecimiento de las
levaduras en presencia de leucina (paneles izquierdos), que demuestra
que las levaduras fueron transformadas correctamente, y por otro lado,
cuando se cultivan en medio sin leucina (paneles derechos) sélo se

veran crecer si las proteinas problema estan interactuando entre si.

Primero, se realizaron controles generales y especificos para validar y
estandarizar el sistema; para ello se utilizé6 como referencia positiva de
interaccién a las subunidades a y B de una proteina G de humano y
como control negativo a los vectores vacios. Cuando las proteinas a y B
son ensayadas se puede observar el crecimiento de las levaduras en
medio sin leucina (en todas las diluciones), lo que significa que son
capaces de interaccionar; por otro lado, cuando se transforma con los

vectores vacios sélo hay un crecimiento marginal indicando que no hay
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nada en el sistema que active de manera significativa los genes

reporteros (Figura 11).

Leu + Leu -

DBD-vacio x AD-vacio

DBD- @  x DBD-f8

100 102 103 10+ 100 102 103 10+
Dilucidon del cultivo celular

Figura 11. Controles generales para estandarizacion del doble
hibrido. Las proteinas a« y p interaccionan y hacen posible el

crecimiento de las levaduras en todas las diluciones, mientras que
cuando se usan los vectores vacios el crecimiento es muy pobre.
Abreviaciones: DBD=Dominio de unién a DNA; AD=Dominio de
activacion.

Posteriormente, se us6 como otro control positivo a las proteinas
ZmRBR1PD y ZmE2FA/B1;1 (ésta ultima generada y proporcionada por
QFB. Samantha Romero Rodriguez) con el objetivo de tener como
referencia una interaccion de proteinas de nuestro modelo de estudio
(maiz) y de las cuales se tiene mas evidencia de su asociacion. Como
puede observarse en la primera linea de la Figura 12, en el panel
derecho, las levaduras crecen abundantemente donde no hay dilucién
(109) y pobremente en la dilucién 10-2, sin embargo, la coloracién azul
de las colonias evidencia la activacién del gen reportero B-galactosidasa,

lo cual confirma la interaccién de RBR1PP y E2FA/B1;1.
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DBD-RBRPD x AD-E2Fa/b1;1

DBD-RBRPP x AD-vacio

DBD-vacio x AD-MutD6;1

DBD-vacio x AD-CycD6;1 Wt

100 102 103 104 100 102 103 10+
Dilucion del cultivo celular

Figura 12. Controles especificos del doble hibrido. Se observa
crecimiento y pigmentacién azul en el ensayo con RBR1PP y E2Fa/b1;1,
lo que indica que hay interaccidén entre estas proteinas; por otro lado al
utilizar combinaciones con uno de los vectores vacios, no hay
crecimiento de las levaduras. Abreviaciones: DBD=Dominio de unién a
DNA; AD=Dominio de activacion.

Asi mismo se realizaron otros controles negativos donde se utilizaron
combinaciones de los vectores vacios y los vectores que tienen
codificadas las proteinas de interés; con ello se verific6 que CycD6;1,
MutD6;1 y RBR1PP no son capaces de activar la expresion de los genes
reporteros por si solas, pues el crecimiento de las levaduras fue

marginal o practicamente nulo (Figura 12).

Finalmente, al realizar los ensayos con las proteinas de estudio, no se
pudo observar la interaccion de RBR1PP con CycD6;1 Wt ni con su
version que fue modificada en el motivo LXCXE-like (MutD6;1), ya que
no hubo crecimiento de las levaduras cuando fueron transformadas con

los vectores correspondientes (Figura 13).
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Leu + Leu -
DBD-RBRPP x AD-MutD6;1

DBD-RBRPP x AD-CycD6;1 Wt ‘ ® # =

10 102 10 10% 100 102 103 10+%

Dilucion del cultivo celular

Figura 13. Ensayo de interaccion por doble hibrido entre RBR1PD
y las dos versiones de CycD6;1. No se observd crecimiento de las
levaduras, por lo que no se pudo comprobar la interaccion de nuestras
proteinas de estudio. Abreviaciones: DBD=Dominio de unidon a DNA;
AD=Dominio de activacion.

Para considerar todas las posibilidades de nuestro sistema se decidié
clonar los CDS de CycD6;1, MutD;1 y RBR1PP en los vectores opuestos.
De esta forma, ahora se obtuvieron a las ciclinas en el vector que
codifica para el dominio de union a DNA (DBD) y a RBR1PP con el

dominio de transactivacion (AD).

Al realizar los ensayos de interaccion se pudo observar el crecimiento de
las levaduras en medio sin leucina en todas las diluciones, lo que sugiere
que habia interaccidn de las proteinas, sin embargo, en los controles
negativos donde se encuentran las ciclinas y se usa el otro vector vacio
(sin RBR1PDP) también presentaron crecimiento, por lo que se concluyd
gue no se trataba de una interaccién especifica entre CycD6;1, MutD6;1

y RBR1PP sino de un falso positivo.



Este resultado indicé que tanto CycD6;1 como MutD6;1 de alguna forma
estaban activando la expresidon de los genes reporteros. Para comprobar
esto se propuso realizar ensayos de transactivacién, los cuales se
emplean para determinar si una proteina es capaz de reclutar la
maquinaria de transcripcion y activar la expresién de genes de un
sistema. Ese tipo de prueba es comuUn que se realice a proteinas de las
cuales se tiene sospecha y/o evidencia que son factores de
transcripcion; por ello se utiliz6 como control positivo al factor
transcripcional ZmE2Fa/b;1, pues en la tesis de licenciatura de Romero-
Rodriguez (2019) ya se habia reportado que esta proteina era capaz de

activar la transcripcién en este sistema de levaduras.

DBD-MutD6;1

DBD-CycD6;1 Wt

DBD-E2Fa/b1;1

100 102 103 104 100 102 103 10*

Dilucion del cultivo celular

Figura 14. Ensayos de transactivacion de CycD6;1 Wt y MutD6;1.
Ambas versiones de la ciclina son capaces de activar la transcripcion en este
sistema de levaduras de forma similar a como lo hace el factor transcripcional
E2Fa/b1;1. Abreviaciones: DBD=Dominio de unidon a DNA.
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Al realizar los ensayos de transactivacién con CycD6;1 y MutD6;1 se
observo el crecimiento de las levaduras en medios sin leucina de forma
similar a como crecen las levaduras que expresan E2Fa/bl;1; con esto
se confirmé la capacidad de ambas versiones de la ciclina para activar la

transcripcion (Figura 14).

Algo a destacar es que las colonias del ensayo con E2Fa/b1l;1 presentan
pigmentacion azul (es decir, que se esta activando el gen reportero de
B-galactosidasa), lo que significa que la capacidad de E2Fa/b1l;1 para
activar la transcripcion es mas eficiente que las ciclinas, lo cual es

l6gico, ya que es un factor transcripcional como tal (Figura 14).

Las razones por las que no se pudo observar la interaccién CycD6;1 vy
MutD6;1 con RBR1PP podrian ser varias, podria estar implicado el
plegamiento de las proteinas o la participacion de proteinas de la
levadura que podrian ingerir en la interaccidn. Por otro lado, la
capacidad de las ciclinas para activar la transcripcion cuando estan
fusionadas al dominio de union de DNA fue un resultado no esperado

que se abordara en la discusién de resultados.
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7.0 Discusion

La proteina RB ha sido ampliamente estudiada en humanos ya que esta
relacionada con muchos tipos de cancer. Se han dilucidado muchos
detalles de la funcidn de este regulador en el ciclo celular y otros
procesos moleculares, pero algo muy interesante de resaltar es que con
los afios se ha descubierto que RB y la via principal en la que participa,
ademas de estar conservada en los mamiferos también se encuentra en

plantas.

El primer homoélogo de RB de plantas en clonarse y comenzarse a
estudiar fue RBR1 de maiz; en esos primeros estudios se observé que
ZmRBR1 era capaz de unirse a ciclinas tipo D de Arabidopsis (Huntley et
al., 1998) y afios mas tarde se determin6é que complejos CycD/CDKs de
tabaco, pueden fosforilar tanto a la proteina RBR de su sistema
(NtRBR1) como a RB de humanos (Nakagami et al.,, 2002). Esto
evidencio que RBR vy las ciclinas D de plantas son proteinas conservadas
y, por lo tanto, importantes para la regulacion del ciclo celular asi como

lo hacen en animales.

Por otro lado, ademas de la “caja ciclina”, la existencia de las ciclinas D
en plantas se determind por la conservacion del motivo LXCXE en el
amino terminal de su secuencia proteica, que de mamiferos se sabia que
participa para mediar la interaccion con miembros de la familia pocket
(Wang et al., 2004). Ademas, se demostrd que también en las plantas
existen proteinas disitintas a las ciclinas D que poseen el motivo LXCXE
y les permite interaccionar con RBR, como es el caso del factor
transcripcional SCR (implicado en la regulacidon de la division asimétrica

de células troncales en la raiz de Arabidopsis) o XND1 (relacionado con
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la diferenciacion de células troncales del xilema)(Cruz-Ramirez et al.,
2012; Zhao et al, 2017).

En maiz, distintos fragmentos de RBR1 se han utilizado como sustrato
de fosforilacién para el estudio de la actividad de cinasa de complejos
CycD/CDKs (Gutiérrez et al., 2005; Lara-Nufez et al., 2008; Godinez-
Palma et al.,, 2013), sin embargo, no se habia estudiado a fondo la
asociacion de las ciclinas con RBR1 en este sistema. Si bien se sabe que
todos los miembros que conforman la familia de ciclinas tipo D de maiz
poseen el motivo candnico de unién a RB, a excepcién del miembro
CycD6;1, no se conocia si la proteina ZmRBR1 conservaba la region
homodloga (respecto a RB de humanos) responsable de interaccionar con

el motivo LXCXE de las ciclinas D u otras proteinas.

El alineamiento en la Figura 6 muestra que tanto RBR1 de Arabidopsis
como RBR1 de maiz, conservan los aminoacidos de HsRB que antes
habian sido identificados como los importantes en la interaccion con el
motivo LXCXE (Dahiya et al., 2000). Estas regiones de AtRBR1l vy
ZmRBR1 pertenecen al dominio pocket, y su conservacion es sustentada
por lo reportado por Sabelli y colaboradores (2005), quienes
encontraron que en el dominio pocket de esta familia de proteinas en
plantas, es el mas conservado respecto al de mamiferos. Lo anterior
sugiere que dicha regién y aminoacidos de ZmRBR1 son los implicados
en la interaccién con el motivo LXCXE de las ciclinas D (u otras proteinas

que poseen esta marca) en este sistema vegetal.

Por otro lado, un estudio mas reciente en mamiferos determind que
ademas de estas regiones conservadas del dominio pocket, RB tiene

otra secuencia y una estructura particular que es crucial para la
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interaccion con las ciclinas D. Se trata de una hélice situada en el
carboxilo terminal de la proteina, sin embargo, no estd conservada en

plantas (Topacio et al., 2019).

Cuando se observé que CycD6;1 de maiz era el Unico miembro de su
familia que no tenia el motivo LXCXE, se planted que esta ciclina no
podria asociarse a RBR1 pero no fue asi, ya que ensayos in vitro
demostraron que estas proteinas son capaces de interaccionar (Buendia
et al.,, 2011; Tesis de maestria de Zamora-Zaragoza, 2015). Entonces
écual era el motivo o regidén de CycD6;1 que estaba mediando la

interaccion con RBR1?

Al revisar a detalle la secuencia proteica de CycD6;1 al inicio de este
proyecto, se encontré que hacia su regidon carboxilo terminal existe un
motivo LXCXE semi-conservado (LRXCXE) y, al alinear esta regién con
las demas ciclinas de maiz, se descubrié que tienen un considerable
grado de conservacion en dicha regién. Se encontré que las ciclinas
CycD2;2a, CycD2;2b y CycD4;2 poseen un motivo LXCXE canodnico y las
ciclinas CycD2;1, CycD2;3, CycD4;1a, CycD4;1b y CycD6;1 tienen
modificado solo el primer aminoacido del motivo (L) pero conservan los
otros dos (C y E). Esto nos llevo a pensar que dicha region del carboxilo
terminal podria ser importante para la interaccién de estas proteinas,

especialmente con RBR1.

Fue asi como la mutacién de este motivo semi-conservado de CycD6;1
pasO a ser el experimento candidato para resolver nuestra pregunta de
investigacidon. Los ensayos con las proteinas recombinantes demostraron
que, al ser modificada esta marca de aminoacidos de la ciclina, la

interacciéon con RBRPP se ve considerablemente afectada, confirmando
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parcialmente que este motivo LXCXE-like es importante para la

asociacion de CycD6;1 con RBR1 de maiz.

Lo anterior nos lleva a considerar que esta marca de aminoacidos en el
carboxilo terminal de CycD6;1 podria tener aiun mas trascendencia en la
familia de ciclinas D de maiz o incluso en las plantas en general, porque
ademas de las varias ciclinas D de maiz que conservan un motivo
candnico o uno semi-conservado en dicha regidn, se encontré que las
ciclinas CycD3;2 y CycD3;3 de Arabidopsis también poseen un LXCXE-
like, mientras que en arroz (una planta filogenéticamente mas cercana
al maiz) las ciclinas CycD2;2, y CycD4;2 conservan el motivo candnico y

las ciclinas CycD2;1 y CycD4;1 un LXCXE-like, en la region analoga.

Con estos datos ahora sabemos que varias ciclinas tipo D de maiz, arroz
y de Arabidopsis tienen dos motivos LXCXE, uno en el amino y otro en el
carboxilo. Esta caracteristica parece ser particular de estas proteinas en
plantas comparada con los mamiferos ya que, al revisar las secuencias
de ciclinas tipo D de humanos y de ratén, se observé que no conservan
estos aminoacidos en la regidon carboxilo correspondiente. Se sabe que
HsCycE si tiene un motivo semi-conservado de union a RB hacia su
carboxilo terminal, sin embargo, la relacién de HsCycE con las Ciclinas D
de plantas no es muy cercana filogenéticamente vy, por lo tanto, no nos
permite especular sobre una relacion del motivo entre estas proteinas
(Menges et al., 2005).

Por lo ya mencionado, ahora seria muy interesante determinar si en las
ciclinas D de plantas que poseen los dos motivos LXCXE, ambos son
funcionales en la interaccion con RBR; si fuera asi se podria especular

sobre un mecanismo aun mas complejo del que se tenia pensado y
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reportado sobre la interaccidon de proteinas con esta marca y RBR: ¢los
dos motivos LXCXE estan expuestos en la superficie estructural de las
ciclinas? éUno de ellos podria quedar oculto por la interaccién con
alguna otra proteina (CDK, KRP, etc) pero el otro estar expuesto y
disponible para mediar la asociacién de la ciclina con RBR? ¢Esto
dependeria de un momento celular especifico? éPodria regular un paso

de algln mecanismo molecular en particular?.

Respecto a las dos Uultimas interrogantes, existe evidencia de
mecanismos muy especificos en la fisiologia de las plantas; por ejemplo,
se reportd que CycD6;1 de Arabidopsis se expresa en un tipo celular
muy especifico del meristemo radicular (llamado células iniciales de
Corteza/Endodermis) y que esta ciclina, en conjunto con el factor
transcripcional SCR, participan en la division asimétrica de dichas células
troncales para hacer perdurar su identidad totipotencial y, al mismo
tiempo, generar una célula tejido-especifica (de corteza o endodermis).
Cabe resaltar que en el mecanismo de este proceso esta involucrada la
interaccion con AtRBR a través del motivo LXCXE de SCR(Cruz-Ramirez
et al., 2012).

De igual forma, en un estudio mas reciente, CycD6;1 de Arabidopsis se
ha visto involucrada en la regeneracidén celular que necesita la raiz
cuando existe dafio en las células de la corteza contiguas a la
endodermis, esto mediante la reactivacion de funciones totipotenciales
promovidas por AtCycD6;1 y los factores transcripcionales SHR y SCR
(Marhava et al., 2019).
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En el maiz, se ha reportado que la localizacion tisular de ZmCycD6;1 no
es tan especifica como su homodlogo en Arabidopsis, pues se ha
observado distribuida a lo largo de la punta de la raiz. Sin embargo, se
tiene que considerar que el meristemo radicular del maiz es mucho mas
complejo, pues mientras el centro quiescente de Arabidopsis (que esta
inmerso en el meristemo) es de tan solo cuatro células, el de maiz es de
alrededor de 1000 células. Es por ello que, hasta la fecha, ha sido dificil
determinar con exactitud las fronteras de los tipos celulares en el
meristemo radicular de nuestro modelo de estudio (Tesis de Zamora-
Zaragoza, 2015; Jiang et al, 2003).

Sin embargo, estudios con proteinas recombinantes e
inmunoprecipitados de extractos de maiz han revelado que ZmCycD6;1
tiene comportamientos diferenciales respecto a otras ciclinas D de maiz,
por ejemplo, en la interaccién con KRPs y en la actividad de cinasa en
complejo con CDKs (Godinez-Palma et al., 2017). Lo anterior, de alguna
forma nos sugiere que ZmCycD6;1 si podria tener un papel especifico en
algin mecanismo y/o momento celular en la germinacién o desarrollo

del maiz.

Por otro lado, los resultados obtenidos de los ensayos de doble hibrido
en este trabajo no fueron concluyentes. En primer lugar, porque no se
pudo determinar la interacciéon de las proteinas de estudio ya que, a
pesar de que el sistema fue validado correctamente utilizando controles
positivos y negativos de interaccion, no se logrdé observar la asociacién
de ZmCycD6;1 Wt ni de ZmMutD6;1 con ZmRBR1PD,

Existen varios factores que pudieron haber limitado o afectado nuestro

experimento. No sabemos si al expresarse las proteinas heterdlogas en
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el sistema, éstas adquieren un plegamiento particular en conjunto con
los dominios de unidon a DNA o transactivacion (con los que van
fusionadas) y pudiera generarse algun impedimento estérico para su
asociacién. Otra posibilidad es que alguna o algunas proteinas
enddgenas de S. cerevisiae, tuvieran afinidad por cualquiera de nuestras
proteinas de estudio, generando de igual forma un impedimento fisico

para su interaccion.

Esta ultima idea toma fuerza al observar los ensayos de transactivacién
(Figura 14), en donde se concluye que tanto CycD6;1 como MutD6;1
son capaces de reclutar a proteinas de la levadura que forman parte de
la maquinaria de transcripcion y permiten activar los genes reporteros

del sistema.

Respecto a la capacidad de ZmCycD6;1 (y su versién mutada) para
activar la transcripcién se hizo una busqueda en la literatura para saber
si se habia reportado algo parecido en algin otro sistema. Por un lado
se encontré evidencia de que a las ciclinas D de humanos se les han
determinado funciones no canodnicas e independientes de una CDK, y
entre esas funciones se encuentra la regulacion de la transcripcidon
génica. Se ha visto que las ciclinas D3, D2, pero principalmente ciclina
D1, son capaces de regular positiva o negativamente la expresidén de
genes a través de la interaccién con factores de transcripcion,
coactivadores y correpresores. Por ejemplo, se ha determinado que
ciclina D1 modula la expresién del receptor de estrégenos (ER) y ciclina
D3 del receptor de andrégenos (AR); también participan en la regulacién
de genes involucrados en la diferenciacion de células neuronales y
epiteliales, ademas de otros procesos celulares (Coqueret, 2002; Fu et

al., 2004; Hydbring et al.,, 2016). En plantas, sin embargo, no se
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encontraron trabajos que hagan referencia a esta capacidad de las
ciclinas de regular la expresidon génica de forma independiente de una

CDK, ni siquiera en la planta modelo Arabidopsis thaliana.

Como acercamiento a una posible explicacion de lo ocurrido en los
ensayos de doble hibrido y de transactivacion en levaduras, se realizd un
BLAST con la secuencia de aminoacidos de ZmCycD6;1 para buscar
alguna proteina enddgena de S. cerevisiae con la que nuestra proteina
de estudio tuviera similitud. La base de datos de NCBI nos mostré que
CLB2, una ciclina que participa principalmente en la transicién G2/M del
ciclo celular de esta levadura, es la proteina mas cercana a ZmCycD6;1
con un 27% de identidad. Posteriormente se realizd la busqueda del
interactoma de CLB2 en la base de datos Saccharomyces Genome
Database (SGD) y se encontrd evidencia de que esta ciclina es capaz de
interaccionar con algunos factores de transcripcién (como FKH1, FKHA2)
y coactivadores (como NDD1 y SWI4), por lo que podria jugar un papel
en la regulacién de la transcripcion (referencia anotada como CLB2

interactome).

Con dicha informacién se puede considerar la posibilidad de que, por
esta similitud entre las proteinas, ZmCycD6;1 pudo haberse asociado
con algunos factores enddgenos de la levadura y activar la transcripciéon
de los genes reporteros. Lo interesante seria probar si en un sistema
vegetal se sigue observando dicha capacidad de esta ciclina (y otras)

para regular la expresién de genes de forma independiente de una CDK.
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8.0 Conclusiones

La proteina RBR1 de maiz conserva en su dominio pocket los
aminoacidos que son importantes para la interacciéon con el motivo
LXCXE, como su homélogo de humanos; esto sugiere que es a través de
esta region que se da la asociacion de RBR1 con las ciclinas D u otras

proteinas de maiz que poseen dicho motivo.

Las ciclinas tipo D de maiz ademas de conservar el motivo LXCXE
canodnico en el amino terminal como se habia reportado, ahora se sabe
que también presentan motivos LXCXE candnicos o semi-conservados en
la region carboxilo. En el caso particular de la proteina de estudio de
este trabajo, ZmCycD6;1, se observd que no conserva el motivo en el
amino como las otras 16 ciclinas de su familia, pero se encontrd que
posee un LXCXE-like en el carboxilo terminal. Mediante mutacion sitio-
dirigida y el uso de proteinas recombinantes se determind que dicha
marca de aminodacidos es importante para la asociacién de la proteina
con el dominio pocket de RBR1 de maiz. Estos resultados aportan
evidencia de que las ciclinas D de maiz participan en el reconocimiento
de RBR para que en conjunto con una CDK pueda ser fosforilada, se
libere al factor de transcripcion E2F-DP y se permita el avance el ciclo de

celular.

En los ensayos de doble hibrido no se logré ver la interaccion de
nuestras proteinas de estudio, sin embargo, la naturaleza de estos
experimentos permitieron observar una caracteristica inesperada de
CycD6;1, ya que fue capaz de promover la transcripcion por si misma en
el sistema reportero de las levaduras. Esto podria ser un indicio de que

las ciclinas tipo D de plantas pueden participar en la regulacidon de
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expresion génica de forma independiente de una CDK, como ya se ha

demostrado en otros sistemas.

9.0 Perspectivas

- Dado que no se pudo corroborar la interaccion de ZmCycD6;1 y
ZmRBR1PP con el doble hibrido, seria muy oportuno realizar otro tipo de
ensayos como BIiFC para reforzar los resultados obtenidos de los

experimentos de pull-down con las proteinas recombinantes.

En este trabajo se logrod identificar un motivo (del tipo LXCXE-like) en la
regiéon carboxilo de la proteina ZmCycD6;1 que participa en la
asociacion con ZmRBR1PP, sin embargo, fue localizado en una regiéon no
canodnica, dado que dicha marca de aminoacidos suele estar en el amino
terminal de las ciclinas D. Al analizar dicha regién carboxilo en toda la
familia, se observd que varias ciclinas presentan ahi mismo un motivo
LXCXE y que, junto con el que tienen conservado en el amino, entonces
poseen dos motivos de este tipo. Estos hechos abren nuevas
interrogantes en cuanto al mecanismo de interaccién entre las ciclinas D

y las proteinas pocket.

-Seria interesante determinar si en las ciclinas que tienen los dos
motivos LXCXE, ambos son funcionales, es decir, que participen en la
interaccion con RBR. Esto mediante mutacién dirigida y ensayos con
proteinas recombinantes, mutando uno de los motivos, luego el otro y

finalmente, alterando ambos.

-Se podrian hacer ensayos de competencia para determinar si algun

regulador del ciclo celular (que sepamos que interaccionan con las
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ciclinas D, como CDKs o KRPs), afectan la asociacién de las ciclinas con
RBR y ademas la fosforilacion de ésta Ultima, usando también las

mutantes en sus motivos LXCXE.

- Por otro lado, a partir de los resultados no esperados que se
obtuvieron de los ensayos de doble hibrido, en donde se observo la
capacidad de ZmCycD6;1 para activar la transcripcidn, seria interesante
estudiar esta capacidad que tienen las ciclinas D para regular la

expresion génica de forma independiente de una CDK.

10.0 Materiales y métodos

10.1 Interaccidon con proteinas recombinantes

Para la interaccion de las proteinas RBR1PP y CycD2;2a de maiz se
utilizaron las construcciones generadas en las tesis de maestria de
Zamora-Zaragoza (2015) y de Lépez-Hernandez (2018)
respectivamente, que a continuacién se describen. La proteina RBR1 fue
clonada en el vector pDEST15, el cual es un vector que al expresarse
fusiona la proteina Glutation S-Transferasa (GST) con en el amino
terminal de la proteina de interés y obtener asi la proteina GST-RBR1PD,
Cabe sefialar que en esta construccion sdélo se incluye el dominio pocket
de RBR1 debido a que, como se explica mas a detalle en la introduccion
de este trabajo, es la regidbn mas conservada de esta familia de
proteinas; también porque se ha reportado que por este dominio RBR1
interacciona con proteinas que poseen motivos LXCXE y ademas por la
dificultad de trabajar con la proteina completa, pues es de gran tamafo
e inestable. Por otro lado, la CycD2;2a se encuentra codificada y

fusionada a la Proteina de Uniéon a Maltosa (MBP, por sus siglas en
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inglés) en el vector de expresion pCDFDuet-1, pero a diferencia de la
construcciéon de RBR1, la de CycD2;2a tiene el tag en el carboxilo
terminal (CycD2;2a-MBP).

La sobreexpresién de las proteinas recombinantes se llevé a cabo de la
siguiente forma. Para el caso de la construccién pDEST15-RBR1PD se
transformaron células competentes E. coli BL21 Codon Plus RIL, se
realizd un precultivo para después inocular 200mL de medio LB y se
dejaron creciendo las células aproximadamente 3h con agitacién
constante y a 37°C hasta llegar a 0.5-0.6 unidades de densidad optica
(600nm). Posteriormente se agregd IPTG (conc. final 0.3mM) para
inducir la expresiéon de la proteina recombinante y se incubd por 3h mas
con las mismas condiciones. De manera andaloga, CycD2;2a-MBP se
sobreexpreso6 en células E. coli (DE3) Tuner incubando 200mL de cultivo
durante 6h para después agregar IPTG (conc. final 0.05mM) e incubar

3h mas.

Para el ensayo de interaccidn, las células que sobreexpresaron a las
proteinas recombinantes se resuspendieron en 5mL de buffer para
columna de amilosa (20mM Tris-HCI, 200mM NaCl 1mM EDTA), se
mezclaron y lisaron juntas con la adicion de 10mg de lisozima (Sigma-
Aldrich L6876) incubando durante 20min a temperatura ambiente y
agitacidn constante. Posteriormente, para completar la lisis se sonico la
muestra con cuatro ciclos activo-reposo de 20-20seg empleando un
sonicador (SONICS Vibra-Cell VC505). Después de este punto la
muestra se incubd a 4°C por 1h con agitacidon constante para permitir la
interacciéon de las proteinas de interés y finalmente se centrifugd a

12,000rpm a 4°C durante 30min para obtener la fraccién soluble.
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Para la purificacion de los complejos de proteinas recombinantes se
utilizé una resina de amilosa (NEB E8021S) que funciona como anclaje
para la proteina CycD2;2-MBP (porque el tag es afin a ella) y asi mismo
a RBR1PP por la interaccion especifica con la ciclina que se deseaba
comprobar. Entonces, después de centrifugar la muestra se preaclard, se
filtrd y se hizo pasar varias veces a través de una columna con 1mL de
resina (previamente equilibrada con el buffer correspondiente) y
después se lavdé con 10 repeticiones de 5mL del mismo buffer.
Finalmente, se eluyeron las proteinas adicionando buffer con 10mM de

maltosa en 5 fracciones de 0.75mL.

La presencia y la interaccion de las proteinas se monitore6 mediante
Western blot utilizando como anticuerpos primarios un anti-MBP
policlonal (Abcam ab21144, dilucién 1:50,000) y un anti-GST policlonal
desarrollado en el laboratorio (dilucién 1:30,000) y como anticuerpo

secundario anti-conejo.
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10.2 Mutagénesis por PCR

Para probar la hipdtesis de este trabajo se requeria mutar el motivo
LXXCXE de CycD6;1 por lo que se procedid a realizar los cambios
necesarios en la secuencia codificante de esta proteina para sustituir la
leucina (L), la cisteina (C) y el acido glutdamico (E), por alaninas (A).
Para ello se necesitd disefiar un par de oligos dirigidos al motivo
LXCXE-like, pero introduciéndoles los nucledétidos necesarios para
generar las mutaciones deseadas; los oligos debian tener ademas 15
nucledtidos de cada lado para lograr un correcto anclaje sobre el
templado (Figura 15). Con la ayuda del programa AmplifX se buscaron
los mejores parametros para finalmente obtener un par de oligos de

48pb complementarios entre si.

L X X C€C X E
720

|
CycD6;1 5.7TT GTAAAT AGC GAG AAG CTG CGG GAG TGC GGT GAG GTG CTG GCA GCG GCG GGC - 3

Oligo 3 TTcm_Xc GC___TC »<GCC_CC -5
N bl

\ J\ J\ )
T T T

15pb 18pb 15pb Total 48pb

Figura 15. Diseiio de oligos para realizar la mutacion del motivo
LXXCXE. En rojo se sefialan los nucléotidos que se introdujeron en el
oligo para generar codones que codifican alaninas (A), envezde L, Cy
E.
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Los oligos fueron sintetizados por la Unidad de Sintesis y Secuenciacién
de ADN del Instituto de Biotecnologia y se les denomind MutD6-Fw vy
MutD6-Rv (ver la secuencia en la Tabla 1 de las figuras
suplementarias); con ellos y en combinacién con un par de oligos M13,
como se representa en la Figura 16, se realizaron dos PCRs usando
como templado la construccion pENTR/D-TOPO-CycD6;1. De esta forma
se obtuvieron dos fragmentos independientes de la secuencia codificante
de CycD6;1 pero ya con los cambios de nucledtidos en la regidn

correspondiente al motivo LXXCXE.

MutD6-Fw Motivo LXXCXE
—
I
CycD6;1 — s e
MutD6-Rv —
l PCR l PCR
Fragmento 1 Fragmento 2

1 | attL1]| 111 1
L ] [l attL2 [N |
Motivo AXXAXA ——

Figura 16. Generacion de las mutaciones por PCR.
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Después de purificar ambos fragmentos se realizé la fusiéon de estos
aprovechando que eran parcialmente complementarios en la regidn
donde se introdujeron los cambios de nucleétidos. Entonces, se
colocaron ambos fragmentos en un tubo en iguales proporciones y se
desnaturalizaron para que se alinearan entre si. Posteriormente se
agregaron dNTPs y DNA polimerasa de alta fidelidad para elongar y
completar el CDS. Finalmente se agregaron los oligos M13, que debido a
que flanquean la secuencia codificante completa, permitirian sélo la
amplificacién de los fragmentos que se fusionaron exitosamente (Figura
17).

1) Desnaturalizacion de los fragmentos (98°C por 2 min)

2) dNTPs y DNA Pol (72°C por 15 min)

I . att [ >
< 1 il attL2 I
3) Adicion de primers M13 para realizar PCR normal
M13-Fw
—
| -t 1] MUtCycD6; 1 Il § att.2 I 1
< M13-Rv

Figura 17. Fusion de los fragmentos y amplificacion del
producto completo

El producto de PCR obtenido se purifico y adenildé para realizar una
reaccion de ligacion en el vector pGEM-T easy. Posteriormente se
transformaron células E. coli XL1-Blue, se seleccionaron colonias

putativamente positivas y para corroborar la insercién del producto de
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PCR en el vector, se purifico el plasmido de las colonias y se realizaron
ensayos de restriccion (Figura S1). Al mismo tiempo se hizo un
screening por PCR, obteniendo una clona positiva para ambas

metodologias (Figura S2).

El plasmido de la clona positiva se envié a secuenciar al Instituto de
Biotecnologia para corroborar que la mutacion deseada habia ocurrido y
los resultados mostraron que fue exitosa: el motivo LXXCXE, fue
cambiado por AXXAXA (Figura 18). A esta construccién se le denominé
MutD6; 1.

. n A f\ ~ N
/“\ / \/\ / \ A [ \ [\ [ /\ N N [\ A\ I\

MutD6;1 TTGTAAATAGCGAGAAGGCGCGGGAGGCCGGTGCGG-T.G‘C\T'G-GJCAGCGGCGGG

CycD6;1 Wt 'r'rGTAAATAGccnsaascrccsccnclrGccGTGAGGTGCTGGCAGCGG(:GGG

A

MutD6;1 s S

b ———
CycD6;1 Wt A N S S S

| __R______E | G |
L HENEESEE ¢ §ECE

Figura 18. Secuenciacion de la clona positiva MutD6;1. Se
muestra la traduccion in silico y alineamiento con la regién de
ZmCycD6;1 Wt donde se localiza el motivo LXXCXE y se puede
observar la mutacién esperada.
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10.3 Subclonacién de CycD6;1 y MutD6;1 en el plasmido pHMGWA

Se deseaba tener la secuencia codificante de CycD6;1 y de MutD6;1 en
el vector de expresion pHMGWA para que ambas proteinas
recombinantes tuvieran a MBP como proteina de fusidon. Para el caso de
la CycD6;1 que se encontraba clonada en el vector pENTR-D/TOPO, se
utlizé el kit Gateway LR Clonase II, con el cual se lleva a cabo una
recombinacion entre los vectores (el vacio y el que contiene el inserto),
para finalmente obtener la construccion pHMGWA-CycD6;1. Esto se

verificéd por PCR (Figura S3).

Por otro lado, la secuencia codificante de MutD6;1 se encontraba
clonada en el vector pGEM-T easy y a pesar de que dicha construccion
se generd con los sitios de recombinacién attL para el sistema Gateway
(como se muestra en la Figura 17 y Figura S1), no fue compatible
para este experimento porque es requisito que los vectores tengan una
resistencia a antibiéticos diferente (y tanto pGEM-T Easy como pHMGWA
tenian resistencia a ampicilina). Por esta razén la estrategia fue
amplificar el inserto desde los sitios M13, pues este fragmento incluye a
los sitios de recombinacién attL y su vez flanquean el CDS de MutD6;1;
posteriormente se realizd la recombinacién del producto de PCR con el
vector pHMGWA vy asi finalmente obtener la construccion pHMGWA-
MutD6; 1.

10.4 Pull-down de RBR1PP y las dos versiones de CycD6;1
Una vez obtenidas las construcciones pHMGWA-CycD6;1 vy

pHMGWA-MutD6;1, se transformaron células E. coli BL21 Codon Plus

(DE3)-RIPL y se sobreexpresaron las proteinas recombinantes en
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cultivos de 75mL. Por otro lado, en el mismo tipo de células se
sobreexpresd RBR1PP en dos cultivos de 180 mL cada uno; después se
obtuvieron los pellets de los cuatro cultivos y se resuspendieron en 4 mL
de PBS adicionado con PMSF (1mM) y DTT (1mM) como inhibidores de
proteasas; para la lisis se agregaron 10mg de lisozima, se dejaron en
agitacion por 20min a temperatura ambiente y posteriormente se

sonicaron las muestras.

Para obtener las fracciones solubles se centrifugaron las muestras a 4°C
por 30min a 12,000rpm. Se tomo soélo la mitad de la fraccién soluble
correspondiente a CycD6;1 Wt y se llevd al mismo volumen que las
otras fracciones con PBS (esto para equilibrar la cantidad de proteina
gue se observaba en Western blot en experimentos de estandarizacién).
Posteriormente se juntaron las fracciones solubles de las proteinas a
evaluar (CycD6;1 vs RBR1PP o0 MutD6;1 vs RBR1PP) y se dejaron incubar
durante 1.5h en hielo, en el cuarto frio (4°C) con agitacién constante

para que se llevara a cabo la interaccién de las proteinas.

Después de la incubacion se procedid a la purificacién simultanea de los
complejos Cyc/RBRPP mediante la técnica de pull-down empleando una
resina de glutation (Figura 19). Una vez empacada la resina en dos
columnas de purificacién, se hicieron pasar 6 veces las fracciones
solubles para promover una buena adsorcion, después se realizaron 10
lavados de 10mL cada uno con PBS/0.1% Triton y 5 lavados mas con
PBS (un muy alto volumen para asegurar la maxima limpieza posible).
Finalmente se eluyeron las proteinas con una disolucién fresca de

glutatiéon 10mM en 5 alicuotas de 0.75mL cada una.
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CycD6;1 vs RBR1PP MutD6;1 vs RBR1PPD

RBR
()
(o) ]

| (' mutps )

-
MutDé

RBR

Resina de Glutation

Resina de Glutation

Figura 19. Purificacion simultanea de los complejos mediante
pull-down. La proteina recombinante GST-RBR1PP funciondé como la
proteina de anclaje; se emplearon las mismas condiciones de lavado y
elucién para ambos experimentos.

Las muestras se prepararon para hacer electroforesis y se realizaron los
Western blot correspondientes para identificar a las proteinas con los
anticuerpos primarios anti-MBP (1:50,000) y anti-GST (1:30,000)
disueltos en leche al 5% (Svelty en polvo 0% grasas) e incubados toda
una noche a 49C. Cabe destacar que los lavados de la membrana se
hicieron con PBS adicionado con 400mM de NaCl y 1% Tween 20, es
decir, una disolucion astringente, con la finalidad de quitar en la mayor
medida de lo posible el reconocimiento no especifico de los anticuerpos.
Finalmente, como anticuerpo secundario se empled un anti-conejo
comercial en una dilucién 1:25,000 al cual se le realizaron dos lavados

con PBS y dos mas con PBS astringente.
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10.5 Subclonacién en plasmidos para levaduras

Para los ensayos de doble hibrido en levadura se necesitaba subclonar
los CDS de las proteinas de interés en los vectores pEG202 y p]JG45, los
cuales contienen la informacion genética para complementar auxotrofias
de la cepa Saccharomyces cerevisiae EGY48, asi como para activar los

genes reporteros de este sistema.

Primero se cloné a CycD6;1 y MutD6;1 en el vector pEG202 y a RBR1PD
en pJG4-5; para las ciclinas se disefiaron oligonucleétidos que incluyeran
los sitios de restriccidn para las enzimas EcoRI en el forward y BamHI en
el oligo reverse; por otro lado para RBR1PP se emplearon oligos con los
sitios de restricciéon de las enzimas EcoRI en el forward y Xhol en el
oligo reverse. Con estos juegos de oligonucleétidos se realizaron PCRs
sobre sus respectivos templados y se purificaron los productos. Con las
enzimas de restriccion ya mencionadas se realizd la digestion de los
productos de PCR y los vectores vacios para posteriormente hacer las
respectivas ligaciones. De esta forma se obtuvieron las construcciones
pEG202-CycD6;1, pEG202-MutD6;1 y pJG45-RBR1PP las cuales se
verificaron por PCR (Figura S7 y S8) y se mandaron a secuenciar al

Instituto de Biotecnologia.

Debido a que para el uso del doble hibrido se recomienda también
generar las construcciones opuestas, se tuvieron que disenar oligos para
subclonar a las ciclinas ahora en el plasmido pJG45 y a RBR1PD en
pEG202. Sin embargo, se presentd el problema de que el vector pJG45
sOlo poseia dos unicos sitios de restriccidon (EcoRI y Xhol) y uno de ellos

(XholI) también se encontraba en el CDS de las ciclinas, por lo que al
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digerir los productos de PCR se cortarian y seria imposible la generacion

de la construccién completa.

Para resolver este problema, se disefid un oligo reverse con dos sitios de
restriccion consecutivos, uno para la enzima Esp3I e inmediatamente
aledafio el otro para la enzima XhoI; como oligo forward se utilizé uno
con el sitio de restriccion EcoRI. La enzima Esp3I tiene la particularidad
de reconocer su sitio y cortar un nucleétido adelante de éste, de esta
forma, al digerir el producto de PCR de CycD6;1 y MutD;1 con esta
enzima permitiria dejar intacto el CDS, generar el sitio cohesivo de Xhol
en la posicién 3° y posteriormente poder hacer la ligacién con el vector
(digerido previamente con EcoRI y Xhol). Por otro lado, para la
subclonacion de RBR1PP en el vector pEG202 se pudieron emplearon los

mismos oligos con los que se generd la construccion en pJG4-5.

10.6 Transformacién de Saccharomyces cerevisiae EGY48 y ensayos de
doble hibrido

Con la invaluable ayuda técnica de la Dra. Laura Kawasaki y el Dr.
Roberto Coria del Instituto de Fisiologia Celular, se realizé el siguiente
protocolo de transformacién de levaduras para subsecuentemente

realizar el ensayo de doble hibrido.

Con colonias frescas de la cepa Saccharomyces cerevisiae EGY48 (ura3,
his3, trpl, LexA::LEU), se inocularon 4mL de medio liquido YPD en
tubos de ensayo y se dejaron agitando a 250rpm y 30°C toda la noche.
De este cultivo se tomaron aproximadamente 2mL para inocular ahora
un volumen de 20mL de YPD fresco en un matraz Erlenmeyer estéril; se

debia asegurar que la densidad éptica inicial fuera muy cercana a 0.2 y
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se incubaba (nuevamente a 30°C y 250rpm) por alrededor de 3h hasta

que el cultivo alcanzara 0.4-0-5 unidades de densidad optica.

El cultivo se centrifugd en tubos Falcon estériles de 50mL (2500rpm
durante 5min) para obtener el pellet celular, desechar el sobrenadante y
después resuspender las células en 1mL de H.O destilada y estéril. La
suspension celular se transfirio a un tubo Eppendorf y se volvio a
centrifugar (20seg) para obtener nuevamente el pellet. Posteriormente,
con 1mL de una disolucidon de Tris-EDTA/LiOAc pH=7.5 (10mM, 1mM vy
100mM respectivamente) se lavaron las células, se volvieron a

centrifugar y a resuspender en 200uL de Tris-EDTA/LIOACc fresco.

La suspension celular se divididé en alicuotas de 50uL cada una en tubos
Eppendorf de 1.5mL; individualmente se les agregaron 50ng de DNA de
esperma de salmoén (recién desnaturalizado), 300ng de los plasmidos
que codifican para las proteinas a ensayar (CycD6;1, MutD6;1, RBRPP u
otros) y finalmente 300uL de una disolucién fresca de PEG 4000 (al
40%)/LiOAc/Tris-EDTA.

Las alicuotas se agitaron vigorosamente con la ayuda de un vortex y se
incubaron a 30°C durante 30min a 250rpm. Al término de este tiempo,
se les agregaron 40uL de DMSO, se volvié a agitar en el vortex para
homogeneizar y después se les dié un choque térmico de 42°C por
15min a las muestras. Posteriormente se centrifugaron las levaduras y
se resuspendieron en 50uL de agua para ser sembradas en cajas Petri
con medio sélido SD con diferentes combinaciones de aminoacidos y
bases nitrogenadas especificas para cada experimento; finalmente las
placas se incubaron de 3 a 4 dias a 30°C hasta la aparicién de colonias

transformantes.
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A manera de ejemplo general, las levaduras se transformaban con tres
plasmidos: pEG202, donde estaba codificada una de las proteinas de
estudio; plG4-5, donde estaba la otra proteina para evaluar la
interaccion, y pSH18, el cual contenia un gen reportero. Los tres
plasmidos ademas contenian la informacién genética para complementar
auxotrofias de esta cepa de levaduras (His, Trp y Ura respectivamente),
asi que los medios donde se sembraban al final del procedimiento
debian carecer de estos aminoacidos y la base nitrogenada para que
sOlo crecieran aquellas levaduras que poseyeran los tres plasmidos y

fueran capaces de sobrevivir a las condiciones del medio de cultivo.

Para los ensayos de interaccién por doble hibrido se utilizaron colonias
transformantes frescas; se realizaron cultivos liquidos (en YPD) de las
colonias a evaluar y, usando tubos Eppendorf y una balanza analitica, se
prepararon suspensiones celulares con una concentracion de 10mg/mL;
a partir de éstas se realizaron diluciones 1:100, 1:1000 y 1:10000 para
finalmente sembrar las levaduras en forma de gotas en medios sdlidos
(SD) selectivos. Siguiendo el ejemplo del parrafo anterior, las colonias
transformantes elegidas (crecidas en medio liquido y realizando sus
diluciones como ya se explicd) se sembraron en medio sélido SD sin los
nutrimentos mencionados y ademas sin el aminoacido Leu, pues en el
sistema existe un gen reportero que complementa dicha auxotrofia y se
activara, si y sélo si, las proteinas de estudio interaccionan, lo que

conducird al crecimiento de colonias en la placa.
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12.0 Figuras suplementarias

Con oligos que
amplifican sélo el CDS
de CycD6;1

Con oligos M13
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Figura S1. Screening por PCR de colonias putativamente positivas
MutD6;1. En la colonia 1 (Cl) se observa
fragmentos esperados (sefalados en rojo) con ambos juegos de oligos
sobre pGEM T-easy, teniendo como referencia el control positivo (pENTR
D6). Abreviaturas: M=Marcador; C1-6=Colonia 1-6; C(-)=Control negativo.

la amplificacion de los
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Figura S2. Screening por restriccion para verificar la insercion del
CDS de MutD6;1. Se digirié el plasmido con la enzima EcoRI y sélo en la
colonia 1 (C1) se observd el fragmento escindido esperado de 1276pb
(senalado en rojo) que corresponde al inserto clonado en pGEM T-easy.
Abreviaturas: M=Marcador; C1-6=Colonia 1-6; sD=Sin digerir; D=Digerido
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Figura S3. Subclonacion de CycD6;1 en el vector pHMGWA. En el gel
se observan (senalados en rojo) los productos de PCR obtenidos con juegos
de oligos que se anclaron desde los sitios T7 del vector y el inserto para

corroborar que éste estuviera presente y en la posicion correcta.
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GST-RBR1PP
Blot:  To lav E2 E3 FE4
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aGST [ ﬁ m! i o <4 < GST-RBR™ (69kDa)

Figura S4. Control negativo de la resina de amilosa vs GST-RBR1PD,
La proteina de estudio GST-RBRPP no interacciona con la resina de amilosa
usada para los experimentos de interaccidon, pues no se observa en las
eluciones del ensayo (rectangulo rojo). Abreviaturas: MM=Marcador de
masa molecular; To=Fraccién no inducida; Tr=Fraccién inducida;
FS=Fraccidon soluble; P=Pellet celular; FNA= Fraccion adsorbida;
Lav=Ultimo lavado de la columna E2-4=Eluciones 2-4.

Oq" "3’ V' f\;r\l’
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Ly
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Figura S5. Control negativo CycD2;2a vs GST. La proteina de fusién
GST no interacciona con CycD2;2a, pues no estd presente en la elucion del
experimento (rectangulo rojo). Abreviaturas: MM=Marcador de masa
molecular; To=Fraccion no inducida; Tr=Fracciéon inducida; FS=Fraccidn
soluble; E2=Elucioén 2.
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¥ SN 3
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Figura S6. Control negativo resina de glutation vs MBP-CycD6;1 y
MBP-MutD6;1. Ninguna de las dos versiones de CycD6;1 interacciona con
la resina de glutatién usada para los experimentos comparativos de
asociacion con RBR1PP, pues no se observan en las eluciones del ensayo
(rectangulos rojos). Abreviaturas: MM=Marcador de masa molecular;
To=Fraccion no inducida; Ts=Fraccion inducida; FS=Fraccion soluble;
P=Pellet celular; FNA=Fracciéon no adsorbida; Lav=Ultimo lavado de la
columna E2-4=Eluciones 2-4.
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Figura S7. Subclonacion de CycD6;1, MutD6;1 y RBR1PP en los
vectores para doble hibrido en levaduras. Se realizaron PCRs en
colonia con oligos de los plasmidos y los insertos para verificar su correcta
insercién. La colonia numero 5 (C5) resultdé ser positiva para las tres
construcciones y se verificaron mediante secuenciacion.

75



NLS | B42 . HA RBRPD

!pmwf pEG202 x

». ADHpro

LexA B
- ADHter -

-

N\
o)

-

Figura S8. Diagrama de los plasmidos generados para los ensayos
de doble hibrido. Las secuencias que codifican para las proteinas de
interés (CycD6;1, Mutd6;1 y RBRPP) se insertaron hacia la regién 3 'de las
proteinas de fusién (LexA y B42), que activaran los genes reporteros en
caso de haber interaccion de las primeras.
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Tabla 1. Oligos diseiados para los diferentes experimentos de este

proyecto.
Nombre Secuencia 5" —3"~ Clave
IBT
Para generar la mutacién del motivo LXCXE-like
MutD6-Fw GTA AAT AGC GAG AAG GCG CGG GAG GCC GGT GCG GTG
CTG GCA GCG GCG
MutD6-Rv CGC CGC TGC CAG CAC CGC ACC GGC CcTC CcCcG cae
CTT CTC GCT ATT TAC
Para subclonar los CDS en vectores de levaduras
FwD6-EcoRl TCT ATG AAT TCA TGG CGA CGG AGG AGT G
RvD6-BamHI TTT GGA TCC GAC AAT ACCCGC TTG ACT C

FWRBR-EcoRI
RVRBR-Xhol

D6Rv-Esp3I-Xhol

GCA GCG AAT TCA TGA CAC CAG TAA CTT
AAT ACT CGA GTT ACA GGA AAG GCT TCG CTG CTG GA
TTT CGT CTC CTC GAG GAC AAT ACC CGC TTG ACT
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