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Resumen

La traduccién es un evento crucial en el proceso de expresion de la mayoria de genes
descritos actualmente y la regulacion de este evento, tanto a nivel general como especifico,
es un paso determinante en el proceso general de expresion genética de cualquier
organismo. En plantas, las semillas son organismos completos que cuentan con la
maquinaria suficiente para desarrollarse autonomamente y la germinacion es una fase
critica que esta sujeta a un estricto control traduccional. La semilla madura contiene
moléculas de mMRNA maduro que traduce antes de replicar y transcribir su DNA, dicho
mMRNA es traducido selectivamente durante la germinacién. La capacidad de la semilla de
traducir los mRNAs especificos que generen los productos que necesita la célula para
desarrollarse adecuadamente refleja un control traduccional sumamente riguroso, cuyos

mecanismos exactos se desconocen.

Recientemente en este laboratorio, se encontrd que durante la germinacion se encuentran
presentes ciertas proteinas novedosas asociadas a los complejos que reclutan el mMRNA y
catalizan su union con la subunidad ribosomal pequefa, los complejos de inicio de la
traduccion. Entre los péptidos encontrados figuran dos proteinas de choque térmico (HSP)
de 70 kDa y la de 101 kDa cuyo papel en la regulacion de la traduccion es interesante
abordar. Reportes previos han demostrado que HSP101 es capaz de estimular la traduccién
del virus del jaspeado de tabaco. Por otro lado, el silenciamiento especifico de algunos
miembros de la familia de HSP70 en A. thaliana genera resistencia a la infeccidn por este

virus, aungue se desconoce el mecanismo por el cual se genera la resistencia.

En este trabajo se describe la presencia de HSP 70 in vivo en los complejos de inicio de la
traduccién durante las primeras horas de germinacion de semillas de Zea mays, si bien su
presencia es maxima durante las primeras horas y decrece conforme avanza la germinacion.
Por otro lado, no fue posible encontrar a HSP101 interactuando con dichos complejos en

las condiciones experimentales ensayadas.

Estos resultados sugieren que HSP70 cumple un rol dependiente del tiempo de desarrollo
en la germinacion y que la presencia de HSP101 en complejos de inicio puede no ser

constante en todas las plantas.



1. Introduccion
La regulacion de la expresion genética en organismos eucariontes es un fendmeno
excepcionalmente coordinado que asegura las caracteristicas mas fundamentales de cada
organismo, como la diferenciacion celular, el aprovechamiento de recursos y la respuesta a

estimulos quimicos y fisicos.

La especializacion de células es un rasgo sumamente importante de los organismos
eucariontes, que les ha permitido desarrollar una amplia versatilidad de funciones
economizando la cantidad de recursos que cada tejido debe invertir para conservar la
viabilidad del organismo. La principal manera mediante la cual los organismos eucariontes
han logrado esto es mediante la regulacién de la expresién de genes especificos de un

genoma que todas las células de un mismo organismo comparten.

La regulacion de la expresion genética puede ser efectuada en cualquiera de las diversas
fases por las cuales fluye la informacion genética, desde la seleccién de la secuencia de
DNA genomico que se transcribe, hasta la modificacion selectiva de las proteinas
sintetizadas para alterar su actividad. Candnicamente, este flujo de informacion comienza
cuando el DNA es leido por una polimerasa de RNA que transcribe la informacién
almacenada en la hebra de doble cadena de DNA mediante la sintesis de una hebra de
cadena sencilla de RNA. Este evento es un blanco primordial de la regulacién de la
expresion genética, que depende de la accesibilidad de las hebras de DNA a la polimerasa,
lo cual es determinado por el mismo nivel de empaquetamiento del DNA y el
reconocimiento de secuencias especificas por factores de transcripcion que reclutan a la

maquinaria transcripcional (Maniatis et al., 1987).
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Figura 1. Flujo de informacién genética en una célula eucarionte. EI DNA
eucarionte, contenido en el nucleo, contiene los genes para sintetizar una proteina.
Esta informacion es copiada en una molécula de RNA, la cual es procesada
mediante cortes especificos (remocion de intrones) para suprimir secuencias con
informacién no destinada a la sintesis de proteinas. Algunos factores proteicos se
asocian a la molécula de RNA sintetizada y regulan el transporte de la molécula, asi
como su destino celular, ya sea la traduccidn activa en proteinas, el almacenamiento
o la degradacion de la molécula.

El transrito de RNA es entonces sometido a un proceso de maduracion, en el cual sufre
cortes especificos que eliminan intrones (secuencias caracteristicas de eucariontes que se
encuentran en la secuencia gendmica, pero que no forman parte del mensaje final) y se
seleccionan los exones que formaran parte del RNA maduro; también se agregan
covalentemente estructuras que le otorgaran mayor estabilidad y optimizaran el
reconocimiento de la molécula para hacer mas eficiente su traduccién (Figura 1). Una vez

procesada la molécula, el RNA mensajero se asocia mediante interacciones débiles a



diversas proteinas y todos estos factores mediaran la exportacion del RNA maduro al

citoplasma y tendran un papel muy importante en su destino.

El RNA mensajero maduro, mRNA, al ser exportado al citoplasma podria ser traducido en
los ribosomas para realizar la sintesis de proteinas de forma inmediata, pero este proceso es
otro importante blanco de regulacion genética. EI ensamblaje de ribosomas capaces de
comenzar la traduccion y el reclutamiento del complejo que transporta el mMRNA hacia los
ribosomas son los principales focos de regulacion en el citoplasma. Este control puede ser
afectado por la presencia (o ausencia) de nutrimentos, hormonas, sustancias toxicas,
oxidantes, presencia de patdgenos, variaciones de temperatura, luz ultravioleta y muchos

factores mas (Ron, 2002; Holcik y Sonenberg, 2005).

La regulacion traduccional, la que dirige el destino del mRNA en el citoplasma,
evidentemente esta encargada de brindar un control méas fino con respecto a la situacion
inmediata en que se encuentra la célula al seleccionar los mMRNAs que se traducen en
mayor cantidad sobre otros que pueden resultarle innecesarios en alguna condicion dada.
Ademas hay situaciones en que la regulacion traduccional es la Unica via de seleccionar la
informacidn genética que se ha de expresar, como sucede en el desarrollo embrionario,
momento en el que la célula contiene MRNAs sintetizados por el organismo madre y no

realiza transcripcion de su propio genoma (Kuersten y Goodwin, 2003).

A pesar del inmenso interés que estas cuestiones puedan despertar, es importante notar que
la investigacion de la regulacion genética no debe ser un mero ejercicio intelectual, sino
que debe ser al menos la base sobre la cual se pueda generar informacion atil al servicio de

la sociedad.



En México, el maiz es el cultivo mas importante, que desafortunadamente no se ha logrado
desarrollar al ritmo que lo exige la demanda nutricional del pais. Gran parte del maiz
consumido en México es importado debido a la pobre produccion obtenida en tierras
nacionales. El estudio de los diversos factores involucrados en el desarrollo de la planta en
cada etapa de su crecimiento puede generar informacion sumamente valiosa que podria ser
usada en la obtencion de variedades de maiz con caracteristicas genéticas que resulten en
una planta capaz de desarrollarse exitosamente en las condiciones del campo mexicano con

la productividad necesaria para satisfacer las necesidades alimentarias del pueblo.

El analisis de la regulacion traduccional puede brindar informacion util sobre la resistencia
de la planta a diferentes condiciones abidticas adversas, pues este tipo de regulacion suele
ser la primera en actuar ante tales retos. Por ejemplo, ante un aumento subito de
temperatura o en condiciones de limitacion hidrica, condiciones propias de sequia, las
primeras alteraciones en la via de expresion genética clasica consisten en una inhibicion
generalizada de la traduccion y el procesamiento de mensajeros inmaduros, antes de que se

presenten cambios en procesos transcripcionales (Kaufman, 1999; Scheuner et al., 2001).

También hay casos diferentes a las condiciones de estrés en los que el control traduccional
se convierte en el cuello de botella que debe atravesar un gen para lograr expresarse. Se
sabe que durante la germinacion de la semilla de maiz es muy importante el control de la
expresion genética, pues el desarrollo correcto del eje embrionario establecera la viabilidad
de la plantula y posteriormente dara lugar a todos los érganos y estructuras que necesita la
planta para sobrevivir. Durante las primeras horas del proceso de germinacion, la semilla
comienza a absorber agua y reactiva su maquinaria metabdlica. Las proteinas almacenadas

durante la maduracion de la semilla se reactivan para comenzar a ejecutar las diversas



tareas que la célula en germinacion necesita llevar a cabo (Figura 2). Una de estas tareas es
la reparacion del genoma que puede resultar dafiado durante la deshidratacion de la
semilla, y una vez que se ha garantizado la calidad del DNA contenido en la célula, puede
comenzar el proceso de transcripcion para sintetizar nuevas proteinas. Es por esto que,
durante la germinacion, los procesos de traduccién en la semilla comienzan antes de la
transcripcion de mRNAs nuevos (Bove et al., 2005). La semilla en su proceso de
maduracion es provista de un conjunto de mRNASs sintetizados durante el desarrollo y
almacenados en la semilla seca. Durante la germinacion algunos de estos son degradados y
solo una seleccion del conjunto inicial es traducida, algunos en etapas tempranas de la
germinacion y otros en estadios posteriores. Esto indica claramente que existe una
traduccion selectiva de mRNAs especificos durante las primeras horas de la germinacion,
momento en que la maquinaria transcripcional se encuentra inactiva, lo que implica que
durante las primeras horas de la germinacién, cruciales para el desarrollo de la planta, la
semilla depende completamente de la regulacion traduccional para asegurar una expresion

genética adecuada.
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Figura 2. Eventos involucrados en la expresién genética durante la
germinacion de una semilla. Al comenzar el proceso de rehidratacion de la
semilla, el DNA entra en una fase de reparacién para asegurar la integridad de la
informacion almacenada, lo que obstaculiza los procesos transcripcionales; sin
embargo, la sintesis de proteinas es critica desde las primeras fases de absorcion de
liquidos. Evidentemente, la traduccion en estas fases depende casi enteramente de
las moléculas de RNA mensajero almacenadas en la semilla madura. Tomado y
modificado de Bewley, 1997.

2. Antecedentes

2.1 Caracteristicas estructurales del mMRNA

Las moléculas de mRNA transcritas en el nucleo contienen una estructura cap en el
extremo 5' de la cadena de ribonucledtidos. La estructura cap consiste en un residuo de
guanosina metilada, principalmente en la posicién 7 del heterociclo de purina, enlazado
con el primer residuo de la cadena de RNA mediante un enlace trifosfato 5°-5’
(7mGpppN). La estructura cap juega un papel crucial en la traduccion de mRNAS, pues se
ha observado que moléculas de mRNA sintetizadas artificialmente sin la estructura cap
presentan una eficiencia de traduccién mucho menor que la observada en mRNA con cap

(Gallie, 2002). La estructura cap también juega un importante papel en el procesamiento de



la molécula de RNA inmadura, el transporte del mMRNA del nucleo al citoplasma y su

estabilidad posterior.

En el extremo 3', la mayoria de las moléculas de mRNA contienen una secuencia de 50 a
200 residuos de adenina consecutivas. Esta estructura, conocida como cola de poliA,
también se ha encontrado involucrada en la localizacion, estabilidad y eficiencia de

traduccion del mRNA.

Estructura cap
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Figura 3. Representacion esquematica de la estructura general de un RNA
mensajero eucarionte. Ademas de contener la secuencia codificante de proteina
delimitada por el codén de inicio y el codén de paro, la molécula de RNA
generalmente contiene secuencias adicionales que flanquean a la region
codificante. Estas secuencias son llamadas ‘regiones no traducibles’ 5’ y 3’
(5’UTR y 3” UTR), segin la posicion que ocupen.

Ademas de estas dos estructuras presentes en la gran mayoria de las moléculas de mRNA
eucariontes, existen otros elementos dentro de la secuencia transcrita, principalmente en los
extremos no traducidos (UTR, del término en inglés ‘untranslated region’) que modulan la
eficiencia traduccional de la cadena de RNA (Figura 3). Estas estructuras son llamadas

‘elementos reguladores en cis', pues actian sobre la misma molecula que los contiene.

Entre los elementos cis se encuentran secuencias de nucleotidos especificas que pueden dar

lugar a la formacion de estructuras secundarias que a su vez podrian interactdan con



proteinas; secuencias que sin formar estructuras secundarias son reconocidas por proteinas
reguladoras e incluso secuencias que interactian directamente con el RNA ribosomal y

dirigen la traduccion de esta manera (Klausner y Harford, 1989).

La regulacion traduccional puede estar mediada por una gran cantidad de tacticas celulares

basadas en la interaccion de secuencias especificas con otras biomoléculas:

Algunos mensajeros contienen secuencias capaces de interactuar directamente con el RNA
ribosomal o algunos factores traduccionales, llamadas “sitios internos de entrada al
ribosoma” o IRES, por sus siglas del inglés “Internal Ribosome Entry Site”, de manera que
son capaces de comenzar su traduccion sin necesidad de que se reconozca la estructura cap
en el extremo 5’ de la molécula de mRNA (Vagner et al., 2001). La descripcién de este
tipo de interacciones fue observada inicialmente en RNAs mensajeros de origen viral, pues
como fue expuesto anteriormente, la traduccion general, que es dirigida por el
reconocimiento de cap, es inhibida en células sometidas no sélo a estrés abiotico, sino
también en casos de infeccion. Al inhibirse la traduccién de la mayoria de los RNAs
mensajeros, tanto enddgenos como exogenos de la célula, el mRNA viral se ve en la
necesidad de lograr su traduccién evitando la inactivacion de la traduccion dependiente de
cap. La diversidad entre los mecanismos por los que cada IRES actla es casi tan amplia
como la diversidad viral: algunos mimetizan factores traduccionales y reclutan a la
subunidad pequefia del ribosoma, e incluso hay algunas que mimetizan RNAs de
transferencia para introducirse al ribosoma ensamblado (Spahn et al., 2001; Sasaki y

Nakashima, 2000).



Si bien el descubrimiento de IRES se dio en mRNAs virales, la descripcion de IRES en
MRNAs celulares ha descubierto una nueva manera de regular la traduccion de RNAs
mensajeros necesaria en condiciones estresantes. Actualmente existen diversos estudios
sobre numerosas proteinas de respuesta a estrés que son codificadas por RNAs mensajeros
que contienen IRES, de manera que son expresadas aun cuando la traduccién global es

inhibida (Silver y Noble, 2012).

Otra forma de modular la traduccion de RNAs mensajeros segun el estado en que se
encuentre la célula es con marcos cortos de lectura abiertos rio arriba—uORF, de
“upstream Open Read Frame”—a la secuencia que codifica para el producto principal.
Ante la presencia de tales marcos de lectura, los ribosomas traducen primero dichas
secuencias y no se realiza la traduccion del ‘producto principal’ sino hasta que el estado de
la célula permite la lectura del coddn de inicio de dicho transcrito rio abajo. La mayoria de
los transcritos que presentan esta caracteristica codifican para proteinas involucradas en el
crecimiento y proliferacion celular, por lo que su expresion puede ser favorecida cuando la
célula se encuentra en un nivel energético alto y es posible invertir energia en tales
procesos, aungue existen ejemplos de UORFs que no se rigen por este modelo de

regulacion fisioldgica (Gray y Wickens, 1998).

Las formas de regulacion descritas involucran la interaccion de las secuencias propias del
mRNA con factores traduccionales, consideradas como formas de regulacion en cis.
Formas de regulacion en trans involucran la presencia de moléculas sintetizadas
independiente para regular la expresion del mMRNA. El caso mas estudiado de regulacion en
trans es la debida a microRNAs, 0 miRNAs, que son secuencias de corta longitud, entre 19

y 24 nucle6tidos, que interactian con otras proteinas que usan el pequefio templado de

10



RNA para reconocer secuencias especificas del mensajero que hibriden en un grado
satisfactorio con el miRNA (Cai et al., 2009). A consecuencia de este reconocimiento, la
secuencia de mMRNA blanco puede sufrir varios destinos, desde degradacion mediada por
cortes endonucleoliticos en el fragmento hibridado, arresto traduccional o incluso

activacion traduccional, dependiendo de la proteina a la que esté asociado el miRNA.

En los Gltimos afios se han descrito un gran nimero de secuencias que estimulan o inhiben
la traduccion de mRNAs especificos cuyos productos proteicos tienen un rol importante en
el desarrollo, diferenciacién y adaptacion de la célula. EI conocimiento de estas secuencias
puede ser una herramienta valiosa en la comprensién de la expresion celular en las

diferentes condiciones de desarrollo.

2.2 El complejo de union a cap elF4F

El complejo proteico elF4F (factor eucarionte de inicio 4F, por sus siglas en inglés) es el
principal encargado de reclutar el mMRNA eucarionte y mediante interacciones con otros
factores de inicio montarlo en la subunidad pequefia del ribosoma, ademas de auxiliar en el
reconocimiento del codon de inicio y asi comenzar la traduccion ( Gingras et al., 1999).
Este papel de elF4F en el ensamblaje del complejo traduccional es un paso limitante en el
flujo de informacion genética y, en consecuencia, un blanco importante de regulacion de la

traduccidn en eucariontes.

El complejo elF4F es un heterotrimero formado por las subunidades elF4A, elFAG y elFAE
(Figura 4). elF4A es una helicasa de RNA dependiente de ATP que desenrolla estructuras
secundarias del mRNA, elF4E reconoce la estructura cap en el extremo 5’ del mRNA y

elF4G es una proteina de elevado peso molecular que contiene sitios de union para elF4E,

11



elF4A, elF3, y la proteina de unién a cola de poli A, PABP (Cheng y Gallie, 2007). La
modulacion de la actividad de este complejo por diferentes vias de sefializacion ha sido un

tema de intensa investigacion (Kozak, 2005).

elF4G

N\

elF4E elF4A

Figura 4. Representacion esquematica del complejo elF4F. EI complejo
elF4F se compone principalmente de tres subunidades y se encarga de
reclutar al RNA mensajero (mMRNA) para comenzar su traduccién. Cada
subunidad realiza una tarea especifica para lograr el inicio de la traduccion:
elF4G es una proteina con multiples sitios de interaccidn proteina-proteina y
sirve como un andamio sobre el cual se colocan otras proteinas (como
PABP), elF4A es una helicasa que desenrrolla el mRNA con el fin de
facilitar la busqueda del codon de inicio, elF4E se une directamente con el
MRNA al reconocer directamente la estructura cap en su extremo 5’.

El complejo elF4F, dada su importante funcion, esta sujeto a una estricta regulacion. Tanto
elF4G como elF4E son blancos de modificaciones postraduccionales, que puede aumentar
o disminuir la avidez de su interaccion. En mamiferos existen proteinas que se unen

fuertemente a elF4E e impiden su interaccion con elF4G (Dever, 2002). Estos mecanismos

12



claramente tienen un efecto sobre la regulacién global del inicio de la traduccién, pero no
necesariamente explican la regulacion a nivel de la seleccion especifica de mRNASs para la
traduccion. En plantas, elF4G y elF4E tienen isoformas cada una y forman dos complejos
diferentes: elF4AF y elF(iso)4F (Patrick y Browning, 2012). Las isoformas elF4E y
elFiso4E tienen la capacidad de reconocer diferentes estructuras cap segun el grado de
metilacion que presentan los ligandos, asi como diferentes longitudes y estructuras en
regiones 5’UTR, caracteristicas que apoyan una capacidad de reconocer mRNAs

especificos (Martinez-Silva et al., 2012).

En maiz existen tres proteinas que pueden reconocer la estructura cap y reclutarla para
iniciar la traduccion: elF4E, elFiso4E y un homdlogo de elF4E-HP de mamiferos, llamada

nCBP gue a diferencia de la isoforma de mamiferos, es capaz de interactuar con elF4G.

2.3 Papel de elF4F y elFiso4F en la expresion diferencial de mRNAs especificos

La basqueda de diferencias en la expresién genética en Zea mays mediadas por una
regulacién a nivel de la traduccion de mRNA durante el proceso de germinacién, derivé en
estudios que buscaban determinar la composicion especifica de los complejos
traduccionales en distintos estadios de la germinacion. Trabajos previos mostraron gue en
las primeras etapas de la germinacion la abundancia relativa de elF4E y elFiso4E variaba
con respecto al tiempo. La cantidad de elFiso4E presente en la semilla seca es mayor que
la de elF4E, pero al comenzar la imbibicion y progresar el proceso de germinacion,
elFiso4E se mantiene constante, mientras que la concentracién de elF4E aumenta

(Dinkova y Sanchez de Jiménez, 1999).
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La menor concentracion de la isoforma 4E en la semilla seca y durante las primeras horas
de la germinacion parece indicar que la traduccion al inicio de la germinacién depende casi
exclusivamente de la accion de iso4E y que este factor podria ser el encargado de
reconocer las moléculas de mRNA que deben ser traducidas en las primeras horas de la
germinacion. La posibilidad de un ‘reconocimiento indirecto’ surge en principio debido a
que este factor, iso4E, interacciona principalmente no con el factor 4G, sino con su
isoforma elFiso4G, que es capaz de comenzar la traduccion, lo que sugiere interacciones
con diferentes proteinas que aquellas con las que interactia elF4G. Esas diferentes
proteinas podrian reconocer moléculas especificas de RNA segun la secuencia o estructura
secundaria del &cido nucleico y asi seleccionar mRNAs que contengan determinados
motivos secuenciales o estructurales para formar los complejos de preinicio de la
traduccidn, lo que evidentemente aumentaria las posibilidades de que dicho mensajero sea

traducido ante aquellos que no presenten dichas caracteristicas adicionales.

Bajo la hipdtesis de que la composicion de los complejos es diferencial en funcion del
tiempo de germinacion y que dicha composicion influye en los patrones traduccionales de
los MRNA observados en el embrion de maiz, se realizaron experimentos de traduccion in
vitro (Dinkova et al., 2011; Figura 5). En estos experimentos se utilizaron los factores
elF4E o elFiso4E recombinantes (Figura 5a) o los complejos de union a cap purificados de
ejes embrionarios de semillas secas (0 h) y de semillas germinantes (24 h) con extracto de
germen de trigo previamente depletado de dichos complejos (Figura 5b). Esto podria
indicar que la traduccion al inicio de la germinacion depende mayoritariamente de la
accion de elFiso4E y que este factor podria ser el encargado de dirigir la seleccion de

moléculas de mMRNA que deben ser traducidas en las primeras horas de la germinacién. El
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factor elFiso4E interacciona con elFiso4G y no con elF4G. Los factores elF4G y elFiso4G
son proteinas de anclaje sobre las que se reclutan diversas proteinas involucradas en el
inicio de la traduccién, asi como algunas otras proteinas reguladoras que podrian
desempefiar un papel en la seleccion de RNAs mensajeros basada en el reconocimiento de
motivos especificos de RNA. Esto sugiere que cada complejo, integrado por distintos
factores, interactlia con diferentes proteinas, por lo que de esta manera podria seleccionar
indirectamente los mRNAs que seran traducidos preferencialmente en cada etapa del

desarrollo.

b) s 30 «
g 25+
[
g 20 4 RNA 0Oh Oh 24h | 24h
g a c
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Figura 5. Ensayos de traduccion in vitro con diferentes isoformas de
factores de unién a cap. a) Andlisis de traduccion in vitro con RNA
almacenado en semillas secas en presencia de complejos que contienen
elFAE o elFiso4E. b) Evaluacion de la traduccion global usando
combinaciones de los complejos purificados a diferentes horas con RNA
total obtenido a esas horas (Dinkova et al., 2011).
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La capacidad del complejo elF4F (compuesto de elF4E y elF4G) y de elFiso4F (que
comprende elFiso4E y elFiso4G) de interactuar con distintas proteinas fue abordado,
tomando en cuenta las observaciones previas, mediante un analisis proteémico de los
complejos de unidén a cap presentes en ejes embrionarios de semillas secas y en ejes
imbebidos en agua durante 24 horas. Dicho analisis mostré que en ejes secos hay una
mayor cantidad de proteinas interactuando con los complejos de union a cap, ademas de
que dichas proteinas son diferentes a las observadas a 24 horas (Tabla 1; Lazaro-Mixteco y

Dinkova, 2012).

Estas observaciones sugieren que los complejos elFiso4F y elF4F interactGan con un
conjunto diferente de proteinas durante la germinacion y apoyan la hipotesis de que la
regulacién traduccional durante las primeras horas de la germinacion de maiz es ejercida
en parte por la composicion de los complejos que reclutan al RNA mensajero. Entre las
proteinas identificadas como diferenciales en complejos de unién a cap durante la
germinacion, llamaron la atencién algunas que presentaban funciones regulatorias

mediante interacciones con RNA.

Tabla 1. Proteinas identificadas por espectrometria de masas LC/MS/MS en complejos de
unién a cap en ejes embrionarios de semillas imbebidas por 0 y 24 horas. *Proteinas de las
gue se han reportado interacciones regulatorias con mRNA.

Oh 24 h
HSP101 *
CBP80 CBP80
elF3c
ATECP63
elF4isoG
Vicilina
LOX1 LOX1
HSP70 *
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LBL1* ~--

BIP2 *
elF4A elF4A
eEFla eEFla

Subunidad 6S de proteasoma 26S Subunidad 6S de proteasoma 26S
3-fosfogliceratocinasa
Actina
Alcohol deshidrogenasa
Fructosa-bifosfato aldolasa
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Malato deshidrogenasa

elFiso4E elFiso4E
Globulina 2 Globulina 2
elF4E elF4E

Las interacciones con RNA de estas proteinas son variadas en funcion y naturaleza.
HSP101 interactla con el extremo 5’UTR del RNA policistrénico del virus del mosaico del
tabaco y facilita su inicio de la traduccién en plantas (Gallie, 2002). Las proteinas HSP70 y
BIP2 interactian con secuencias especificas del extremo 3’UTR de diversos RNAS
mensajeros eenddgenos y asi evitan la degradacién de dichos mRNAs en mamiferos
(Zimmer et al., 2001). LBL1 es parte de la via de biogénesis de tasiRNA (trans-acting small
interfering RNA) y es crucial para el establecimiento de la polaridad de hojas en plantas de

maiz (Nogueira et al., 2007).

2.4 Las proteinas de respuesta al estrés por choque de calor

Las proteinas de choque térmico tienen diversas funciones celulares y comparten el papel
de reducir la cantidad de proteinas con plegamientos aberrantes dentro de la célula. La
caracteristica de ‘responsivas al choque térmico’ es un epiteto usado por costumbre
historica, pues fue ante este tipo de estrés que fueron identificadas por primera vez
(Schlesinger, 1990). Actualmente se sabe que este tipo de proteinas se encuentran
involucradas en una gran cantidad de respuestas celulares, como la respuesta al estrés

oxidativo, al estres de reticulo endoplasmico, a infecciones virales, a la presencia de
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metales pesados e incluso a bajas temperaturas y helada (Wang et al., 2004). En plantas, las
proteinas de choque térmico, o HSPs por sus siglas en inglés (Heat Shock Proteins), son
subdivididas en 5 familias, diferenciadas por su peso molecular: HSP100, HSP90, HSP70,

HSP60 y sHSP (de “small Heat Shock Proteins™) (Al-Whaibi, 2011).

La familia de HSP100 est4 conformada por proteinas cuya funcion es la de desagregar
cumulos voluminosos de proteinas desnaturalizadas. Para lograr esto, las integrantes de
esta familia se agrupan en multimeros de 6 a 8 miembros cuyas subunidades trabajan en
conjunto para desagregar las proteinas desnaturalizadas mediante el consumo de ATP
(Gallie et al., 2002). A pesar de presentar una ocasional actividad proteolitica, la actividad
de desagregasa no esta asociada a la actividad proteolitica de la proteina, pues muchas de
las veces, los péptidos desagregados son plegados a su forma nativa/activa por proteinas
con actividad de chaperona sin pérdidas en su estructura primaria (Squires y Squires,

1992).

Las familias HSP90, HSP70 y HSP60 son ‘verdaderas chaperonas’, es decir, proteinas que
dirigen el plegamiento de distintas ‘proteinas cliente’ que dependen de ellas para obtener
distintas estructuras supramoleculares. Su capacidad de otorgar diferentes conformaciones a
otras proteinas les permite facilitar el transporte de péptidos a través de membranas al
exponer residuos hidrofébicos a la cara exterior de la proteina y regresarlos al interior
terminado el transporte (Young et al., 2003). Esta actividad dependiente de ATP es una
caracteristica bastante Gtil de estas familias de proteinas, por lo que integrantes de ellas
generalmente son expresados de forma constitutiva. A pesar de sus similitudes, las familias
son separadas entre si debido a que generalmente se asocian a diferentes eventos celulares:

la familia de HSP90 se asocia a fendmenos de sefializacién celular y respuesta a patdgenos;
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la de HSP70, a la respuesta ante estreses abioticos; la de HSP60, al desarrollo y

mantenimiento de componentes mitocondriales (Emelyanov, 2002).

Las proteinas pequefias de choque térmico, o sHSP, componen una diversa familia de
proteinas que tienen como funcion monitorear el estado del plegamiento de diversos
factores proteicos. Independientes del uso de ATP, su tarea se basa en el reclutamiento de
otras proteinas de choque térmico con el fin de desagregar y renaturalizar proteinas con
plegamientos deficientes o en dirigir la degradacién de los péptidos desnaturalizados

(Ehrnsperger et al, 2000).

El modo de accion cooperativo de las HSPs no es un comportamiento casual (Wegele et al.,
2004). Se han observado diversas interacciones especificas entre ellas en condiciones
particulares, se sabe por ejemplo que HSP70 y HSP101 interactian a 24°C en ausencia de
proteinas desnaturalizadas y, que al aumentar la temperatura, HSP70 interactla
principalmente con HSP90 y HSP60 (Zhang y Guy, 2005). Este tipo de interacciones
especificas, sensibles al estado fisioldégico de la célula, sugiere una compleja red de
interacciones dinamicas favorecidas o inhibidas por diferentes cofactores que regulan la
actividad de estas proteinas ademas de las proteinas que son capaces de reconocer. Este
complejo comportamiento de las HSPs dificulta discernir el papel que juega cada proteina
en los distintos complejos en los que puede estar localizada, la naturaleza de la interaccion
que las une en cada estado fisiolégico y las consecuencias a nivel celular de la formacién de

tales complejos.

2.4.1 HSP70
La familia de proteinas de HSP70 no sélo se encuentra ampliamente distribuida en todos
los reinos, sino ademas tiene un alto grado de conservacion entre sus miembros. En los
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ultimos afios ha emergido amplia evidencia que indica que los miembros de esta familia
tienen funciones alternas a la resistencia a estrés, como el transporte de péptidos a traves
del sistema reticular, el importe selectivo de enzimas a lisosomas o el plegamiento correcto
de péptidos nacientes, ademéas de que se ha demostrado que el homblogo en Escherichia
coli puede desempefiar un papel de helicasa. Estructuralmente, la proteina se conforma
principalmente de un dominio de unién a péptidos desnaturalizados en el extremo
carboxilico—el cual puede ser considerado como el ‘dominio activo’ que realiza las
funciones de plegamiento de proteinas cliente (Figura 6)—, un dominio de unién a
nucledtidos con funcion de ATPasa y una corta region desordenada que sirve como puente
entre los dos dominios principales y ayuda a la proteina a adquirir diferentes
conformaciones en funcion de la molécula con la cual se encuentre interactuando (Gotas et

al., 2012).

En la planta modelo Arabidopsis thaliana, la familia de HSP70 estd constituida por 14
genes que codifican para 20 proteinas (Sung et al., 2001), todas las cuales se han visto
involucradas en diversas respuestas a estrés, como aumento o disminucion en la
temperatura, toxicidad por metales pesados 0 especies reactivas de oxigeno y respuesta

inmune contra patdgenos.

En maiz no se cuenta con un registro preciso de las proteinas que forman parte de esta
familia, pero se han descritos pardlogos presentes en citosol (HSP70), reticulo
endoplasmico (BIP2), mitocondria (mtHSP70) y cloroplastos (ct-HSP70), todos ellos
codificados en el genoma nuclear (Bates et al., 1994). Asociadas a complejos de unién a

cap se han observado tanto HSP70 como BIP2.
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Sitio de union a péptido
desnaturalizado

Sitio de unién a
nucleotidos

Medificado de Gotas(2012)

Figura 6. Representacién esquematica de HSP70. La proteina se compone de un
dominio de unién a nucleotidos y de un dominio de unidén a péptidos mal plegados.
La estructura de bisagra que une ambos dominios sirve como regulador
conformacional, alterando la estructura tridimensional de cada dominio cuando el
contrario reconoce su ligando (Gotas et al., 2012).

HSP70 tiene una localizacion primordialmente citoplasmatica, aunque se ha reportado que
presenta interacciones especificas con proteinas nucleares involucradas con el ciclo celular
y el procesamiento de mRNAs (Milarski y Morimoto, 1986), asi como interacciones
directas con RNAs mensajeros maduros. Esta Gltima interaccion es particular con RNAS
mensajeros que contienen secuencias especificas ricas en residuos de adenina y uracilo en
su extremo 3’ (Henics et al., 1999). Estas secuencias (Figura 7), llamadas “elementos ricos
en AU” (ARE por sus siglas en inglés), se encuentran presentes en transcritos cuyos
productos se han relacionado con la proliferacion celular y les confieren mayor
susceptibilidad a degradacion, mecanismo que sirve de control para mantener una baja

traduccion de dichos RNAs mensajeros (Gingerich et al., 2004). La interaccién de HSP70
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con la secuencia ARE aumenta la estabilidad del transcrito, su vida media y por lo tanto su

eficiencia traduccional.

En lineas celulares cancerigenas se ha observado consistentemente una sobreexpresion de
HSP70 (Nylandsted et al., 2000). La presencia de HSP70 se correlaciona con la sobre-
produccion de diversos factores procancerigenos y, por consiguiente, con un crecimiento y
proliferacion celular desmedidos. Actualmente, HSP70 se monitorea en mamiferos como
un indicador de prognosis en cancer, aunque se desconoce la cadena de causalidad de esta

correlacion (Cho et al., 2012).

I 1814 CCUAAGCAGUAAGCGUAUUUAGGUUAAUGCAGUUU 1848

IT 4720 UGUAUUUAUUCCACUAUUUUGCAUUUAAAUGAUAACAUAAAAGAUAUAAAAAAUUUAAAAC 4780
IIT 928 CUCCCUUCUCCAGUUCUGGGAAUUUACAGGCACAAUACA 967

Iv 1773 ACCAGGGAUUUUUUAAUUUAAUUAUCUUGAACCCACAUAUUUAAAUAUA 1822

I Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2

ITI Estrogen-related receptor gamma

IITI Transcriptional factor AUF-like 3

IV Spll0 nuclear body protein

Figura 7. Segmentos de secuencias 3'UTR de genes humanos que contienen
elementos tipo ARE.

2.4.2 HSP101

La proteina HSP101 es una proteina de choque térmico de 101 kDa analoga a la proteina
ClpB de Escherichia coli. ClpB es una enzima con papel proteolitico, que en la bacteria
auxilia en la degradacion de péptidos dafiados (Squires y Squires, 1992). Bacterias

mutantes carentes de esta enzima presentan problemas de crecimiento en condiciones de
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alta temperatura, causados en su mayoria por una acumulacion tdxica de proteinas
desnaturalizadas. Este fendmeno indica que el papel de ClpB en la resistencia a altas
temperaturas es la degradacion de péptidos mal plegados. HSP101, nombre que la proteina
recibe en eucariontes, sélo se ha encontrado en levaduras y plantas superiores, y en ambos
ordenes demostrado in vivo la capacidad de la proteina de otorgar termotolerancia aun

cuando no se ha observado una clara actividad proteolitica (Young et al., 2001).

HSP101 es una proteina multimérica, la cantidad de mondmeros que integran al multimero
varia en cada organismos, con 6 o0 7 mondmeros conformando la enzima en la mayoria de
los casos. Cada mondmero incluye dos sitios de union a nucledtidos y uno de unién a
proteinas, asi como un dominio de oligomerizacion. Mutaciones en el sitio de
oligomerizacién resultan en individuos con una mayor sensibilidad a choques de calor,
mientras que mutaciones en los sitios de union a nucledtidos no presentan dicha

hipersensibilidad.

En plantas, se ha encontrado que HSP101 es un factor de susceptibilidad a la infeccion por
el virus del jaspeado del tabaco (TMV) vy algunos virus relacionados (Gallie, 2002). A
nivel molecular, se ha encontrado que HSP101 estimula la traduccion del genoma de TMV
mediante la interaccion directa con la secuencia lider del extremo 5°, denominada
secuencia Q, y reclutando al factor elF4G (Gallie, 2002). Al investigar la relevancia
fisioldgica de esta interaccion en la planta, se encontr6 que en Pisum sativum existe al
menos un gen (Fed-1) con una secuencia en su extremo 5’ muy similar a la secuencia Q y
se demostrd que existe una relacién positiva entre la concentracion de HSP101 y la
eficiencia de la traduccion de mRNAs que contienen el extremo no traducible de Fed-1

(Ling, Wells, Tanguay, Dickey, Thompson, & Gallie, 2000).
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Figura 8. Representacion esquematica de HSP101. La proteina se compone de
dos dominios de unién a nucledtidos, un dominio intermedio que es fundamental
para la oligomerizacion de la proteina y el dominio del extremo amino que
interviene en la desagregacion de proteinas, papel que sélo puede realizar cuando
adopta su estructura cuaternaria correcta, que en el caso de la mayoria de las
plantas es de hexamero (Cagliaria et al., 2011).

El estudio de lineas de plantas de maiz con mutaciones que nulifican la expresion de
HSP101 muestra diferencias fenotipicas entre la mutante y una planta silvestre con el
mismo fondo genético. Semillas de la planta mutante presentan un crecimiento acelerado
en las primeras horas de la germinacion, donde la elongacion de la raiz y el meristemo es
mucho mas répida que en la semilla silvestre (Nieto-Sotelo et al., 1999). El analisis de
HSP101 en perfiles traduccionales indica que esta proteina probablemente esta involucrada
en procesos de traduccion activa durante las primeras horas de la germinacion,
principalmente en el inicio de la traduccion. Por otra parte, en la planta mutante de HSP101
hay una acumulacion diferencial de proteinas en los embriones maduros de semillas secas
con respecto a los embriones silvestres, entre las diferencias méas notables se encuentra una
mayor acumulacion de HSPs de bajo peso molecular y enzimas involucradas en la via de

las citocininas (Lazaro-Mixteco et al., 2012).
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Un analisis adicional, mediante el marcaje radiactivo de proteinas sintetizadas de novo en
las semillas silvestres y mutantes durante la germinacion, mostrd un conjunto aun mayor
de proteinas con expresion diferencial en ausencia de HSP101, las cuales no fue posible
identificar con el enfoque adoptado. Este conjunto de proteinas representa a posibles RNAs
mensajeros candidatos cuya traduccion dependa directamente de HSP101 (Lazaro-Mixteco

etal., 2012).

La presencia/ausencia de HSP70 y de HSP101 en complejos de inicio de la traduccion
puede deberse a su capacidad de reconocer secuencias de RNA especificas, propiedad que
las volveria Utiles en la seleccion de RNAs mensajeros especificos dependientes del estado
de crecimiento de la planta. Esta idea conlleva a cuestionarse si la interaccion de estas
proteinas de choque térmico con los complejos de unién a cap se presentaria de manera

dependiente de la etapa de germinacion en que se encuentre la semilla.
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3. Planteamiento del problema
Durante la germinacion temprana de maiz se ha observado regulacion preponderantemente
a nivel traduccional. Existen isoformas de las proteinas presentes en los complejos
encargados de reconocer el MRNA y comenzar su traduccion en ribosomas; ademas, estas
proteinas presentan afinidades diferentes por mRNAS especificos, tanto por interacciones
directas como indirectas. Se ha observado que la acumulacién de cada isoforma en los
complejos de inicio de la traduccion presenta comportamientos diferentes al avanzar el
proceso de germinacién, por lo que se ha propuesto que el cambio en las especies
preponderantes que conforman estos complejos puede representar un metodo de seleccion
de RNAs mensajeros durante la germinacion. Las proteinas HSP70 y HSP101 se
encuentran presentes en estos complejos de manera transitoria, ademas de que se ha
reportado que ambas son capaces de regular la traduccion de mMRNAs especificos en otros

sistemas.
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4. Hipdtesis y objetivos
4.1 Hipotesis
La presencia de HSP101 y HSP70 en complejos de unién a cap estd restringida a un
intervalo definido de la germinacion del maiz para asi contribuir en la seleccion de mRNAs

implicados en el desarrollo temprano de la planta.

4.2 Objetivo general
Determinar si existe un intervalo especifico durante la germinacion del maiz en el cual

HSP70 o HSP101 interaccionan con los complejos de unién a cap.

4.3 Objetivos particulares

e Obtener extractos de proteina total de ejes embrionarios de maiz en diferentes

periodos de germinacion.
e Purificar complejos de unién a cap de los diferentes tiempos de germinacion.

e Determinar la presencia de HSP101 y HSP70 en los complejos de union a cap.
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5. Materiales y métodos
5.1 Material biologico

5.1.1 Zea mays

Para todos los experimentos, fueron utilizadas semillas de Zea mays, var. Chalquefio,

compradas en Chalco el 27 de abril del 2012, excepto donde se indique lo contrario.

5.2 Métodos.

5.2.1 Germinacién ex terra de Zea mays

Las semillas de Zea mays se desinfectaron mediante agitacion vigorosa en una solucién de
NaClO 0.2% por 2 minutos. Después de la desinfeccion, las semillas se lavaron 5 veces en
agua destilada con agitacion vigorosa para eliminar los residuos del oxidante. Las semillas
desinfectadas se colocaron en algodon himedo y se cubrieron con otra capa de algoddn
himedo. Diferentes lotes de semillas en algoddn se incubaron a 29 °C durante 3, 6, 12, 18,
24 y 30 horas. Los ejes embrionarios fueron segados con un bisturi, congelados en

nitrogeno liquido y almacenados a -70 °C hasta su uso.

5.2.2 Extraccion de proteinas

Los ejes embrionarios, tanto de semillas secas como de semillas incubadas, se congelaron
con nitrogeno liquido y se molieron hasta obtener un polvo fino. El polvo obtenido se
homogenizo en solucion primaria (KCI 100 mM; HEPES 20 mM, pH=7.4; EDTA 0.2 mM;
PMSF 0.5 mM; DTT 0.5 mM; glicerol 10% y una tableta inhibidora de proteasas Complete
Ultra de Roche por cada 50 mL) adicionada con Triton X-100 1% con un dispersador

durante 1 minuto. La dispersion obtenida se centrifugé a 3000 g y 4 °C durante 30 minutos
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y se recuperd el sobrenadante. El clarificado obtenido se filtré y almacené a -70 °C para su

posterior uso.

5.2.3 Cuantificacion de proteina en extractos totales
La cantidad de proteina presente en los extractos de proteina total fue estimada mediante la
técnica de Bradford utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay y realizando la curva
patron con un estandar primario de albdmina sérica bovina.

5.2.4 Purificacion por cromatografia de afinidad de complejos de union a cap

Del extracto de proteinas obtenido se tomo el volumen equivalente a 50 mg de proteina y se
incubd con 500 pL de resina 7-Methyl-GTP Sepharose 4B (GE Healthcare™)en agitacion
durante 90 minutos. Al terminar la incubacion, se colocd la mezcla de extracto con resina
en una columna de cromatografia de 10 mL y se drend el volumen excedente. La resina se
sometio a un primer lavado con 5 mL de solucidn primaria. Después se efecti6 un segundo
lavado con 5 mL de solucién primaria adicionada con GTP 0.1 mM. Por ultimo, se
eluyeron las proteinas de interés con 2 mL de solucion primaria adicionada con 7Me-GTP
0.2 mM. Se colectd el ultimo mililitro de cada lavado y la elucion se fraccion6 en 5

volimenes de 400 pL. Todo el proceso se realiz6 a una temperatura maxima de 4 °C.

5.2.5 Electroforesis desnaturalizante de proteinas SDS-PAGE

y transferencia a membrana de PVDF

Las alicuotas con proteina total o purificada se analizaron mediante electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% de 1.5 mm de espesor y se
transfirieron a membranas de PVDF en una cdmara humeda. El gel separador se prepard

con 5.3 mL de TRIS 750 mM pH=8.8 adicionado con SDS 0.2%, 2.7 mL de
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Acrilamida:Bisacrilamida 29:1 al 30%, 100 uL de persulfato de amonio al 20% y 10 pL de
TEMED R.A. EI gel concentrador se prepard con 830 pL de agua purificada, 430 pL de
Acrilamida:Bisacrilamida 29:1 al 30%, 125 pL de TRIS 250 mM pH=6.8 adicionado con
SDS al 0.2 %, 30 pL de persulfato de amonio al 20% y 3 pL de TEMED. La cantidad de
proteina de extractos totales cargada en el gel fue de aproximadamente 20 g por carril. En
el caso de lavados y fracciones de proteinas eluidas con 7Me-GTP no se determind con
exactitud la concentracion de proteinas debido a su baja concentracion. En estos ultimos
casos se cargaron por igual alicuotas de 50 uL de todas las fracciones y para todos los
estadios de la germinacion estudiados. EI gel se sometié a un campo eléctrico de 120 V
durante aproximadamente 150 minutos en una solucién de glicina 200 mM con TRIS 25

mM y SDS 1%.

Las proteinas fueron transferidas de la matriz de poliacrilamida a membranas de PVDF
activadas con metanol. La transferencia se realiz6 en una cdmara himeda con una solucién
de glicina 400 mM con TRIS 50 mM, metanol 10% y SDS 2%. La membrana en contacto
directo con el gel fue sumergida en el medio y sometida a un campo eléctrico de 100 V

durante 1 hora 0 a 35 mA durante toda la noche.

5.2.6 Inmunodeteccion por Western Blot

Las membranas obtenidas se bloquearon en una solucion de PBS 1X con leche descremada
que contenia una concentracion de proteinas de aproximadamente 3 g/ 100 mL durante al
menos 1 hora. Después la membrana fue incubada con agitacion en una solucion de
anticuerpo que reconocia HSP70 (1:2000) [anticuerpo comercial distribuido por Agrisera

NoCat. AS08 371], HSP101 (1:200) [suero obtenido por el Dr. Jorge Nieto del Jardin
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Botanico del Instituto de Biologia, UNAM], elFiso4E (1:1000) [anticuerpo donado por la
Dra. Karen Browning de The University of Texas at Austin] o elFiso4G (1:1000)
[anticuerpo donado por la Dra. Karen Browning de The University of Texas at Austin]
durante 2 horas a temperatura ambiente o hasta 12 horas en refrigeracion. Posteriormente,
la membrana fue lavada 2 veces con PBS 1X adicionada con Tween-20 al 0.05% durante
10 minutos. La membrana fue entonces sometida a incubacion con un segundo anticuerpo
conjugado con peroxidasa (suero anti-lgG de conejo, 1:10000) durante 1 hora y luego se
repitio el proceso de lavado. Las membranas se revelaron en placas fotograficas por
quimioluminiscencia con el kit Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP Substrate de

Millipore.
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6. Resultados
6.1 Identificacién de una proteina caracteristica de los complejos de union a cap: el

factor proteico elFiso4G se encuentra presente durante el inicio de la germinacion

El primer paso para verificar la correcta purificacion de complejos de unién a cap durante
la germinacion fue evaluar la presencia de factores caracteristicos de estos complejos. El
factor elFiso4G forma parte del complejo heterotrimérico elFiso4F, ya que se asocia con el
factor elFiso4E, que es la proteina que interactua directamente con la estructura cap. El
método de purificacion mediante cromatografia de afinidad tiene como blanco tanto a
moléculas que interactlen directamente con el grupo de 7MeGTP, analogo de cap, que se
encuentra unido covalentemente a la resina, como a proteinas que interactien con dichas
moléculas. Dependiendo de las condiciones de pH, salinidad y baja presencia de
tensoactivos en la cromatografia fue posible recuperar no sélo a la proteina que interactda
con el grupo activo de la resina, sino también moléculas que interactien con la proteina que
se une al residuo de 7MeGTP. El factor elFiso4G es una de las proteinas que interactian
fuertemente con elFiso4E, especialmente en presencia de RNA, por lo que copurifica
mediante la cromatografia de afinidad usada. La resina utilizada en la purificacion de los
complejos tiene como residuo ligando una molécula de 7MeGTP, la cual interacciona
directamente con las proteinas elF4E y elFiso4E. La identificacion de las proteinas de
anclaje con quienes interaccionan directamente, elF4G y elFiso4G, puede servir como un

control que asegura la purificacion de complejos proteicos unidos al ligando (Figura 9).
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T L, L, F, F, F, F, Fs

0 h (a is04G)

Figura 9. Purificacion de proteinas presentes en la semilla seca
asociadas a 7MeGTP. Inmunodeteccién con anticuerpos policlonales
mediante Western Blot de factores de inicio de la traduccion: T, extracto de
proteina total; L1, lavado con solucién primaria; L2, lavado con GTP; F1-4
fracciones de la elucion obtenida con 7MeGTP. El anticuerpo anti-elFiso4E
se uso en una dilucion de 1:2000, mientras el anti-elFiso4G se us6 1:1000.
La membrana se revel6 con el kit Immobilon™ Western Chemiluminescent
HRP Substrate en placas fotograficas. Los extractos de proteina se
obtuvieron de semillas secas.

Al realizar la inmunodeteccion de elFiso4G (Figura 9), se puede notar que la proteina solo
fue detectable en las fracciones correspondientes a la elucién con 7MeGTP. Esto podria
significar que la proteina pudiera estar en concentraciones debajo de las detectables en el
extracto de proteina total y/o que las condiciones experimentales garantizan que los lavados
eliminan interacciones no especificas y en la elucion se mantienen integros los complejos
de union a cap. En Z. mays existen dos isoformas de elFiso4G (Patrick y Browning, 2012),
las cuales pueden ser observadas en algunos tiempos de germinacion. Sin embargo, es facil
observar que la concentracion de la proteina varia durante los diferentes tiempos de
germinacion, de lo cual ya se tenia precedente (Dinkova y Sanchez de Jiménez, 1999). En
la figura 10 se observa que la proteina presenta no sélo diferencias en su concentracion
relativa, sino que incluso el patron de elucion cambia, pues durante las primera etapas
parece liberarse mas facilmente de la resina, y en tiempos mas avanzados la proteina eluye
en fracciones posteriores. Esto sugiere que la proteina a través de la que interacciona con el

residuo de 7MeGTP (elFiso4E) tiene una afinidad diferente por su sustrato, afinidad que es
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dependiente del tiempo de germinacion. Una posible explicacion a este cambio en la
afinidad es la presencia diferencial de moléculas que compitan por el residuo de 7MeGTp
durante los diferentes tiempos de germinacion, como elF4E, nCBP o incluso proteinas que
reconocen el cap, pero no participan en la traduccién, como CBP80 ( Gingras et al., 1999;
Dinkova y Sanchez de Jiménez, 1999). Este cambio en la afinidad apoya la hipdtesis de que

la composicion de los complejos es variable durante la germinacion.

Figura 10. El factor elFisodG se

Fracciones encuentra presente a lo largo de la
germinacion en cantidades variables.

F, F, F3 F, Western Blot contra la proteina elFiso4G.
F1-4 indican la fraccion de la elucion

e I obtenida. Se utilizaron 50 pL de cada
PR Oh fraccion obtenida en la cromatografia
* para resolver las proteinas mediante SDS-

PAGE. Se indica el tiempo en horas

Coulee 3h después de comenzar la imbibicién en

que fue tomada cada muestra del que se

- realizd la purificacion de proteinas. Las
.. -4 6 h proteinas fueron transferidas a una
membrana de PVDF en una camara

s by himeda mediante electrotransferencia. La
12 h membrana fue incubada con el anticuerpo

-w anti-elFiso4G a una concentracién de

1:1000 durante 2 horas a temperatura
ambiente y posteriormente en suero anti-

* Do 18 h IgG de conejo, concentracién 1:10000

durante 1 hora. Las membranas se
revelaron con el kit Immobilon™
. ” 24 h Western Chemiluminescent HRP
... 2 Substrate en placas fotograficas.
« @S- 30 h

La identificacion de esta proteina sirve como un punto de control para asegurar que la

cromatografia se lleva a cabo exitosamente, pues las proteinas que interactian directamente con el
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grupo 7-metilguanosintrifosfato son elFAE y EIFiso4E, mientras que elFiso4G interactlia con estas
proteinas y no con la resina per se. La deteccion de elFiso4G permite suponer que en las fracciones
eluidas se observan complejos proteicos. En algunos casos se observa la presencia de isoformas de

diferente peso molecular y migracion diferencial de la proteina.

6.2 Presencia de HSP70 en complejos de union a cap durante la germinacion

La proteina de choque térmico HSP70 se identifico previamente por espectrometria de masas en
complejos de unién a cap en embriones secos (0 h) pero no en embriones germinantes (24 h)
(Lazaro-Mixteco y Dinkova, 2012). Utilizando un analisis mediante Western Blot con anticuerpos
que reconocen diferentes integrantes de la familia de HSP70 de A. thaliana se observé que a las 24
horas la proteina todavia es detectable en complejos de union a cap. La concentracién total de la
proteina se mantiene constante a nivel celular, sin embargo su presencia en complejos de union a
7MeGTP cae rapidamente al comenzar la imbibicion y mantiene una presencia relativamente
constante en los complejos durante las primeras 18 horas, decrece a 24 horas y ya no es detectable

en tiempos posteriores como integrante de esos complejos.

35



Fracciones

—
—
[

LZ Fl FZ F3 F4
e geams: Oh
-— - . 3h
- ooy - - 6h
12 h
o= —. = 18h

- 24 h

A AR
|
l
L

30 h

Figura 11. HSP70 tiene interacciones
diferenciales con complejos de unidén a
cap en funcidn del tiempo. Western Blot
contra la proteina HSP70. T, extracto de
proteina total; L1, lavado con solucién
primaria; L2, lavado con GTP; F1-4
fracciones de la elucién obtenida con
7MeGTP. Se utilizaron 20 pg de proteina
total, 30 puL de solucién de lavado y 50 pL
de cada fraccion obtenida en |la
cromatografia para resolver las proteinas
mediante SDS-PAGE. Las proteinas
fueron transferidas a una membrana de
PVDF en una cdmara humeda mediante
electrotransferencia. La membrana fue
incubada con el anticuerpo anti-HSP70 a
una concentracién de 1:2000 durante 2
horas a temperatura ambiente vy
posteiormente en suero anti-lgG de
conejo, concentracién 1:10000 durante 1
hora. Las membranas se revelaron con el
kit Immobilon™ Western
Chemiluminescent HRP Substrate en
placas fotograficas. Cada experimento se
realizd al menos 2 veces, se muestran
imagenes de experimentos
representativos.

Es importante notar que HSP70 mantiene una distribucion en las fracciones

cromatogréficas similar a elFiso4G; ademés, en las fracciones correspondientes a los

complejos de unidn a cap, su concentracion es altamente variable: en la semilla seca HSP70

se encuentra muy abundante, mientras que una vez iniciada la germinacion, su

concentracion disminuye drasticamente en dichas fracciones.

6.3 HSP101 se encuentra ausente en complejos de union a cap durante la

germinacién
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La proteina de choque térmico HSP101 fue detectada en fracciones correspondientes a
complejos de union a cap durante estudios previos. El presente trabajo utilizé semillas
provenientes de la misma region de la que fueron colectadas las utilizadas en dichos
estudios, pero en diferente época. Curiosamente, en el andlisis de estas semillas la proteina
solo fue identificada en fracciones totales utilizando la misma metodologia de purificacion.
Después de realizar 3 extracciones independientes (y purificaciones consecuentes) de los
diferentes tiempos de germinacion, no se observo la presencia de HSP101 en las fracciones
correspondientes a los complejos de unién a cap (Figura 12). El anticuerpo utilizado
reconoce el extremo amino de la proteina nativa de maiz, por lo que la sefial detectada es
muy especifica. La proteina de choque térmico 101 tiene un nivel fluctuante durante los
distintos tiempos evaluados, lo que puede explicarse por la naturaleza inducible de su
expresion, contraria a la expresion constitutiva de HSP70. La figura 12 india que la proteina
no es detectada en fracciones eluidas, lo que sugiere que su asociacion a los complejos de

unidén a cap no se presenta como un fendmeno recurrente durante la germinacion.

Figura 12. HSP101 no se encuentra

Fracciones
interactuando con complejos de union a
T L L F F F K cap. Western Blot contra la proteina HSP101.
oh T, extracto de proteina total; L1, lavado con
- solucion primaria; L2, lavado con GTP; F1-4
. 3h fracciones de la elucién obtenida con
7MeGTP. La preparacién de las membranas
l 6h analizadas fue idéntica a la empleada en el
= - — andlisas de HSP70. La membrana fue
an 12 h incubada con el anticuerpo anti-HSP101 a
= una concentracion de 1:200 durante 2 horas
: 18h a temperatura ambiente y posteiormente en
-’ 24 h suero anti-lgG de conejo, concentracion
1:10000 durante 1 hora. Las membranas se
- 30 h revelaron con el kit Immobilon™ Western

Chemiluminescent HRP Substrate en placas
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fotograficas. Cada experimento se realizo al

menos 2 veces.
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7. Discusion de resultados
En los ensayos de Western Blot de este trabajo, se utilizaron Unicamente anticuerpos
policlonales, lo que significa que en cada solucion de anticuerpo existia una amplia
variedad de anticuerpos con diferentes afinidades hacia diferentes epitopes de (al menos)
una misma proteina, caso que se cumple en los anticuerpos que detectan al factor elFiso4G.
El anticuerpo utilizado para reconocer a la proteina HSP101 incluso fue desarrollado
mediante la inmunizacién con solamente el extremo carboxilo terminal, por lo que la
cantidad de epitopes reconocidos se limita a tal dominio. En el caso de los anticuerpos que
detectan a HSP70, las inmunoglobulinas fueron obtenidas de conejos inoculados con
diferentes paralogos de HSP70, la cual en realidad es una familia de proteinas
inmensamente parecidas en secuencia y estructura tridimensional (Wisniewska et al.,

2010).

La principal consecuencia de esto es la incertidumbre sobre cuél o cules son las isoformas
de HSP70 en especifico que se encuentran en los complejos de unién a cap. Si bien, todas
las proteinas de la familia tienen una estructura similar que permite suponer que cualquiera
puede llevar a cabo la interaccion especifica con RNA, el argumento es débil; en principio,
la interaccién HSP70-ARE fue descrita en animales y no en plantas. El experimento que
sirve como antecedente a este trabajo identifico en complejos de union a cap al menos a
dos parélogos: HSP70-1 (citosdlica, de expresion constitutiva) y BiP2 (isoforma de reticulo

endoplasmatico) (Lazaro-Mixteco y Dinkova, 2012).

En Sacharomyces cerevisiae, Kar2p (proteina ortologa a BiP2) se ha encontrado asociada al
sistema sefializador de estrés de reticulo (Okamura et al., 2000) mientras que no se ha

reportado que interaccione con RNA in vivo. Sin embargo, in vitro se ha comparado su
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capacidad de unirse a RNA con respecto a HSP70 y los resultados son interesantes:
mientras mantiene cierta capacidad de unir RNA que contiene secuencias ARE, ademaés es
capaz de unir secuencias de RNA no reconocidas por HSP70 (Zimmer et al., 2001). En el
trabajo citado, se probd ademas la capacidad de Hsp70, Hsc70 BiP y DnaK, el ortélogo de
bacterias, de unirse a moléculas de RNA que contuvieran la secuencia ARE y se observo
que todas las proteinas conservaban la capacidad de reconocer la molécula de RNA, aunque
BiP y DnaK en menor medida que Hsp70 y Hsc70. Para demostrar la especificidad de la
interaccion se realizo un control en el que se evaluaba la interaccion con la UTR 3’ de a-
globina, mensajero que también presenta alta inestabilidad a pesar de no contener motivos
ARE y, por el contrario, es rica en citosinas. Si bien este resultado podria apuntar a que BiP
pudiera estar involucrada en la seleccion de RNAs mensajeros especificos con secuencias
diferentes, tal hipotesis no es abordada realmente debido al hallazgo de que la interaccion

ARE-BIP es interrumpida en presencia de secuencias de RNA de poliA.

La hipotesis de trabajo establecia que la presencia de HSP70 en los complejos de unién a
cap seria durante una ventana temporal definida, lo que podria indicar que su presencia en
los complejos de union a cap podria contribuir a la capacidad de estos complejos de llevar a

cabo funciones traduccionales especificas distintas.

La interaccion de HSP70 con los complejos de unién a cap de maiz después de 24 horas de
imbibicién desaparece; sin embargo, es interesante notar que en ningin momento la
presencia de la proteina en estos complejos es tan alta como a las 0 horas. Una posible
explicacion de esta observacion puede ser que en semilla seca HSP70 funcione como
chaperona molecular: cuando la semilla es sometida a estrés, el papel principal de HSP70

es auxiliar en el correcto plegamiento de sus proteinas cliente, las cuales pueden ser
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integrantes de los complejos de unién a cap. Al avanzar la germinacion, la célula recupera
su estado de hidratacion y el papel de HSP70 como chaperona molecular en estos
complejos puede ya no ser tan necesario. Si el papel de HSP70 en dichos complejos fuera
Unicamente para rescatar el plegamiento de las proteinas integrantes del complejo, se
esperaria que HSP70 desapareciera relativamente rapido después de la entrada de agua. Sin
embargo, la presencia parece fluctuar ligeramente con un maximo entre las 6 y 12 horas,

para mostrarse por ultima vez a las 24 horas en una abundancia claramente inferior.

En experimentos previos, se ha observado que en perfiles polisomales, HSP70 comigra con
fracciones traduccionalmente activas (Lazaro-Mixteco et al., 2012). Esto puede representar
ya sea un papel regulador en la traduccién o un papel auxiliar en el plegamiento del péptido
naciente sintetizado en el ribosoma. Si bien ambas posibilidades son factibles, Ilama la
atencion que la proteina cambie su presencia en los complejos de union a cap durante la
germinacién. Dada su abundancia en estos complejos durante el inicio de la germinacion y
su desaparicion después de las 24 horas de imbibicion, una atractiva hipétesis que surge es
gue HSP70 se encuentra estabilizando algunos mRNAs dentro del conjunto deRNAs

mensajeros almacenados y asi favorecerlos traduccionalmente en estas etapas de desarrollo.

Previamente se ha descrito que tanto HSP70 como HSP101 interactdan libremente en el
citoplasma y que su disociacion ocurre en presencia de proteinas desnaturalizadas, lo cual
ha sido propuesto como una forma de monitoreo del estado de plegamiento del proteoma
citoplasmatico. Desafortunadamente, se desconocen los detalles de dicha interaccion,
aunque se sabe gue la interaccion puede ser interrumpida mediante ATP, lo que sugiere que
el sitio de reconocimiento podria ser alguno de los dominios de ATPasa de cualquiera de

estas dos proteinas. Lo notable de dicha asociacion es que la presencia de ambas proteinas
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en los complejos de unidn a cap puede deberse a que sélo una de ellas interactle realmente
con algun componente de los complejos mientras que la otra podria haberse detectado
debido a que coeluye junto a la otra. De ser este el caso, al mejorar el estado energético de
la célula y producir suficiente ATP durante la germinacion, la interaccion se pierde, por lo

que ya no serian identificadas juntas en tiempos posteriores.

Por otra parte, no se puede descartar la posibilidad de que tanto HSP70 como HSP101
puedan estar realizando tareas independientes en los complejos estudiados. Cada una podria
desempefar su papel como chaperona, ya que los complejos podrian necesitar no sélo
recuperar su plegamiento correcto, sino ademéas de alguna desagregasa que depure su
composicion. Sin embargo, no debe ser desechada la posibilidad de que la presencia de una

se deba Unicamente a la presencia de la otra (Schlesinger, 1990).

Las expectativas de este trabajo se encontraban inicialmente puestas con mayor énfasis en
la deteccion de HSP101 dado que mutantes de HSP101 presentaban un claro fenotipo en el
desarrollo radicular de la planta durante la germinacion (Nieto-Sotelo et al., 2002). Sin

embargo, los resultados obtenidos han sido bastante inesperados.

En la metodologia experimental, los anticuerpos utilizados para reconocer a HSP101
mostraron una mayor dificultad para la estandarizacion de la inmunodeteccion por lo que se
realizaron multiples réplicas de los ensayos de deteccion. Independientemente de este
obstaculo, se logré una observacion reproducible de la proteina en extractos totales, pero no
fue detectada la sefial en las fracciones correspondientes a los complejos de union a cap.
Esto resulta contradictorio con lo observado en lotes previos de semillas de maiz chalquefio

e incluso en otra linea de maiz.
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En A. thaliana se ha demostrado que la inducibilidad de HSP101 es de caracter
evolucionable (Tonsor et al., 2008), es decir: la capacidad de la planta de producir HSP101
puede ser variable a través de las generaciones y dirigida por factores ambientales. En el
estudio citado, diferentes ecotipos de Arabidopsis (ecotipos adaptados a distintos medios
ambientales, variables en la altitud, temperatura media, humedad y fotoperiodo)
presentaron diferentes respuestas en la induccion de HSP101 ante un mismo tratamiento de
estrés por aumento de la temperatura. El hallazgo més interesante en dicho estudio fue que
aquellos ecotipos mas habituados a condiciones calidas presentaban una menor
inducibilidad de HSP101 como respuesta al estrés impuesto. Si bien este resultado puede
parecer contradictorio, diversos estudios (Feder, 1999; Bettencourt et al., 2002) muestran
gque en un organismo expuesto a constante estrés térmico disminuye la capacidad de
respuesta clasica de induccion generalizada de HSPs, por ser este un mecanismo de
respuesta caro energéticamente y que dichos organismos contienden con el aumento de
temperatura de maneras distintas a las que responde un organismo que no esta tan

habituado a dicho factor abi6tico.

En el experimento realizado en esta tesis, se observa que HSP101 sigue produciéndose en
la célula, pero es interesante notar que sus interacciones moleculares han cambiado, lo que
abre la posibilidad de que algunos de sus roles también sean alterados debido a condiciones
abioticas. Ademas existe la posibilidad de que la interaccion de HSP101 con los complejos
no sea una interaccién directa, sino dependiente de otra proteina que pudiera tener un
comportamiento similar al expuesto anteriormente y, en consecuencia, la interacciéon de

HSP101 con dichos complejos no es observada.
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8. Conclusiones

e La asociacién de HSP70 con complejos de union a cap es diferencial durante la
germinacion.

e La presencia de HSP101 en complejos de unidn a cap es variable y posiblemente

dependiente de la interaccidn del genotipo de la planta con el medio ambiente.

9. Perspectivas

Ante la expresion variable de HSP101, es necesario comparara la presencia de HSP101
en semillas de plantas que hayan crecido en diferentes condiciones y que provengan de
distintos fondos genéticos para determinar con mayor precision la naturaleza de la
asociacion de HSP101 con los complejos de union a cap. La investigacion sobre las
diferentes causas que generan la asociacion de la proteina con diferentes componentes
celulares podria generar un conocimiento méas profundo de la respuesta celular al
ambiente, no s6lo ante estreses agudos, sino también a estreses ambientales sostenidos.
Este trabajo abre la puerta a la pregunta de si la expresion de HSP101 y su actividad
dentro de la célula es resultado de la interaccion entre la variabilidad genética con el
medio ambiente. Una forma de evaluar esto podria ser mediante el analisis de
complejos de union a cap purificados de semillas que se hayan desarrollado en

diferentes condiciones ambientales.

Por otro lado, dada la posibilidad de que HSP70 interactle con secuencias especificas
de RNA vy tenga un papel como regulador traduccional dependiente de la etapa de
desarrollo se propone profundizar en el papel regulador de HSP70 mediante el

reclutamiento de mRNAs especificos que se encuentren en traduccion activa.
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