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1. RESUMEN 

Las homeoproteínas especifican la identidad de los segmentos en el eje antero-posterior 

durante el desarrollo de Drosophila melanogaster. Esto lo hacen gracias a que codifican 

un Homeodominio (HD) conservado, que reconoce secuencias de nucleótidos muy 

similares y que se repiten constantemente en los diversos genomas, por lo que llevan a 

cabo interacciones proteína-proteína con complejos de regulación transcripcional para 

alcanzar su especificidad funcional. Por lo anterior es que presentan alta plasticidad en los 

interactomas Hox y es necesario entender dichas interacciones entre homeoproteínas y 

con otros factores transcripcionales que dirige el desarrollo de los organismos. En la 

presente tesis determinamos que Antp y Ubx establecen complejos triméricos con el factor 

transcripcional TBP así como con la homeoproteína Exd y su función homeótica en 

Drosophila melanogaster. La estrategia experimental permitió determinar la importancia 

de las hélices 1 y 2 presentes en el HD de Antennapedia en su interacción con Ubx usando 

un ensayo de Sistema de Complementación Bimolecular Fluorescente (BiFC, por sus 

siglas en inglés) en cultivo celular. Posteriormente, se investigó la formación de los 

trímeros usando el sistema FRET basado en BiFC y su función en la involución de las 

estructuras bucales y cabeza en larvas, así como en la homeosis antena-pata en organismos 

adultos mediante cruzas genéticas. Los resultados mostraron que la interacción molecular 

de Antennapedia con Ultrabithorax requiere la presencia de las hélices 1 y 2 del HD de 

Antennapedia. Así mismo se encontró la presencia de dos nuevos complejos triméricos: 

Antp-Ubx con TBP y la homeoproteína Exd.  Para ello se utilizó BiFC-FRET, mientras 

que no se detectaron los trímeros Antp-Ubx con BIP2 y TFIIEB. Funcionalmente, los 

complejos triméricos redujeron el efecto homeótico de Antp en la involución de la cabeza, 

así como la transformación torácica en larvas, observando un mayor efecto en el trímero 

Antp-Ubx/Exd que en las interacciones con TBP. El efecto de estos complejos nuevos en 

la homeosis antena-pata en individuos adultos, mostró que la expresión de TBP y Exd en 

los trímeros rescataron el fenotipo al inhibir la transformación antena-pata. La detección 

de las dos nuevas interacciones triméricas de Antp-Ubx con TBP y Exd contribuyen a la 

compresión de la función de las proteínas Hox en el complejo interactoma HOX. 
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1.1 ABSTRACT 

Homeoproteins specify the identity of the segments along the antero-posterior axis 

through development on Drosophila melanogaster. They do it because codify a conserved 

Homeodomain (HD) that recognizes to very similar and constantly repeated nucleotide 

sequences on the diverse genomes, so they carry out protein-protein interactions with 

regulation transcriptional complexes to achieve their functional specificity. This is way 

they present high plasticity on the Hox interactomes and understand interactions between 

homeoproteins and with other transcriptional factors that drive development in the 

organisms is necessary. In this thesis, we determine that Antp and Ubx establish trimeric 

complexes with the transcriptional factor TBP and with the homeoprotein Exd, also their 

homeotic function in Drosophila melanogaster. The experimental strategy allowed us to 

determine the importance of 1 and 2 helixes of the AntpHD in its interaction with Ubx 

through the system Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) on cell culture. 

Subsequently, formation of trimers was investigated, using FRET system based on BiFC, 

and their function on head involution in larvae as well as in the antennae-leg 

transformation on adult flies through genetic crosses. The results showed that Antp-Ubx 

molecular interaction requires the helixes 1 and 2 of AntpHD presence. As well as the 

presence of two new trimeric complexes was found: Antp-Ubx with TBP and with the 

homeoprotein Exd. For this, BiFC-FRET system was used, although trimers with Bip2 

and TFIIEB were not detected. Functionally, the trimeric complexes diminished the 

homeotic effect of Antp on head involution, as well as the thoracic transformation on 

larvae, observing a higher effect in Antp-Ubx/Exd trimer than the interactions with TBP. 

The effect of these new complexes on antenna-leg homeosis showed that TBP and Exd 

expression rescue the phenotype to inhibit antenna-leg transformation. The two new 

trimeric interactions, Antp-Ubx con TBP y Exd, help to understanding the protein Hox 

function on complex HOX interactome. 
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2. INTRODUCCIÓN 

Los genes Hox son genes reguladores maestros cuyos productos proteicos fungen 

como factores de transcripción, de esta manera regulan la expresión de genes 

indispensables en el desarrollo del eje antero-posterior de diversos organismos 

multicelulares. Estos genes cuentan con una secuencia muy conservada, la cual se 

denomina “caja homeótica” que traduce para un producto proteico de ~60-61 

aminoácidos llamado “homeodominio” (HD), el cual consta de tres α-hélices y se une 

a una secuencia conservada (TAAT) en el ADN (Gehring et al., 1994, Carnesecchi et 

al., 2018). A pesar de ello, las homeoproteínas muestran alta especificidad regulando 

sus genes blanco (Mann et al., 2009). Por ello, las homeoproteínas participan en 

interacciones proteína-proteína mediante el HD o bien, otros dominios proteicos, ya 

sea con más homeoproteínas, algunas de las cuales actúan de cofactores aumentando 

la afinidad y especificidad al unirse al ADN. Un ejemplo es la unión de Extradenticle 

(Exd) con Ubx, mediante el motivo UbdA, y Antp a través de del YPWM, 

respectivamente, aumentando su afinidad al ADN en D. melanogaster (Merabet et al., 

2016). Antp también interacciona con BIP2 (también conocido como TAFII155, TAF3 

del factor TFIID en Drosophila) a través del motivo YPWM así como con TFIIEβ 

mediante el HD y lo hace con TBP por la región de poly glutaminas (Altamirano-

Torres et al., 2018, Jiménez Mejía et al., 2022). El interactoma de Ubx también ha 

sido analizado, mostrando la versatilidad de las proteínas con las que interacciona, 

como remodeladores de la cromatina, reguladores de la traducción, etc. (Carnesecchi 

et al., 2020). Así mismo se ha concluido que Ubx interactúa con la maquinaria basal 

a través de su interacción con la ARN pol II mediante del residuo N51 del HD 

(Carnesecchi et al., 2022).  Se ha detectado también la formación de complejos 

triméricos in vitro, por ejemplo, se determinó que Abdominal B (AbdB) interactúa con 

el ADN junto con Exd y Homothorax (Hth) (Kannan et al., 2010) y que Labial (Lab), 

Sex Comb Reduced (Scr), Antp, Ubx y Abdominal A (AbdA) forman dímeros con 

Exd, y de forma trimérica con Exd y Hth (Hudry et al., 2012). En 2015 se concluyó 

que el complejo trimérico Ubx-Exd-Hth se une a determinadas secuencias en el ADN 

(Crocker et al., 2015). Exd y Homothorax (Hth) interactúan con PBX-MEIS in vitro, 

y Antp establece complejos triméricos con el dímero TBP-TFIIEβ y TBP-Exd, los 
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cuales modulan las funciones transcripcionales de Antp en cultivo celular. 

(Shanmugam et al., 1999, Jiménez-Mejía., et al 2022). Previamente determinamos que 

la interacción Antp-Ubx se lleva a cabo por el HD de ambas homeoproteínas, 

específicamente mediante el residuo E19 de la hélice 1 del HD de Antp. En la presente 

tesis, se determinó que las hélices 1 y 2 de Antp son importantes en la interacción 

Antp-Ubx, y dicha interacción forma complejos triméricos de TBP y Exd, así como 

su papel en las transformaciones homeóticas y torácicas en Drosophila melanogaster. 

Nuestros resultados además de incrementar los interactomas de Antp y Ubx, aportan 

evidencia del dinamismo y la participación de los complejos formados por las 

homeoproteínas en la regulación funcional las proteínas Hox en el desarrollo. 
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3. ANTECEDENTES 

3.1 Genes Hox (organización y función) en Drosophila melanogaster 

 

William Bateson acuño el término “homeosis” en 1894, para describir la transformación 

de una parte del cuerpo en otra estructura homóloga (Bateson, 1894). Posteriormente, 

mutaciones espontaneas en Drosophila permitieron trazar redes de genes importantes en 

el desarrollo del plan corporal, descubriendo así los genes homeóticos, cuyo nombre se 

debe al término “Homeosis” de Bateson (García-Bellido, 1977). 

La mosca de la fruta posee importantes características, como un ciclo de vida corto (Figura 

1), gran número descendientes, fácil cultivo en el laboratorio, etc, por lo que es 

considerado como un modelo en investigación básica y aplicada, así como en el área de 

genética.  

El cuerpo de Drosophila se compone de segmentos, los cuales se establecen desde el 

embrión temprano, por lo que se pueden apreciar las células que pertenecerán a cada 

segmento desde este momento. Cada segmento se desarrolla específicamente tanto en las 

características externas como en las estructuras internas. (Weigmann et al., 2003). 



   

 

20 

 

 

Figura 1. Estadios en el ciclo de vida de Drosophila melanogaster. En la imagen se observa el ciclo de 
vida de D. melanogaster, este abarca de 10 a 12 días a temperatura ambiente 25°C y atraviesa varios 
estadios: embrión, estadios larvarios 1, 2 y 3, prepupa, pupa (aquí se lleva a cabo la metamorfosis), para 
después eclosionar como organismo adulto.                             Tomado de 
Weigmann et al., 2003 

Los genes homeóticos (también llamados “Hox”) brindan la identidad a los ejes antero-

posterior (Drosophila) y dorso-ventrales (vertebrados) determinando la forma del cuerpo, 

ya que se encargan de seleccionar entre las diferentes rutas de desarrollo; estas rutas 

modulan genes rio abajo, por tanto, en cada segmento de la mosca, cierta proteína hox 

regula la activación de genes responsables de convertir las diversas señales que 

culminaran en la conformación de estructuras especificas del tejido en cuestión, llamados 

genes realizadores (García-Bellido, 1975 ). 

La organización de los genes homeóticos en Drosophila es en 2 “clusters” o complejos 

ubicados en el tercer cromosoma. Labial (Lb), Proboscipedia (Pb), Deformed (Dfd), Sex 

combs reduced (Scr) y Antennapedia (Antp), son los genes que pertenecen al “Complejo 

Antennapedia” (ANT-C) y otorgan la forma a la cabeza, así como a los segmentos del 

tórax 1 y 2, mientras que desde el primer parasegmento y hasta el quinto, participan en el 
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desarrollo del sistema nervioso central (epidermis). El segundo complejo, “Complejo 

Bithorax” (BX-C), presenta a Ultrabithorax (Ubx), Abdominal-A (AbdA) y Abdominal-

B (AbdB), estos encargados de especificar el abdomen, sistema nervioso central y 

epidermis en los parasegmentos del 5 al 14 y por lo tanto brindan la identidad al segmento 

torácico número 3 (Figura 2) (Lewis, 1978). 

 

Figura 2. Patrón de expresión de genes homeóticos en la mosca. El esquema muestra las áreas de 
expresión de cada uno de los genes Hox en el embrión, ubicación, así como los apéndices a los que les 
brindan la identidad en el cuerpo adulto de la mosca.                       
Tomado de Gilbert, 2003. 

Los genes homeóticos constan de aproximadamente 180 pb de longitud, altamente 

conservados (homeobox o caja homeótica) y codifican una proteína de 60 aminoácidos 

(Homeodominio o HD) compuesto de 3 hélices alfa localizadas hacia el extremo 

Carboxilo terminal (C-terminal) además de una secuencia sin conformación particular 

ubicada el extremo Amino terminal (N-terminal) (Figura 3). La hélice de reconocimiento 

(tercer alfa hélice) se une a la hendidura mayor del ADN gracias a los aminoácidos Ile47, 
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Asn51, Gln50 y Met54 y por el residuo Arg5 que se localiza en el extremo amino del HD, 

se une al surco menor del ADN (Mann et al., 2009). 

Las homeoproteínas son factores de transcripción, ya que el homeobox se ha localizado 

en otras especies, en especial en vertebrados, por lo que el HD exhibe poca especificidad 

al ADN, ya que generalmente reconoce una secuencia con alto grado de distribución en el 

genoma (TAAT) (Figura 3) (Mann et al., 2009). Por lo tanto, las homeoproteínas ayudan 

a controlar cómo y cuándo se activan o desactivan redes de genes, al unirse al ADN 

circunvecino y a otras proteínas (Gehring et al., 1994). 

 

Figura 3. Estructura del homeodominio. En la imagen se observan los dominios de las homeoproteínas, 
estos son el tetrapéptido YPWM (HX en vertebrados) y el homeodominio (HD), codificado por la caja 
homeótica (homeobox) y formado por tres hélices alfa.     Tomado de Rezsohazy et al, 2015 

 

3.2 Interacciones moleculares proteína-proteína 
 

La homeoproteínas están altamente conservadas y por lo tanto se unen a secuencias 

consenso en el ADN sin alcanzar su especificidad (Scott et al., 1989; Bobola et al., 2017).  

Se ha descrito que el contexto de la cromatina determina que sitios reconocerán las 

homeoproteínas, ya que cuando los nucleosomas están altamente compactados, por lo 

general no se establecen interacciones ADN-homeoproteína, concluyendo que muchos 

factores transcripcionales reconocen cromatina relajada, destacando así el rol que juega 

en la especificidad, el estado de la cromatina (Li & Reinberg, 2011; Wunderlich & Mirny, 

2009). 
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Además del contexto de la cromatina, es importante mencionar que una homeoproteína 

puede reconocer al ADN por si sola o bien, en conjunto, reclutando proteínas (cofactores) 

que les permiten unirse a diferentes secuencias de las que podría unirse una sola 

homeoproteína. Por lo anterior, el tipo celular o bien el tejido influyen en la afinidad de 

las homeoproteínas, ya que depende de esto, qué factores estarán presentes y por lo tanto 

de las interacciones que establezcan entre sí y con el dímero proteína Hox-cofactor. La 

incorporación de cofactores depende de su unión al ADN o bien de la interacción entre 

proteínas (Figura 4).  (Mann et al., 2009, Jolma et al., 2015). 

 

Figura 4. Los cofactores a los que se une una homeoproteína modulan su especificidad. A) Las 
homeoproteínas pueden reconocer al ADN individualmente o en grupos, al interaccionar con cofactores. B) 
La formación de complejos multiméricos modula la regulación transcripcional.   Tomado de Mann et al., 
2009 

 

3.3 Interactoma de Antennapedia 
 

La interacción entre Antp y TBP fue la primera evidencia de contacto de una proteína 

Hox con factores pertenecientes a la maquinaria de transcripción basal (Emili et al., 

1994). Un par de años más tarde, se detectó la interacción de Antp con la subunidad β 

del factor TFIIE (Zhu y Kuziora, 1996) así como la interacción entre Antp y BIP2 in 

vivo, importante en una transformación homeótica: la de ojo por ala. (Prince et al., 

2008). 

B 

A 



   

 

24 

 

Jímenez-Mejía y colaboradores llevaron a cabo la disección de la interacción Antp-TBP 

en el 2022, mostrando que las regiones poly Q de ambas proteínas juegan un rol 

importante; mientras que BIP2 interacciona mediante el tetrapéptido YPWM con Antp 

(Cárdenas-Chávez, 2012) y con TFIIEβ por el HD de Antp, exactamente los 

aminoácidos 32 y 36 de la hélice 2 participan en dicha interacción (Altamirano-Torres, 

2016).  

Otras interacciones entre homeoproteínas se han determinado, por ejemplo, la interacción 

entre Antennapedia y Eyeless (Eye), para la cual se analizó el motivo TLELEKEF ubicado 

en la hélice 1 de Antp y se introdujeron mutaciones al azar para evaluar si se veía afectada 

la capacidad de Antp de reprimir genes blanco. Las mutantes que fueron menos eficientes 

en esto se seleccionaron como candidatas en mediar interacciones proteína-proteína. Tal 

fue el caso de la mutante E19G, posición aminoacídica ubicada en la hélice 1 de Antp, la 

cual fue analizada en la interacción con Eye (Plaza et al., 2008), demostrando jugar un 

papel importante en dicha interacción y abriendo la posibilidad de que esta posición 

participará en más interacciones como se observó posteriormente por Papadoupulos 

(2011) quien determinó que la homeoproteína Scr forma dímeros y que lo hace a través 

de sus HDs, específicamente a través del aa no. 19 de la hélice 1. Como se ejemplifica en 

la Figura 5, en la interacción Antp-Scr también participó el aa no. 19 de ambas 

homeoproteínas (Elizondo-Rodríguez, 2016). Otra interacción dímérica es la interacción 

entre Antp y AbdB en la cual participa el HD de Antp (Cárdenas-Chávez, 2012).  
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Figura 5. Interacciones de Antp analizadas en laboratorio. El diagrama muestra las interacciones de 
Antp con los GTFs y homeoproteínas, mostrando que TBP interacciona vía las regiones poly Q, mientras 
que Exd y BIP2 lo hacen a través del tetrapéptido YPWM. AbdA por su parte interacciona a través del HD, 
así como Scr y Ubx específicamente mediante el residuo 19 de Antp. Se observa que los residuos 32 y 36 
localizados en la hélice 2 del Homeodominio de Antp participan en esta interacción. 

 

Baeza y colaboradores han enriquecido el interactoma de Antp, analizando la importancia 

del motivo YPWM, ya que la versión wt de Antp se unió a 18 factores de los 35 analizados, 

entre los cuales destaca TFIIEβ (Figura 6A). Cuando se muto el motivo YPWM (AntpHX) 

se observaron en las interacciones establecidas ya que algunas permanecieron, mientras 

que otras se detectaron de novo o se potenciaron e inclusive unas cuantas disminuyeron o 

no pudieron detectarse más, como se observa en la Figura 6B (Baeza et al., 2015). 

 

A B 
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Figura 6. Factores que interactúan con Antp. El esquema ejemplifica las interacciones establecidas por 
Antp wt; de los 35 factores analizados, se muestra en línea punteada con cuales hubo interacción. B) Al 
mutar el tetrapéptido (YAAA) el patrón de interacciones se vio afectado, esto es, algunas interacciones se 
mantuvieron (línea punteada), algunas se intensificaron (línea negra solida) otras se perdieron (ausencia de 
línea).    

Modificado de Baeza et al., 2015. 

 

 

3.4 Interacciones proteína-proteína 
 

Como se ha mencionado previamente, el HD ha mostrado tener un papel importante en 
las interacciones proteína-proteína. Por ejemplo, la formación de dímeros por AbdA 
(Figura 7). 

 

Figura 7.  La homeoproteína AbdA forma dímeros a través del HD. A) Se observa la fluoerescencia de 
la proteína Venus por la formación debido al dímero de AbdA. B). Cuando se deleta el homeodominio, la 
interacción se pierde.         Tomado de Hudry et al., 
2011 

Baeza y colaboradores determinaron en el 2015 que AbdA establece otras interacciones 

entre homeoproteínas, en las cuales también participa su HD, como las que establece con 

Distaless (Dll), Tailup/isled (Tup) y Apterous todas wt, analizadas mediante BiFC, en 

embriones de Drosophila y utilizando la versión de AbdA que solo cuenta con HD. 

Otra liga de las proteínas Hox con la maquinaria de transcripción basal son las 

interacciones de AbdA, Ubx y Dfd con el Complejo Mediador de la transcripción, 

específicamente con la subunidad 19 (Med19), mediante BiFC, incluso se identificó el 

motivo proteico clave de AbdA y Ubx que participa en dichas interacciones: el HD. Esto 

analizado en embriones de la Drosophila (Boube et al., 2014).  
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Otra interacción detectada es en la que participa Ubx con TFIIE  analizada por pulldown 

por Bondos y cols., en el 2004 y posteriormente por Baëza y cols., en el 2015 mediante 

BiFC, ensayo en el cual se determinaron las interacciones de Ubx con diversos factores 

como: Bin, Mid, Apt, Nau, Mad, Pan, Tup, Bap, Eve, Tsh, entre otros, como se observa 

en la Figura 8A. Al analizar las mutantes UbxHX y UbxUbdA   algunas interacciones 

permanecieron, otras se originaron y también algunas se inhibieron. Todos los cambios se 

mostraron en un mapa de calor. (Figura 8B). 

Lo anterior permite concluir que tanto el motivo YPWM y el motivo UbdA juegan un rol 

importante en las interacciones que Ubx establece con diversos factores (Baeza et al., 

2015). 

 

 

 

 

Figura 8. Factores que interaccionan con Ubx. A) El diagrama circular indica a los 35 factores que se 
analizaron con Ubx; 21 factores mostraron interacción con Ubx y se representan con línea punteada. B) Las 
mutantes UbxHX y UbxUbdA tuvieron efecto en la formación de dímeros. Las interacciones que se potenciaron 
se observan en amarillo, así como las recién generadas, mientras que las que se inhibieron se muestran en 
rojo y las que no cambiaron, en verde.           Modificado de Baeza et 

al., 2015               

A B 
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En 2017 se detectó un nuevo cofactor, la proteína de pausa de la transcripción M1BP, 

quien no pertenece a la clase PBC. M1BP interactúa con AbdA y Ubx en promotores 

blanco de proteínas del grupo Polycomb Group (PcG) en embriones de Drosophila, 

mostrando que M1BP regula in vivo procesos dirigidos por homeoproteínas en base al 

estado de la cromatina (Zouaz et al., 2017). 

El interactoma de Ubx continúa siendo analizado, Carnesecchi y col. en el 2020 realizaron 

un análisis el cual mostró interacciones tejido-especificas en embriones de Drosophila 

melanogaster, incluyendo remodeladores de la cromatina, así como reguladores de la 

traducción, además de recalcar la importancia del extremo amino terminal de Ubx, en el 

cual se encuentran regiones clave en interacciones. 

Es notable la versatilidad de las homeoproteínas en sus interacciones, una prueba de ello 

es la interacción de Ubx con el factor de exportación nuclear Embargoed, interacción 

importante en la represión de la autofagia en Drosophila (Duffraisse et al., 2020). 

 Adicionalmente, se relacionó a Ubx con la maquinaria de transcripción basal a través de 

su interacción con la ARNpol II, mediante el residuo N51 del HD (Carnesecchi et al., 

2022). 

 

3.5 Interacciones triméricas 
 

Las homeoproteínas interactúan con el cofactor Extradenticle (Exd), quien forma parte de 

la subclase PBC de proteínas que poseen HD tipo TALE (three amino acid loop extensión, 

por sus siglas en inglés). Además, estas proteínas cuentan con el motivo PBC hacia el 

extremo N-terminal del HD (Burglin, 1997; Moens & Selleri, 2006). Al dímero Hox-Exd, 

se suma Homothorax (Hth) fortaleciendo la unión de las homeoproteínas a una variedad 

de blancos, estableciendo interacciones timéricas. Un ejemplo de lo anterior es el trímero 

Ubx-Exd-Hth (Beh et al., 2016)  

Exd es una proteína citoplásmica que se traslada al núcleo celular únicamente después de 

haberse unido a Hth mediante su dominio N-terminal (Rieckhof et al., 1997) y se une al 

ADN junto con Exd y las proteínas Hox formando el trímero Hox-Exd-Hth, el cual es 
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necesario para activar genes homeóticos, mostrando que las proteínas Hox forman 

complejos multiproteícos (Ryoo et al., 1999). Un ejemplo de ello es la unión, determinada 

in vitro del trímero AbdB-Exd-Hth al ADN (Kannan et al., 2010) donde además se 

analizaron las interacciones de varios genes homeóticos (Antp, Ubx, Lab, Scr, AbdA y 

AbdB) con Exd así como con el dímero Exd y Hth determinando la formación de 

complejos triméricos.  

Además, se encontró que la interacción entre Ubx y el dímero Exd-Hth se une a blancos 

específicos en el ADN (Crocker et al., 2015). 

Sin embargo, las proteínas Hox presentan plasticidad, ya que se ha detectado la interacción 

de Ubx, AbdA y AbdB a secuencias específicas sin la presencia del dímero Exd/Hth, por 

ejemplo, Ubx modula la activación de genes diana que forman los halterios, esto tras 

cambiar la ruta de señalización que resulta en el desarrollo de alas (Galant et al., 2002; 

Papadopoulos & Akam et al., 2011). 

En cuanto a los dominios que participan en las interacciones, se sabe de la existencia de 

motivos lineales cortos (SLiMs, por sus siglas en inglés) como el motivo YPWM (dominio 

conservado que se localiza rio arriba del HD) que medía la formación del dímero Antp-

Exd (Baeza et al., 2015). 

Otro motivo proteico importante, presente en Ubx y AbdA es el denominado UbdA (cuya 

secuencia aminoacídica es: KEL/INEQ), también ubicado rio abajo del HD tal como el 

YPWM (Figura 9) (Merabet et al., 2007). El motivo UbdA establece un puente flexible 

con la hélice 3 del HD permitiendo así la interacción entre homeoproteínas y miembros 

de la clase PBC como la interacción con Exd (Johnson et al., 1995, Foos et al., 2015). 
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Figura 9. Motivo UbdA localizado en Ubx y AbdA. El alineamiento muestra los aminoácidos de las 
proteínas Ubx, AbdA y Antp. Subrayado en color azul se indica primeramente el motivo YPWM (HX), 
seguido por el homeodominio (HD), mientras que el motivo UbdA, señalado en color rojo, no se encuentra 
en Antp.                                               Tomado 
de Merabet et al., 2007 

 

Se ha descrito que tanto Ubx como Abd-A forman complejos con Exd y Hth para reprimir 

el gen selector de la pata Dll a través del elemento DCRE, mientras que Abd-A interactúa 

también con Exd y Hth uniéndose al elemento RhoA para activar el gen Rhomboid 

(Zandvakili et al., 2019). Además, se describió que el HD de HoxA9 es capaz de 

interaccionar con PBX1 y MEIS1, destacando que el complejo se forma siempre y cuando 

este se una al ADN (Dard et al, 2019). Ubx interactúa con Exd y Hth a través de sitios de 

baja afinidad de Ubx-Exd para reprimir Ubx (Delker et al., 2019). 

De forma interesante, encontramos que los HDs de Antp y Ubx interactúan in vivo, tanto 

en embriones como en discos imaginales en Drosophila. (Villarreal-Puente., 2015 y 

2018), tal como se observa en la Figura 10.  
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Figura 10. Antp y Ubx interactúan en embriones y discos imaginales in vivo por BiFC. A) Los 
embriones muestran la interacción del dímero Antp-Ubx y B) del dímero AntpHD-UbxHD dirigidos con 
los drivers Nullo-, Antp- y Ptc-GAL4 (en los parasegmentos). C) En los discos imaginales de ala, ojo antena 
y pata se observa la interacción de los HDs de las proteínas Antp y Ubx dirigidas por Dll-GAL4. Se utilizó 
tinción con DAPI (azul) para la visualización completa del disco.      Modificado de 
Villarreal–Puente, 2015 y 2018.                                                                                                

 

Estas interacciones se visualizaron también en cultivo celular y adicional se analizó si el 

aminoácido 19 de la hélice 1 del HD de ambas homeoproteínas es relevante. Antp y Ubx 

wt, mostraron un 89% de interacción mediante BiFC, mientras que los HDs aumentaron 

el porcentaje de interacción a 96%. Así mismo, se observó que el aminoácido 19 de Antp 

redujo  el porcentaje de interacción hasta 60% (Figura 11A). En contraste la posición 19 

de Ubx no mostró diferencia significativa (Figura 11B). 



   

 

32 

 

 

Figura 11. La mutante AntpHDE19G redujo el porcentaje de interacción de Antp-Ubx por BiFC. A) 
Se muestra la interacción de Antp-Ubx mediante BiFC en cultivo celular (complementación de Venus se 
observa en color verde). La mutación del aminoácido 19 de la hélice 1 del HD de Antp redujo el porcentaje 
de interacción, aunque el mismo aminoácido en Ubx no tuvo efecto. La mutante doble mostró un porcentaje 
similar al de la posición E19G de Antp.  El análisis de las versiones que solo cuentan con los HDs mostró 
un incremento en la interacción, respecto a las proteínas wt. B) Análisis estadístico de tres experimentos 
BiFC independientes usando ANOVA de una vía y Tukey para la comparación de medias, altamente 
significativo se muestra con **** (p<0.05). pCAG-mCherry fue utilizado como control de transfección 
(fluorescencia roja). Barra de escala, 30mm. 

Posteriormente se analizó la función de la interacción Antp-Ubx y para ello se dirigió su 

expresión a la cabeza de Drosophila. Los resultados mostraron una transformación antena-

pata parcial por lo que concluimos que el dímero si afectó, aunque no inhibió por completo 

la transformación antena-pata, evidenciando la interacción llevada a cabo entre Antp y 

Ubx por lo que la transformación no se dio completamente como cuando se origina al 

dirigir únicamente la expresión del gen Antp a la antena de Drosophila.  

Posteriormente, para proponer opciones de factores que podrían participar en 

interacciones triméricas con Antp-Ubx, realizamos un ensayo por competencia usando 

BiFC en células, el cual consistió en agregar al pozo de transfección los plásmidos BiFC 
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(VNUbx y VCAntp) así como un tercer plásmido codificante de cada uno de los factores 

de transcripción adicionales, por lo que, si alguno de ellos competía por el contacto con 

Ubx o Antp, se observaría una disminución en la interacción de Antp-Ubx. Los factores 

que causaron esta reducción en el porcentaje de interacción fueron BIP2, TBP, TFFIIEβ 

y Exd, permitiendo postularlos como opciones a formar complejos triméricos con el 

dímero Antp-Ubx.  

Por lo anterior es de mucho interés analizar la función de la interacción Antp-Ubx no solo 

en la transformación antena-pata, sino también en el desarrollo del tórax de Drosophila 

melanogaster, ahora desde una perspectiva de interacciones triméricas. 

Con base a lo anterior, en esta tesis analizamos la participación de las hélices 1 y 2 de 

Antp en su interacción con Ubx, así como la detección de complejos triméricos usando la 

técnica FRET basada en BiFC con los factores transcripcionales TBP, TFIIEβ, BIP2 y la 

homeoproteína Exd, representado en la estrategia general ubicada en la sección de 

Materiales y métodos y más específicamente en la Figura 12 ubicada en la sección 7.2 de 

Materiales y Métodos. 
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4. JUSTIFICACIÓN  

Las homeoproteínas modulan la expresión de los genes que se necesitan para especificar 

los segmentos del eje antero-posterior en Drosophila melanogaster, Sin embargo, el HD 

posee alta homología en los diferentes organismos, además de que reconoce sitios muy 

similares en el ADN, por ello el establecer interacciones proteína-proteína es de suma 

importancia para alcanzar su especificidad y realizar sus múltiples funciones in vivo. Se 

han descrito múltiples interacciones diméricas en las que participan las homeoproteínas 

con el fin de reconocer sus sitios blanco, sin embargo, debido a la complejidad 

transcripcional, son múltiples los factores transcripcionales involucrados en las 

interacciones de las proteínas Hox, por lo que es importante detectar no solo interacciones 

diméricas si no determinar complejos triméricos así como analizar su posible función in 

vivo para tratar de comprender los mecanismos moleculares que llevan a cabo las proteínas 

Hox en el desarrollo del embrión en la morfogénesis de D. melanogaster. 
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5. HIPÓTESIS 

Los complejos triméricos de Antp-Ubx con los factores transcripcionales TBP, Exd, BIP2 

y TFIIEβ modulan la expresión de genes en el desarrollo en D. melanogaster. 

 

6. OBJETIVOS 

6.1 Objetivo general 
 

Detectar los complejos triméricos Antp-Ubx con los factores transcripcionales BIP2, 

TFIIEβ y TBP así como la homeoproteína Exd y su relevancia funcional en el desarrollo 

del tórax y la transformación antena por pata en Drosophila melanogaster. 

 

6.2 Objetivos particulares 
 

– Disección molecular de las hélices 1 y 2 de Antp en su interacción con 

Ubx usando BiFC en cultivo celular. 

– Analizar la participación de los factores TBP, BIP2, TFIIEβ y la 

homeoproteína Exd en interacciones triméricas con Antp-Ubx mediante 

BiFC/FRET en cultivo celular.  

– Confirmar los complejos triméricos Antp-Ubx/ TBP, BIP2, TFIIEβ, Exd 

al mutar dominios clave en interacciones dímericas. 

– Determinar la función de los trímeros confirmados en la transformación 

torácica de Drosophila melanogaster. 

– Analizar la actividad funcional de las interacciones triméricas en la 

transformación antena-pata de Drosophila. 

 

 



   

 

36 

 

7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Estrategia general 
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7.2 Determinación de dominios clave del dímero Antp-Ubx en cultivo celular 
usando BiFC  
 

La confirmación de la participación del HD, así como de las hélices 1 y 2 del HD de Antp 

en la formación del dímero Antp-Ubx, se realizó en cultivo celular mediante 

Complementación Bimolecular Fluorescente (BiFC). Dicha técnica se basa en unir los 

genes que codifican a las proteínas que se analizarán a cada uno de los extremos (amino 

y carboxilo) de una proteína fluorescente, en este caso, Venus. Si Antp (plásmidos con las 

versiones deletadas) y Ubx, nuestras proteínas de interés establecen interacción, 

permitirán que los extremos de la proteína Venus se aproximen para restablecer su 

fluorescencia. Lo anterior se representa en la Figura 12. Para llevar a cabo el análisis, se 

utilizó el plásmido pSC2VNUbx, que porta el gen que codifica Ubx y esta fusionado a 

uno de los extremos de Venus (N-terminal), así como los plásmidos de las versiones de 

Antp fusionadas al extremo carboxilo terminal de Venus (pSC2VCAntpΔHD, AntpΔH1-

2 y AntpΔH1). Posteriormente, se realizó la transfección de los plásmidos en la línea 

celular HEK293 para permitir la producción de las proteínas Ubx y Antp y analizar su 

interacción. 

7.2.1 Caracterización enzimática de los plásmidos pCS2VC155Antp/ΔHD, 
ΔH1-2, ΔH1 y pCS2VNm9Ubx 

 

Para realizar los ensayos BiFC y determinar la participación de las hélices 1 y 2 en la 

interacción Antp-Ubx, se caracterizaron mediante digestión enzimática los plásmidos 

pCS2VC155Antp, ΔHD, ΔH1-2, ΔH1 y pCS2VNm9Ubx ya disponibles en nuestro 

laboratorio por Cárdenas-Chávez, 2012 y Villarreal-Puente, 2018, respectivamente. Se 

utilizaron las enzimas BglII y StuI, para el vector pCS2VNm9Ubx, mientras que el 

plásmido pCS2VC155Antp se digirió con las enzimas de restricción BamH, KpnI y PstI. 

El vector VCAntp-ΔHD se digirió con la enzima KpnI, mientras que los vectores ΔH1-2, 

ΔH1 se digirieron con la enzima BamHI. 

7.2.2 Preparación plasmídica de los vectores BiFC 
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Para la obtención de los plásmidos mencionados previamente, los cuales fueron 

construidos en el laboratorio, se transformaron bacterias E. coli DH5α Ca++ (Villarreal-

Puente, 2018; Cárdenas-Chávez, 2012) y se inocularon las colonias obtenidas en tubos 

con 3 ml de medio LB (Luria-Bertoni) y 3 ul de ampicilina, en el caso de los plásmidos 

BiFC y kanamicina para los plásmidos donadores. Se incubaron por 12 horas en agitación 

continua de 180 rpm a 37 °C. A continuación, se purificarón los ADNs siguiendo el 

protocolo modificado de lisis alcalina (Sambrook et al., 1989) el cual indica centrifugar 

las bacterias en un tubo de 1.5 mL, desechar el sobrenadante y resuspender el pellet en 

100 μL de Solución I (Tris HCl 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8) con RNAsa A 

(Invitrogen) obteniendo una concentración final de 0.02 mg/mL. El pellet resultante se 

resuspendió con vortéx para homogenizar e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos. 

A continuación, se añadieron 200 μL de Solución II (NaOH 02 N, SDS 1%), se mezcló 

por inversión y se incubó por 5 minutos en hielo. Al concluir la incubación, se añadieron 

150 μL de Solución III (KOAc 5M, CH3COOH), se mezcló por inversión y se incubó por 

5 minutos en hielo. Terminada la incubación, se centrifugaron los tubos durante 5 minutos 

a 14,000 rpm y se transfirió el sobrenadante a tubos nuevos con un volumen de 

isopropanol al 100% (~500 μL). Se mezcló por inversión, se incubó 5 minutos en hielo y 

se centrifugó por 10 minutos a 14.000 rpm. El sobrenadante fue desechado permitiendo 

recuperar la pastilla de material genético la cual se lavó en 400 μL de etanol al 70% y se 

centrifugo por 2 minutos a 14,000 rpm. Se desechó nuevamente el sobrenadante para 

permitir la evaporación del etanol a temperatura ambiente y resuspender en 20 μL de H2O 

miliQ. El ADN purificado fue almacenado a -20ºC hasta su utilización. A los ADN’s 

purificados fueron analizados en cuanto a calidad y concentración mediante 

espectrofotometría en un equipo marca NanoDrop modelo ND-1000 y se visualizaron 

mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8%. 

 

7.3 Análisis de las interacciones triméricas del complejo Antp-Ubx-
BIP2/TFIIEβ/TBP/Exd en cultivo celular mediante FRET/BiFC 

 

Para determinar los complejos triméricos de Antp-Ubx con los GTFs BIP2, TFIIEβ, TBP 

y Exd se utilizó la combinación de las técnicas Transferencia de energía de resonancia de 
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Förster (FRET) y BiFC para así lograr que la energía de un fluorocromo donador, el cual 

tiene fusionada una proteína de interés, se transfiera a un fluoróforo aceptor, el cual fue 

fragmentado y cada uno de los fragmentos están fusionados a otras dos proteínas de 

interés, si estas dos proteínas interaccionan, permiten que el fluoróforo aceptor 

reconstituya su fluorescencia y si las dos proteínas interaccionan con la proteína fusionada 

al donador, estarán los suficientemente cerca a una distancia no mayor de diez nm para 

que cuando este se excite, la energía que emita sea suficiente para excitar al fluorocromo 

aceptor, por lo que se observa menos emisión de energía por la parte donante y por lo 

tanto un aumento en la fluorescencia de la proteína aceptora, evidenciando la presencia de 

una interacción trimérica (Figura 12). 

 

Figura 12. Diagrama del principio de la combinación de las técnicas FRET y BiFC en el dímero Antp-
Ubx y los GTFs. Se representan las proteínas Ubx en morado y Antp en rosa, fusionadas a los extremos 
amino y carboxilo de Venus, respectivamente. La interacción entre Ubx y Antp favorece que la distancia 
entre los extremos de Venus sea corta y así reconstituir su fluorescencia (BiFC). El tercer elemento (factor 
general de transcripción) está representado en negro y se encuentra fusionado a la proteína fluorescente CFP 
quien funge como donador. Si el GTF interacciona con el complejo Antp-Ubx, al excitar CFP, la 
fluorescencia que emita será suficiente para excitar a Venus reconstituido, provocando la desaparición de la 
fluorescencia del donador (CFP) y la subsecuente emisión de la proteína aceptora (Venus).  

 

7.3.1 Caracterización enzimática de los plásmidos pCS2VC155Antp y 
pCS2VNm9Ubx 

 

Para analizar la posible formación de complejos triméricos de Antp-Ubx con los factores 

TFIIEβ, BIP2, TBP, y la homeoproteína Exd se hizo uso de los plásmidos 

pCS2VC155Antp y pCS2VNm9Ubx mencionados anteriormente en la sección 7.2.1.   
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7.3.2 Caracterización enzimática de los plásmidos donadores pECFP-N1-
TFIIEβ, pEFCP-N1-BIP21-89, pEFCP-N1-dTBP y pEFCP-N1- Exd 

 

Los plásmidos donadores pECFP-N1-TFIIEβ, pEFCP-N1-BIP21-89, pEFCP-N1-dTBP, 

previamente construidos en el laboratorio (Jiménez-Mejía,2018) fueron caracterizados 

mediante digestión enzimática para confirmar su identidad. El vector pECFP-N1-TFIIEβ 

se digirió con las enzimas HindIII, EcoRI, BamHI; para el vector pEFCP-N1-dTBP se 

usaron las enzimas ApaI, HindIII, PstI y SmaI-AgeI; el vector pEFCP-N1-BIP21-89 se 

digirió con las enzimas NdeI, PvuII y las enzimas PvuII y AgeI-ApaI se usaron para 

pEFCP-N1- Exd. Todas las digestiones se realizaron siguiendo las indicaciones de la 

marca y se observaron los patrones de restricción mediante gel de agarosa al 0.8% y se 

visualizaron en un fotodocumentador BIORAD. 

7.33 Preparación plasmídica de los vectores BiFC pCS2VC155Antp y 
pCS2VNm9Ubx y donadores pECFP-N1-TFIIEβ, pEFCP-N1-BIP21-89, 
pEFCP-N1-dTBP. 

 

Se siguió el mismo protocolo descrito en la sección 7.2.2 agregando los plásmidos 
donadores. 

7.3.4 Determinación de las interacciones triméricas del complejo Antp-Ubx 
con los GTFs 

 

Para determinar las interacciones triméricas se realizó la siembra de la línea HEK293 en 

placas de 6 pozos a una concentración de 150,000 células por pozo, 72 h después se 

transfectaron con los plásmidos BiFC (pCS2VC155Antp y pCS2VNm9Ubx), así como 

con cada uno de los plásmidos donadores (pECFP-N1-TFIIEβ, pEFCP-N1-BIP21-89, 

pEFCP-N1-dTBP) a una concentración de 6000 ng de ADN por pozo (2000 por cada 

plásmido) utilizando el reactivo PEI el cual forma agregados con el ADN permitiendo su 

internalización a la célula. 48 h después se observaron las células al microscopio de 

fluorescencia para realizar la captura de imágenes y posteriormente se realizó el análisis 

FRET/BiFC utilizando el software de uso libre ImaJ mediante el plugging FRETTY. 
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7.4 Análisis funcional de las interacciones triméricas en la transformación 
homeótica torácica de Drosophila melanogaster 

 

El análisis funcional en la transformación homeótica torácica de las interacciones 

triméricas se realizó mediante el sistema UAS-GAL4 descrito en la Figura 13, el cual 

consta en una línea que dirige la expresión tejido-especifica de las proteínas de interés, 

llamada productora o driver, así como una línea reportera que posee dichas proteínas de 

interés rio debajo de los sitios UAS los cuales son activados por la proteína transactivadora 

GAL4 presente en la línea reportera

 

Figura 13. Sistema binario UAS-GAL4. El esquema representa el sistema UAS-GAL4; consta de una 
línea con un promotor o enhancer especifico de tejido (productora/driver) y río abajo la secuencia que 
codifica a GAL4 (proteína transactivadora), que se une a las secuencias UAS presentes en la línea reportera. 
Realizar esta cruza permite la expresión de los genes ubicados río abajo. 

 

7.4.1 Esquema de cruzas genéticas para la expresión tejido especifica de las 
homeoproteínas Ubx, Antp y Exd así como el factor transcripcional TBP 

 

Para los objetivos 4 y 5 se realizó una cruza entre las líneas UASVNUbx y UASVCAntp 

para la integración de ambos transgenes en un solo individuo, el esquema se observa en 

la Figura 14. A la par se realizó otra cruza entre las líneas driver Nullo-GAL4 o Dll-GAL4 

y cada una de las UAS-ECFPTBP, UAS-ECFPExd, tal como se observa en la Figura 15. 
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Figura 14. Producción de la línea reportera UASVNUbx-UASVCAntp. El esquema muestra la cruza 
entre 150 hembras vírgenes de la línea UASVNUbx y 50 machos la línea UASVCAntp. El 50% de la 
progenie presentará ambos transgenes. 

 

Figura 15. Generación de las líneas productoras o driver Nullo/Dll-GAL4;UASCFPGTFs. El esquema 
representa la cruza entre la línea Nullo-GALal4 o la línea Dll-GAL4 con las líneas UASCFPExd, 
UASCFPTBP y el 50% de la progenie presentará ambos transgenes.  

 

7.4.2 Efecto de las interacciones triméricas de Antp y Ubx con los GTFs en 
las transformaciones homeóticas torácicas y antena-pata 

 

Para analizar cómo afectan las interacciones triméricas del complejo Antp-Ubx /TBP/Exd 

en las transformaciones torácicas se realizó el análisis de cutículas embrionarias. Para ello 

se montaron cruzas genéticas que dirigen la expresión de Antp, Ubx y los GTFs al embrión 

de Drosophila (Figura 16), donde se analizó el efecto de las tres proteínas en la involución 

 
 

VNUbx; VCAntp 

 wt  50%  wt 
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de la cabeza y en el desarrollo del tórax. El protocolo de cruza se muestra en la Figura 17, 

en el cual se indica sincronizar mediante una pre-colecta de embriones durante dos horas 

para obtener embriones de un mismo estadio. Pasadas las dos horas se retiraron los adultos 

para dejar incubar los embriones ovopositados para que se desarrollen hasta el estadio 

larvario 1 antes de la eclosión del huevecillo y proceder a su decorionización. 

 

Figura 16. Diagrama de cruza que dirija la expresión de VCAntp, VNUbx y CFP al embrión de 
Drosophila. Se muestran las cruzas entre 150 hembras vírgenes de la línea UASVNUbx;UASVCAntp y 50 
machos de las líneas, NulloGAL4VNTBP y NulloGAL4VNExd para dirigir la expresión de Venus y CFP 
y sus proteínas de función (Antp, Ubx y los GTFs) al embrión de Drosophila. 

 

 

Figura 17. Protocolo de cruza genética para el análisis de cutículas embrionarias. Las cruzas 
UASVNUbx-UASVCAntp;NulloGAL4-VNGTFs se montaron en frasco con comida estándar y se 
incubaron a 25 °C; 24 hr después se pasaron a placas de puesta y se realizó una pre-colecta de embriones, 2 
hr después se retiraron los adultos y los embriones se dejaron incubar por 5 hr y media. Se procedió a su 
decorionización e incubación por 24 hr. Pasado este tiempo se fijaron y montaron en laminillas para el 
análisis de cutículas. 

A continuación, se estudió como los complejos triméricos Antp-Ubx /TBP/Exd afectaron 

la transformación antena-pata y para ello se hicieron cruzas genéticas que dirigen la 

expresión de Antp, Ubx y los GTFs al segmento antenal 3 de la cabeza de Drosophila. 

Para ello, la línea driver que se utilizó fue Dll-GAL4. El esquema de cruza que observa en 

la Figura 18 y el protocolo en la Figura 19. Los adultos eclosionados se colocaron en un 
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portaobjetos para disectar primeramente la cabeza, separándola del cuerpo con ayuda de 

jeringas de insulina. Una vez separada la cabeza se procedió a separar las antenas para su 

documentación mediante una serie de fotografías sucesivas en las que se tomaron 

diferentes capas con ayuda del enfoque en un microscopio Axioscope de la marca Zeiss 

para posteriormente realizar el empalme de las capas haciendo uso del programa Helicon 

Focus. 

 

 

Figura 18. Esquema de cruza genética que permite la expresión de VCAntp, VNUbx y GTFs a discos 
imaginales en Drosophila. La cruza genética se hizo con 24 hembras vírgenes de la línea 
UASVNUbx;UASVCAntp y 8 machos de las líneas, DllGAL4-VNTBP, DllGAL4-VNExd para dirigir la 
expresión de Venus y CFP y sus proteínas de función (Antp, Ubx y los GTFs) a discos imaginales en 
Drosophila. 

 

 

Figura 19. Protocolo de cruza genética para el análisis de las transformaciones antena-pata. Las cruzas 
se realizaron en tubo con comida estándar manteniéndose a 25°C hasta que los embriones progresaron a 
tercer estadio larvario. Las larvas se observaron por microscopia y se seleccionaron las que presentaron 
fluorescencia dejándolas desarrollar hasta eclosionar y posteriormente analizar los fenotipos. 
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8. RESULTADOS  

8.1 Caracterización enzimática de los plásmidos pCS2VC155Antp/ΔHD, ΔH1-2, 
ΔH1 y pCS2VNm9Ubx. 
 

Para analizar la participación de las hélices 1 y 2 del HD en la interacción dimérica Antp-
Ubx, se caracterizaron mediante digestión enzimática los plásmidos 
pCS2VC155Antp/ΔHD, ΔH1-2, ΔH1 y pCS2VNm9Ubx. Para el plásmido 
pCS2VC155Antp se usaron las enzimas BamHI, KpnI y PstI; los patrones de restricción 
se observan en la Figura 20A. Para el plásmido pCS2VC155AntpHD se uso la enzima 
KpnI la cual solo corta una vez en el vector por lo que el gel muestra el plásmido 
linearizado (Figura 20C). Los plásmidos pCS2VC155AntpΔH1 y ΔH1-2 se digirieron con 
la enzima KpnI; los patrones de digestión se muestran en la Figura 20D. Por último, para 
el vector pCS2VNm9Ubx se usaron las enzimas BglII y StuI (Figura 20B).  
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Figura 20. Caracterización enzimática de los plásmidos pCS2VC155Antp/ΔHD, ΔH1-2, ΔH1 y 
pCS2VNm9Ubx. A) El gel muestra la caracterización del plásmido pCS2VC155Antp; en el carril uno se 
muestra el marcador de peso molecular seguido del plásmido digerido con BamHI (4148 y 1356), con 
KpnI (5020 y 484), PstI (linear) y el vector sin digerir (SD). B) Se muestra la caracterización del plásmido 
pCS2VNm9Ubx; de izquierda a derecha: BglII (5490 y 244), StuI (4577 y 1157), M (marcador de peso 
molecular) y el vector sin digerir (SD). C) El gel muestra las digestiones con la enzima KpnI de los 
plásmidos VCAntp (carril 2, 5142 y 362), VCAntpHD (carril 5, libera una banda de 492)) y VCAntpΔHD 
(carril 7, linear), a la izquierda se muestra cada plásmido sin digerir. D) Se muestra la digestión con la 
enzima BamHI de los plásmidos VC155AntpΔH1(carril 2, 4157 y 1317) y ΔH1-2 (carril 4, 4157 y 1273), 
con el vector sin digerir a la izquierda, seguidas del marcador de peso molecular en pares de bases y en gel 
de agarosa al 0.8% (M).  

8.2 Las hélices 1 y 2 del HD de Antp son requeridas en la interacción Antp-Ubx 
Para observar el resultado de la ausencia del HD de Antp, así como de las hélices 1 y 2, en la 

formación del dímero Antp-Ubx, se utilizó el sistema BiFC, en el cual se fusionó la proteína Antp, 

así como las versiones mutantes (AntpΔHD, AntpΔH1-2, AntpΔH1) al extremo carboxilo del 

fluoróforo Venus y Ubx al extremo amino de Venus. Se realizaron co-transfecciones en células 

HEK293 y los resultados se compararon con el porcentaje de interacción de las proteínas wt, 

(Figura 21A). El dímero AntpΔHD-Ubx redujo drásticamente el porcentaje de interacción (Antp-

Ubx 89%) hasta un 6%, mientras que al deletar la hélice 1 se observó un porcentaje de 24%; la 

deleción de las hélices 1 y 2 mostró un 12% de interacción. Las tres interacciones con las versiones 

mutantes se compararon con el porcentaje de interacción de las Antp y Ubx wt mostrando 

diferencia significativa, mientras que la comparación entre ellas no mostró diferencia significativa 

(Figura 21B). 

C D 
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Figura 21. Las hélices 1 y 2 del HD de Antp son importantes en la interacción Antp-Ubx. A) Se muestra 
la interacción de Antp-Ubx en células HEK293 por BiFC (complementación de Venus se observa en color 
verde). La deleción del HD de Antp bajo el porcentaje de interacción de 89% a 6%, mientras que la deleción 
de las hélices 1 y 2 lo hizo hasta un 12%. La deleción de la hélice 1 afecto la interacción hasta un 12%. B) 
Análisis estadístico de tres experimentos BiFC independientes usando ANOVA de una vía y Tukey para la 
comparación de medias, significativo se muestra con *** (p<0.05). pCAG-mCherry fue utilizado como 
control de transfección (fluorescencia roja). Barra de escala, 30mm. 

8.3 Caracterización enzimática de los plásmidos aceptores pCS2VC155Antp y 
pCS2VNm9Ubx 
 

Los plásmidos aceptores de caracterizaron en base a lo descrito en la sección 8.1. 

 

8.4 Caracterización enzimática de los plásmidos donadores pECFP-N1-TFIIEβ, 
pEFCP-N1-BIP21-89, pEFCP-N1-Exd y pEFCP-N1-dTBP. 
 

A continuación, se procedió a caracterizar por digestión enzimática los plásmidos 
donadores para analizar las interacciones triméricas. La caracterización del plásmido 
pECFP-N1-TFIIEβ se observa en la Figura 22A; se usaron las enzimas HindIII, BamHI, 
EcoRI y al final se cargó el plásmido sin digerir. La Figura 22B muestra la caracterización 
del plásmido pEFCP-N1-Bip2-1-89, en el carril 1 se observa el vector sin digerir, seguido 
de las enzimas PvuII , NdeI y del marcador de peso molecular. El vector pEFCP-N1-Exd 
se caracterizó con las enzimas PvuII y ApaI-AgeI, los patrones de restricción se muestran 
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en la Figura 22C. Por ultimo se muestran los patrones de digestión del vector pEFCP-N1-
dTBP al usar las enzimas ApaI, HindIII, PstI y SmaI-AgeI. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Caracterización enzimática de los plásmidos donadores pECFP-N1-TFIIEβ, pEFCP-N1-
BIP21-89, pEFCP-N1-Exd y pEFCP-N1-dTBP. A) El gel muestra la caracterización del vector pECFP-
N1-TFIIEβ con las enzimas HindIII (5380 y 233pb), BamHI (linear), EcoRI (5087 y 526 pb) y en el carril 
5 se observa el plásmido sin digerir. B) Se observa el vector pEFCP-N1-BIP21-89 sin digerir en el carril 1, 
seguido de la digestión con las enzimas PvuII (2606, 1797 y 608 pb), NdeI (linear) y el marcador de peso 
molecular (M). C) El gel muestra el marcador de peso molecular en el carril 1 (M), seguido de las digestiones 
del vector pEFCP-N1-Exd con las enzimas PvuII (2756, 2050 y 608pb), ApaI-AgeI (4720 y 734pb) y el 
vector sin digerir (carril 4). D) Se observa la caracterización del vector pEFCP-N1-dTBP con las enzimas 
ApaI (5011 y 476pb), HindIII (linear), PstI (linear), SmaI-AgeI (4725 y 765), vector sin digerir (carril 5) y 
el marcador de peso molecular (M) en pb en un gel al 0.8% de agarosa. 

A B 
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8.5 El dímero Antp-Ubx forma trímeros con TBP y Exd 
 

Para analizar si el dímero Antp-Ubx participa en interacciones triméricas con diferentes factores 

transcripcionales, utilizamos la combinación de técnicas BiFC y FRET in vitro. Los vectores 

ECFP-TBP, VN-Ubx y VC-Antp fueron co-transfectados en células HEK293 y los resultados 

mostraron que el complejo trimérico Antp-Ubx/TBP se estableció con un valor de E de 0.18±0.006 

(Fig. 23B). Para confirmar esta interacción, se sustituyó el vector codificante a Antp por la versión 

VCAntpHD que carece de las regiones ricas en glutaminas (polyQ) importantes en la interacción 

dimérica con TBP. El valor de E obtenido disminuyó a 0.08±0.01 mostrando diferencia 

significativa (Fig. 23E). Resultados similares se observaron deletando el HD de Antp 

(VCAntpΔHD), ya que se obtuvo un valor de E de 0.05±0.003 (Fig. 23D) ya que el HD está 

involucrado en la formación del dímero Antp-Ubx. Por lo anterior, confirmamos la presencia del 

trímero Antp-Ubx/TBP. 

 
Figura 23. Detección del trímero Antp-Ubx/TBP usando BiFC-FRET. A) Representación esquemática 
de TBP fusionado a CFP (ECFP Channel), BiFC debido a la interacción Antp-Ubx (Venus Channel) y la 
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transferencia de energía debido a la formación del complejo Antp-Ubx/TBP (FRET). B) Interacción 
trimérica de TBP con Antp-Ubx (E= de 0.18±0.006). C) Un E value de a 0.08±0.01 fue obtenido usando el 
vector VCAntpHD. D) AntpΔHD mostró un E value de 0.05±0.003. Las barras de color representan la 
intensidad del FRET (Fire mode) colores más claros indican fuerte interacción trimérica mientras que 
colores más oscuros, interacción débil. E) Análisis estadístico de tres experimentos independientes usando 
ANOVA de una vía y Tukey para la comparación de medias, altamente significativo se muestra con **** 
(p< 0.0001). Las barras de error corresponden al error estándar. 

 
A continuación, se analizó si la homeoproteína Exd interaccionaba de forma trimérica con 

Antp y Ubx. Para ello se utilizó el vector ECFP- Exd mostrando la presencia del trímero 

con un valor de E de 0.2±0.006 (Figura 24B). Para confirmar esta interacción, se utilizó 

el plásmido VCAntpAAAA el cual tiene el motivo YPWM mutagénizado el cual participa 

en la interacción con Exd. El valor de Edisminuyó a 0.16±0.01. (Figura 24C). Cuando 

utilizamos el vector VCAntpΔHD el valor de E bajo hasta 0.12±0.01 mostrando diferencia 

significativa (Figura 24D y E), ya que el HD es importante en la interacción con Ubx. Fue 
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así como confirmamos que Exd forma complejos triméricos con Antp Ubx. 

 

Figura 24. Exd forma complejos triméricos con Antp-Ubx. A) Representación esquemática de Exd 
fusionado a CFP (ECFP Channel), BiFC producto de la interacción Antp-Ubx (Venus Channel) y la 
transferencia de energía por la interacción Antp-Ubx/ Exd (FRET). B) Interacción trimérica de Exd con 
Antp-Ubx (E=0.2±0.006). C) La mutante VCAntpAAAA redujó el valor de E a 0.16±0.01. D) La interacción 
de AntpΔHD-Ubx con Exd mostró un E value de 0.12±0.01 con diferencia significativa. Las barras de color 
representan la intensidad del FRET (Fire mode) colores más claros indican fuerte interacción trimérica 
mientras que colores más oscuros, interacción débil. E) Análisis estadístico de tres experimentos FRET 
independientes usando ANOVA de una vía y Tukey para la comparación de medias, la significancia se 
muestra con * (p<0.05), las barras de error corresponden al error estándar. 

 

8.6 BIP2 y TFIIEβ no forman complejos triméricos con Antp-Ubx 
 
En contraste, no detectamos complejos triméricos del dímero Antp-Ubx con BIP2 ya que se 

observó un E value de 0.08±0.0005 (Figura 25B) indicando la falta de transferencia de energía. 

Además, cuando usamos el plásmido VCAntpAAAA para afectar la interacción dimérica con BIP2, 

el E value obtenido fue de 0.06±0.004 y no mostró diferencia significativa (Figura 25C y E). 

También utilizamos el vector VCAntpΔHD, obteniendo un E value de 0.04±0.001 y sin mostrar 
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diferencia significativa. Por lo tanto, concluimos que BIP2 en las condiciones analizadas no forma 

complejos triméricos con Antp y Ubx. 

 

 
 

Figura 25. BIP2 no interacciona de forma trimérica con Antp-Ubx mediante BIFC-FRET. A) 
Representación esquemática de BIP2 fusionado a CFP (ECFP Channel), BiFC debido a la interacción de 
Antp con Ubx (Venus Channel) y falta de transferencia de energía de BIP2 con el heterodímero Antp-Ubx 
(FRET). B) BIP2 no interacciona de manera trimérica con Antp y Ubx (E=0.08±0.005). La interacción 
AntpAAAA–Ubx-BIP2 mostró un valor de E de 0.06±0.04 and y cuando probamos AntpΔHD, el E value fue 
0.04±0.001. Las barras de color representan la intensidad del FRET (Fire mode); colores más claros indican 
alta interacción trimérica mientras que colores más oscuros indican bajos niveles de interacción. E) Análisis 
estadístico de tres experimentos FRET independientes usando ANOVA de una vía y Tukey para la 
comparación de medias, altamente significativo se muestra con **** (p< 0.0001)), las barras de error 
corresponden al error estándar. 

 
Para analizar si TFIIEβ forma complejos trimericos con Antp y Ubx , co-transfectamos los 

vectores ECFP- TFIIEβ, VN-Ubx y VC-Antp. El E value obtenido fue de 0.08±0.01, indicando la 

falta de transferencia de energía y por lo tanto la ausencia del complejo trimérico (Figura 26).  
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Figura 26. TFIIEβ no mostró transferencia de energia con el dímero Antp-Ubx. A) Representación 
esquemática de la proteína de fusión ECFP- TFIIEβ, la expresión de Venus por el dimero Antp-Ubx y la 
falta de interacción de TFIIEβ con Antp-Ubx. B) TFIIEβ no mostró interacción trimerica con el 
heterodimero Antp-Ubx al mostrar un E value de 0.08±0.01. Las barras de color representan la intensidad 
del FRET (Fire mode); colores más claros indican alta interacción trimérica mientras que colores más 
oscuros indican bajos niveles de interacción. 

  
 

8.7 Exd y TBP afectan la función ectópica de Antennapedia en la involución de la 
cabeza 
 
Para analizar la posible función de las interacciones triméricas, realizamos el análisis de 

cutículas embrionarias donde la expresión ectópica de Antp es dirigida a la cabeza del 

embrión e inhibe la correcta involución de las estructuras bucales; además causa la pérdida 

del cinturón de dentículas con transformación del segmento protorácico T1 en T2 en todos 

los embriones. Analizamos también el efecto de Ubx antes de analizar los trímeros y 

observamos un 10% de larvas con involución correcta, un 82% con homeosis y un 8% con 

fenotipo reducido (Fig. 27C). Resultados similares se observaron al expresar el 

heterodímero Antp-Ubx (Fig. 27D). 
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Figura 27. El heterodímero Antp-Ubx afecto la función de Antp en la involución de las estructuras 
bucales y la cabeza. A) La expresión de Nullo no afecta la involución de las estructuras vocales y la cabeza 
por lo que se observa un fenotipo normal. B) Antp causa inhibición de la involución y se observan larvas 
acefalas además de la transición del segmento protorácico T1 al segmento mesotorácico T2. C) La expresión 
de Ubx redujo el porcentaje de homeosis a un 82% y se observa la transformación de segmentos torácicos 
a un fenotipo similar al segmento A1. Se observa un fenotipo intermedio en 8% de las larvas. D) La 
expresión del heterodímero Antp-Ubx afectó la función de Antp y redujo el porcentaje de homeosis a un 
80%; se observó transformación T1 a T2 así como un 16% de larvas que involucionaron correctamente y 
un 4% con fenotipo intermedio.  

 
Enseguida analizamos la importancia funcional del trímero Antp-Ubx/TBP. Para ello 

primero revisamos el efecto de la expresión del dímero Antp-TBP en un ensayo ectópico. 

Los resultados mostraron que el 80% de las cutículas fallaron en involucionar 

correctamente y se observó un 10% de larvas con fenotipo wt y otro 10% con fenotipo 

intermedio. Resultados similares se observaron al sobre-expresar el trímero Antp-

Ubx/TBP, mostrando un 80% de larvas con homeosis (Figura 28). 
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Figura 28. El trímero Antp-Ubx/TBP inhibe la función de Antp en la involución de la cabeza. A) La 
expresión de Nullo no afecta la correcta involución de la cabeza, observando un fenotipo normal B) Antp 
causa inhibición de la involución y se observan larvas acefalas además de transformación del segmento 
protorácico T1 al segmento mesotorácico T2. C) La expresión de Antp-TBP redujo el porcentaje de 
homeosis a 80% y se observó la transformación T1-T2. 10 de larvas presentaron fenotipo wt y otro 10% 
fenotipo intermedio. D) la expresión del trímero Antp-Ubx/TBP mostro 80% de larvas con homeosis y 
transformación T1-T2, 14% de las larvas mostraron correcta involución y 6% fenotipo intermedio. 

 
La expresión ectópica del dímero Antp-Exd así como del trímero Antp-Ubx/Exd dirigidos 

por Nullo mostraron un efecto mayor en la función de Antp de inhibir la correcta 

involución de las estructuras bucales y las cabezas en las larvas ya que el porcentaje de 

larvas que mostraron homeosis se redujo hasta un 66% en el caso del dímero y hasta un 

63% en el caso del trímero (Figura 29).  
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Figura 29. El complejo Antp-Ubx/Exd afecta la función de Antp en las cabezas de las larvas.  A) La 
expresión de Nullo no afecta la involución de la cabeza, observando un fenotipo normal B) Antp causa 
inhibición de la involución y se observan larvas acéfalas además de que el segmento protorácico T1 se 
transformó al segmento mesotorácico T2. C) La expresión de Antp-Exd mostró un 66% de larvas con 
homeosis y transformación T1-T2 fue observada.  Además, se obtuvó un 33% de larvas con fenotipo wt. D) 
la expression del trimero Antp-Ubx/Exd afectó la involución en 63% de las larvas se observe transformación 
T1-T2. 27% de las larvas presentaron correcta involución y se observe un 10% con fenotipo intermedio.  

 

8.8 El dímero Antp-Ubx y los trímeros Antp-Ubx/TBP/Exd afectan la función de 
Antp en la transformación antena-pata 
 
También analizamos la función de los trímeros en la transformación antena pata. Para ello 

expreso el HD de Antp como control positivo utilizando el driver Dll-GAL4 y se observó 

la transformación (Figura 30B) destacando el fémur, tarso y uña. Al dirigir a AntpHD y 

UbxHD juntos, la transformación se vio afectada (Figura 30C), pero se continuaron 

distinguiendo las estructuras previamente mencionadas.  La expresión de TBP, como se 

esperaba no causó transformación y se observó una antena similar a la wt (Figura 30D). 

El dímero AntpHD-TBP tampoco causó transformación (Figura 30E) ni el trímero Antp-

Ubx/TBP (Figura 30F) indicando la presencia de TBP. 
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Figura 30. La expresión ectópica de TBP de forma dímérica y trimérica inhibe la transformación 
antena-pata. A) Se observa una antena con fenotipo normal con los segmentos 2 y 3 bien definidos, así 
como la arista. B) Se muestra la transformación de la antena por pata con estructuras bien definidas como 
el fémur, el tarso y la uña. C) El dímero AntpHD-UbxHD redujo el efecto observándose una transformación 
parcial. D) Se observa una antena tipo wt resultado de la expresión de TBP. E) TBP inhibió la transformación 
que causa el HD de Antp y se observa una antena tipo wt. F) La expresión del trímero AntpHD-UbxHD/TBP 
tampoco causó transformación. Los segmentos transformados se resaltan en rojo y los normales con curvas 
y números negros. 2, segundo segmento antenal: 3, tercer segmento antenal; Ar, arista.  

 

Resultados similares se observaron al expresar ectópicamente al dímero Antp- Exd y el 

trímero Antp-Ubx/Exd, ya que ambos complejos inhibieron la homeosis antena por pata 

originada al expresar Antp y se observaron antenas similares a las wt (Figura 31).  

Figura 31. Expresión ectópica de Exd en el dímero y trímero inhibe la transformación antena-pata. 
A) Se observa una antena con fenotipo normal con los segmentos 2 y 3 bien definidos, así como la arista. 
B) Se muestra la transformación de la antena por pata con estructuras bien definidas como el fémur, el tarso 
y la uña. C) El dímero AntpHD-UbxHD redujo el efecto y se observa una transformación parcial. D) Se 
observa una antena tipo wt resultado de la expresión de Exd. E) Exd inhibió la transformación que causa el 
HD de Antp y se observa una antena tipo wt. F) La expresión del trímero AntpHD-UbxHD/Exd tampoco 
causó transformación. Los segmentos transformados se resaltan en rojo y los normales con curvas y números 
negros. 2, segundo segmento antenal: 3, tercer segmento antenal; Ar, arista.  
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9. DISCUSIÓN 

En el análisis de los dominios involucrados en la interacción de Antennapedia con 

Ultrabithorax encontramos que la interacción es mediada por las hélices 1 y 2 del HD de 

Antp, específicamente la posición E19 de la hélice 1 de Antp mostró ser importante en la 

dicha interacción. 

Para determinar los dominios involucrados se realizaron transfecciones en células 

HEK293 utilizando el Sistema de Complementación Bimolecular Fluorescente. Se 

analizaron las siguientes versiones mutantes de Antp: AntpΔHD, AntpΔH1-H2, 

AntpΔH1, lo que permitió concluir que ambas hélices participan en la formación del 

dímero Antp-Ubx.  

El HD ha mostrado ser importante en otras interacciones, por ejemplo, AntpHD es 

responsable de establecer el heterodímero Antp-Eyeless así como de la homodimerización 

de Scr, específicamente la posición aminoacídica E19 ubicada en la hélice 1, media estas 

interacciones (Plaza et al., 2008 y Papadopoulos et al., 2012). La hélice 1 participa en 

otras interacciones como en la de HOXD8 con HOXA9, mostrando ser importante 

también en sus actividades transcripcionales (Zappavigna et al., 1994). De igual manera, 

resultados realizados en nuestro laboratorio mostraron la relevancia del residuo E19 de 

Antp al interactuar con Ubx, ya que la interacción disminuyó de 89% a 60% (Villarreal-

Puente., 2018). Debido a que la interacción no se inhibió por completo, otros residuos 

aminoacídicos podrían estar involucrados, como los residuos 23 y 25 en la hélice 1, o el 

residuo 57 en la hélice 3, ya que estos participan al interaccionar in vitro con el cofactor 

Exd (Chan et al., 1994). En el caso del HD de Ubx, los residuos 22 y 24 que están 

altamente conservados y expuestos, permitiendo postularlos como candidatos a participar 

en interacciones diméricas (Merabet et al., 2009). La formación del dímero Antp-Ubx 

podría llevarse a cabo mediante secuestro y así prevenir su unión al ADN en los límites 

del segundo y terceros segmentos torácicos donde ambas están presentes. Además, ambas 

proteínas funcionan como activadoras y represoras y comparten dominios de unión al 

ADN e incluso blancos de regulación (Rosales-Vega et al., 2023, McCormick et al., 1995, 

Ekker et al., 1994). 
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Además de las interacciones entre homeoproteínas, se han descrito interacciones con 

proteínas de la maquinaria de transcripción basal, por ejemplo, CDX1, Sp1, Antp y Ubx 

interactúan con la proteína de unión a caja TATA, TBP. (Calon et al., 2007, Emili et al., 

1994, Jiménez-Mejía et al., 2022, Montalvo-Mendez2024). Este último dímero, se forma 

a través de las regiones de glutaminas de TBP y el extremo amino terminal de Ubx. A 

pesar de que Ubx no contiene glutaminas, se ha determinado la presencia de regiones 

intrínsecamente desordenadas que son importantes en interacciones diméricas (Hsiao et 

al, 2014, Carnesecchi et al., 2020) Por su parte, TFIIEβ interactúa con la maquinaria de 

transcripción basal mediante la RNA polimerasa II (Altamirano-Torres et al., 2018, 

Carnesecchi et al., 2020, Bondos et al., 2006) y esta última con el factor de pausa 

transcripcional M1BP (Zouaz et al., 2017). De igual forma, tanto Antp como Ubx 

interaccionan con TFIIEβ (Altamirano-Torres et al., 2018, Baeza et al., 2015) y con Exd 

(Papadopoulus et al., 2011., Merabet et al., 2007).   

Debido a lo anterior, nos interesamos en determinar posibles interacciones triméricas que 

podría estar llevando a cabo el dímero Antp-Ubx. Previamente se detectaron en nuestro 

laboratorio los complejos triméricos de Antp-TBP con los factores transcripcionales 

TFIIEβ y Exd (Jiménez-Mejía., 2022). Por lo que se analizaron los factores Exd, TFIIEβ, 

TBP y BIP2, determinando las interacciones triméricas entre Antp-Ubx con TBP y Exd.    

Estas interacciones triméricas se confirmaron utilizando una batería de mutantes de Antp 

en las que se deletaron dominios importantes en las interacciones diméricas, resaltando su 

importancia para que el complejo trimérico se forme, tal es el caso del HD de Antp, ya 

que ambas interacciones triméricas (Antp-Ubx/TBP y Antp-Ubx/Exd) se vieron afectadas 

al usar el plásmido VC-AntpΔHD donde el HD de Antp está ausente, el cual ha 

demostrado ser necesario para que la interacción con Ubx se lleve a cabo mediante la 

Técnica de Complementación Bimolecular Fluorescente (Kerppola, 2008) tanto in vitro 

en celulas (Villarreal-Puente, 2018) como in vivo en embriones y discos imaginales de 

Drosophila (Villarreal-Puente, 2015). 
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En el caso del trimero Antp-Ubx-TBP, también se utilizó la mutante VC-AntpHD, la cual 

tiene deletado el extremo amino terminal y por lo tanto se eliminaron las regiones polyQ, 

quienes median la interacción Antp-TBP (Jímenez-Mejía et al., 2022) y se observó una 

reducción significativa en la energía que se transfirió en las proteínas wt. De este modo, 

confirmamos el establecimiento de la interacción trimérica, utilizando versiones de Antp 

que inhibían las interacciones diméricas Antp-Ubx y Antp-TBP. 

Resultados similares se observaron al utilizar la mutante VC-AntpAAAA, la cual tiene 

mutágenizado el tetrapéptido YPWM, afectando así la formación del dímero Antp-Exd 

(Papadopoulus et al., 2011). Sin embargo, de manera interesante, esto no redujo 

significativamente la formación del trímero. Es importante recordar que Ubx también 

interacciona con Exd (Passner et al., 1999, Merabet et al., 2007) y que el tetrapetido 

YPWM de Ubx no se modificó, además de que posee otros dominios importantes en su 

interacción con Exd como el motivo UbdA (Ortiz-Lombardia et al., 2017).  Por lo que 

probablemente Ubx permaneció en contacto con Exd, permitiendo la transferencia de 

energía. Lo anterior también indica que el trímero Antp-Ubx/ Exd se forma a través de 

diversos dominios, entre ellos el HD y la secuencia YPWM, como las interacciones 

triméricas Antp-Exd o Ubx-Exd con Hth (Gebelein et al., 2002), y la formación del 

trímero Antp-Ubx/Exd propone la formación de otros complejos involucrando factores 

que participen en la regulación genética.  

Por otro lado, la interacción del trímero de Antp-Ubx con el factor transcripcional TFIIEβ 

mostró un valor de E de 0.08, indicando la falta de interacción. Esto puede ser debido a 

que tanto Ubx como Antp interaccionan con TFIIEβ mediante del HD (Bondos et al., 

2004, Baeza et al, 2015 y Altamirano-Torres, et al., 2018) y este dominio ha mostrado ser 

clave en el dímero Antp-Ubx (Villarreal-Puente, 2015, Villarreal-Puente, 2018), por lo 

que al formarse este dímero, el cual es irreversible, ya que se reconstituye la proteína 

fluorescente Venus (Kerppola, 2008), no sería posible la interacción de, ya sea Antp o 

Ubx con TFIIEβ. Sin embargo, también cabe la posibilidad de que la topología no 

favorezca la interacción (Hudry et al., 2011), por lo que sería valioso modificar las 

proteínas de fusión, por ejemplo: CFP-Antp, VC-Ubx y VN-TFIIEβ, por mencionar 
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alguna combinación y confirmar si esto es un factor determinante en la formación de este 

trímero. 

Otro factor transcripcional que no formó complejos triméricos con el dímero Antp-Ubx 

fue BIP2, ya que al utilizar la mutante AntpAAAA la interacción disminuyó, más no 

significativamente, a pesar de que el motivo YPWM media la interacción dímérica Antp-

BIP2 (Prince et al., 2008). De la misma manera, al usar la mutante de Antp que carece del 

HD, la interacción siguió mostrando un valor de E menor a 0.1 indicando la ausencia de 

interacción trimérica. Resultados similares se observaron previamente en el laboratorio al 

analizar la interacción del dímero Antp-TBP con BIP2 (Jiménez-Mejía et al., 2022) ya 

que no se observó la formación del trímero. Es importante indicar que la versión de BIP2 

utilizada contiene del aminoácido 1 al 89, por lo que esto podría ser un factor a considerar 

así como la topología de las proteínas de fusión como se mencionó previamente con 

TFIIEβ (Kerpola., 2008).  

Para analizar la posible función de los trímeros detectados en esta tesis, se realizaron los 

ensayos de cutículas embrionarias y de transformación antena-pata. Para ambos ensayos 

se dirigió la expresión tejido-específica de las proteínas de interés mediante cruzas 

genéticas usando el driver Nullo-GAL4 para dirigir a embriones y Dll-GAL4 a las antenas 

de individuos adultos.  

Cuando Antp es dirigida a la cabeza del embrión, inhibe la correcta involución de las 

estructuras bucales; además causa la pérdida del cinturón de dentículas con 

transformación del segmento protorácico T1 en T2 (Gehring et al., 2009).  

Primeramente, se realizó el ensayo dirigiendo la expresión de Ubx en larvas de 

Drosophila; se observó que 82% de larvas fueron acefalas así como que los segmentos 

torácicos adquirieron fenotipo del segmento abdominal A1 (González-Reyes y Morata 

1990 y Mann y Hogness, 1990). Al dirigir el dímero Antp-Ubx se observó también la 

inhibición de la cabeza en las larvas, pero la transformación T1-T2 fue la que se observó 

en la mayoría de las larvas (80%) (Mann y Hogness en 1990).  

Posteriormente, se analizaron los complejos Antp-Ubx/TBP/ Exd observando que Exd 

tuvo un mayor efecto en la actividad funcional de Antp que TBP, en la que mostró una 
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inhibición de la involución de las estructuras bucales, ya que se presentó un 63% de larvas 

que no involucionaron correctamente las estructuras bucales en contraste con el trímero 

Antp-Ubx/TBP, el cual mostró resultados similares al dímero Antp-Ubx, con un 80% de 

larvas con fenotipo similar al de la expresión individual de Antp, por lo que podríamos 

mencionar que el trímero Antp-Ubx/ Exd rescató el fenotipo wt en 27% de las larvas, ya 

que se observó un 10% de larvas con fenotipo intermedio. Es importante considerar que 

se requiere corroborar la expresión de los tres transgenes. En ambos trímeros, se observó 

la transformación T1 a T2 en las larvas con inhibición de la involución de la cabeza.  

En el ensayo de transformación antena-pata ambas proteínas, TBP y Exd, inhibieron la 

homeosis resultado de expresar Antp. Previamente Altamirano-Torres en el 2018, analizó 

la interacción entre Antp y TFIIEβ y se observó que la inhibición de la involución de la 

cabeza se mantuvo, así mismo ocurrió con la transformación antena-pata, indicando que 

TFIIEβ propició dicho efecto.  

En el caso de las interacciones triméricas analizadas en esta tesis, describimos 

previamente que al expresar Ubx junto con Antp, la transformación se ve ligeramente 

afectada (Villarreal-Puente et al., 2018), pero al expresar los complejos triméricos las 

transformaciones homeóticas se inhiben, indicando probablemente que al interaccionar 

Antp con Ubx y Exd o TBP, no le sea posible regular la expresión de los genes blanco que 

culminan en la formación de la pata, recordando que esta función de Antp es ectópica, ya 

que se dirige a un lugar donde normalmente no se expresa como lo es la cabeza de 

Drosophila (Struhl, 1982), por lo que sería valioso analizar que efecto podrían presentar 

estos trímeros en otros panoramas como por ejemplo en la transactivación de Antp o bien 

en la regulación de sus genes blanco. 
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10. CONCLUSIONES 

• Las hélices 1 y 2 así como la posición E19 de la hélice 1 de AntpHD es participan 

en la interacción dimérica Antp-Ubx. 

• Se determinó la formación de los complejos triméricos de Antp-Ubx con TBP y 

Exd con valores de E=0.18 y E=0.2 respectivamente, las cuales fueron 

corroboradas con el uso de las mutantes AntpΔHD, VC-AntpHD y AntpAAAA que 

afectan la formación de los dímeros Antp-Ubx, Antp-TBP y Antp- Exd 

respectivamente. 

• Antp y Ubx no mostraron la formación de complejos triméricos con BIP2 ni con 

TFIIEβ al mostrar un valor de E=0.09 y 0.08, respectivamente. 

• El trímero Antp-Ubx/TBP mantuvo la función homeótica de Antp en 80% de las 

larvas analizadas, observando 10% de larvas con fenotipo wt y 10% con fenotipo 

intermedio. 

• Al expresar el trímero Antp-Ubx/ Exd la función homeótica de Antp fue inhibida 

en 27% de las larvas, observando un 63% de larvas con transformaciones 

homeóticas y un 10% con fenotipo intermedio. 

• La expresión ectópica de los trímeros Antp-Ubx/TBP y Antp-Ubx/ Exd inhibieron 

el efecto de AntpHD en la transformación antena-pata en Drosophila. 
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11. PERSPECTIVAS 

La realización de la presente tesis demostró por primera vez la participación del dímero 
Antp-Ubx en complejos triméricos con los factores transcripcionales TBP y Exd en cultivo 
celular. De la misma manera, se concluyó que dichos complejos triméricos afectaron la 
función homeótica de Antp en transformaciones torácicas y de antena pata en Drosophila 

melanogaster, abriendo la opción del estudio de los siguientes puntos 

• Dirigir la expresión ectópica de las proteínas involucradas en la formación de los 
complejos triméricos Antp-Ubx/TBP y Antp-Ubx/ Exd in vivo en D. melanogaster 

mediante BiFC-FRET. 

• Determinar la formación de los trímeros Antp-Ubx/TBP y Antp-Ubx/Exd de 
manera endógena en D. melanogaster mediante BiFC-FRET. 

• Verificar la regulación de los genes blanco de Antp por los complejos triméricos 
Antp-Ubx/TBP y Antp-Ubx/Exd. 

• Analizar la formación de los complejos trímericos Antp-Ubx/TFIIEβ y BIP2 
realizando variaciones en la topología. 

• Determinar la participación de dominios proteicos de Ubx en la formación de los 
trimeros Antp-Ubx/TBP y Antp-Ubx/Exd, así como el HD, YPWM y UbdA 

 

El estudio a nivel molecular más fino de las interacciones triméricas de Antp-Ubx con 
TBP y Exd proporcionará importante información respecto a complejos proteicos 
implicados en la actividad transcripcional de Antennapedia en el desarrollo del embrión 
de D. melanogaster. 
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