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RESUMEN

La sintesis de las proteinas es un proceso complejo que requiere de
numerosos factores de inicio de la traduccion para reclutar al ribosoma a la
regiéon 5" no traducible (5"UTR) del RNAm. Entre ellos se encuentra el elF4E,
gue se une a la estructura cap, localizada en el extremo 5 del RNAm, para
poder reclutar a los demas elFs y llevar a cabo la sintesis de las proteinas.
Este proceso se denomina traduccion dependiente de cap. En diferentes
condiciones de estrés como infecciones virales, falta de alimento, agua o
durante el estrés de calor, la traduccién dependiente de cap es inhibida. Sin
embargo, la célula necesita producir distintas proteinas que aseguren su
supervivencia hasta que las condiciones cambien. En la mayoria de estos
casos la sintesis de las proteinas se inicia por medio de un sitio distal o en el
interior del RNAmM que permite que el ribosoma “entre” o se asocie (IRES). El
IRES es una secuencia de nucleotidos que forma una estructura secundaria, la
cual recluta la maquinaria traduccional realizandose una traduccion de manera
independiente de cap. En este trabajo se estudid la region 5°"UTR del RNAm
Hspl01 de maiz que posee un IRES. Se realizaron las siguientes
construcciones pBIC-5 (control), pBIC-Hsp101+1 (construccion que parte del
sitio +1 de trascripcién), pBIC-hspA17 (construccién a la que se cortaron 17
nucleodtidos a partir del sitio +1 de trascripcion) y pBIC-hspA450 (construccion a
la que se le cortaron 50 nucleotidos a partir del sitio +1 de trascripcion). La
construccion pBIC-Hspl101+1 mostré la mayor eficiencia de traduccion, siendo
al menos 3 veces mayor a la del control pBIC-5, lo que indica que el 5UTR
nativo del ARNm de Hspl01 es afectado por secuencias ajenas y adicionales,
como las que se encuentran en pBIC-5. También se observd que la secuencia
de nucleétidos de toda la regién 5"UTR es necesaria para impartir funcionalidad
al IRES ya que al deletar 17 o 50 nts del extremo 5° la traduccion fué 73 % y
78.5 % menor que la del control pBIC-5. Estudios preliminares nos permiten
especular que elF4Al, y posiblemente el elF4G, son los factores que
interaccionan en un sistema dependiente e independiente de cap. Sin embargo,
se requiere realizar la interaccion del IRES hsp101 con un extracto proteico en
condiciones independientes de cap para demostrar que factores de inicio de la

traduccion se unen al IRES bajo estas condiciones.

VI



1 INTRODUCCION

1.1 ASPECTOS GENERALES DE LA SINTESIS DE LAS PROTEINAS

La regulacion de la traduccion y la frecuencia con la que los ARN
mensajeros son traducidos, juegan un papel critico en muchos procesos
bioldgicos fundamentales, incluyendo el crecimiento celular, el desarrollo y la
respuesta a las sefales biolégicas o estreses ambientales. Es asi que dos
transcritos que estén presentes en el citoplasma en idénticas cantidades,
pueden ser traducidos con diferentes eficiencias produciendo cantidades
diferentes de proteina (Mathews et al. 2000). Este fenbmeno es debido, en
parte, a que el ribosoma no se une al RNAm directamente. El inicio de la
sintesis de las proteinas en organismos eucariontes es un proceso complejo,
debido a la accién concertada de numerosas proteinas accesorias llamadas
factores de inicio de la traduccion eucarionte (elFs) los cuales estan
involucrados en wuna serie de eventos reguladores que permiten el
reclutamiento de la subunidad ribosomal 40S al RNAm (Hershey y Merrick
2000). Este paso de reclutamiento solamente se refiere a la fase de iniciacion y
puede ser definido como el proceso en que un iniciador especial de tRNA,
tRNA-metionina, se une al sitio P del ribosoma, localizado en el codon de inicio

correcto (Hershey y Merrick 2000).

En los organismos eucariontes el inicio de la traduccién depende de dos
eventos importantes. En el primero, se requiere de la estructura m7G(5")pppN
(donde N puede ser cualquier nucleoétido), ésta es una modificacion nuclear
presente en el extremo terminal 5° de los RNAm, mejor conocida como la
estructura cap. Esta estructura cap sirve para realizar varias funciones
importantes, entre ellas intervenir durante el “splicing”, el transporte y la
estabilizacion del RNAm, asi como facilitar la union de la subunidad ribosomal
40S al RNAm. La estructura cap es reconocida por el complejo de iniciacién
elF4F (Fig. 1), el cual se encuentra compuesto por 3 factores de iniciacion
elF4A, elFAG y elF4E (Dever, 1998; Gingras et al. 1999; Hershey y Merrick
2000; Komar y Hatzoglou 2005, Raught et al. 2000).



RNAmM

Figura 1: La union del factor del inicio de la traduccion elF4E a la estructura cap del
extremo 5'UTR del RNAm. El elF4E se encuentra formando el complejo elF4F junto
con elF4G y elF4A.

De las proteinas que forman el complejo elF4F, elF4E es la proteina que
se une a cap, por lo que es necesaria para el inicio de la traduccién
dependiente de cap. El elF4A tiene las funciones de ATPasa y de RNA
helicasa dependiente de ATP. Gracias a esta Ultima se deshacen las
estructuras secundarias de la region 5° UTR del RNAm, facilitando el barrido
ribosomal. La actividad de esta helicasa aumenta fuertemente por la asociacion
de los factores elF4B y elF1A ya que estos realizan la hidrolisis del ATP a ADP
proporcionando energia a la helicasa elF4A.

Adicionalmente, se requiere del segundo evento importante que es la
formacion del complejo de preiniciacion (Fig. 2), a través de la accién
concertada del elF2, el cual se une a el ARNt-met y al elF3, que interactda con
la subunidad ribosomal 40S formando el complejo 43S (Dever, 1998; Gingras
et al. 1999; Hershey y Merrick 2000; Raught et al. 2000).
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Figura 2: La formacion del complejo 43S. Primero se separan las subunidades
robosomales 60S y 40S. Posteriormente a la subunidad 40S se le unen elF3, elF1Ay
elF2-tRNA-met-GTP (complejo ternario).

En los mamiferos, el elF3 es un complejo multiprotéico formado por 13
subunidades diferentes que posee varias funciones entre las que se
encuentran: unir a la subunidad ribosomal pequefa, apoyar a que el RNAmM se
una al ribosoma e impedir que las subunidades ribosomales 40S y 60S se
asocien en ausencia del complejo ternario elF2-GTP-RNAt-met (Hershey y
Merrick 2000; Hinnebusch 2000; Hinnebusch 2006; LeFebvre et al. 2006:
Masutani et al. 2007). El elF4G es una proteina de gran tamafo, la cual le
permite funcionar como proteina de andamio, a la cual se le unen varios
factores como elF3 (Fig. 3), elF4E, elF4A y la PABP (proteina que se une al
poli-(A) del extremo 3" del RNAm) (Gingras et al, 1999; LeFebvre et al. 2006;
Masutani et al. 2007; Von der Haar et al. 2004).
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Figura 3: La formacién del complejo 48S. El complejo 43S se une al complejo formado
por elF4F unido a el RNAm. La interaccion se realiza por medio del elF4G y el elF3.

La mayoria de los RNAm eucariontes, con la notable excepcion del los
RNAmM de las histonas, poseen una cola poli-adenilada en el extremo 3, la cual
tiene tamafos que van de los de 50 a los 300 nts de largo. Esta poli-
adenilacion de los RNAm se realiza post-trancripcionalmente en el ndcleo y
después en el citoplasma (Imataca et al. 1998). A esta cola de poli-(A) se le
unen multiples PABPs, las cuales interaccionan con el elF4G, provocando la
circularizacion de los mensajes. El puente formado por el elF4G y las PABPs
une indirectamente a las regiones 5" y 3" del RNAm. De esta manera se explica
el modelo de la circularizacién del ARNm y como se aumenta la eficiencia de la

traduccion mediante el reciclamiento de los ribosomas. (Kahvejian et al. 2001)

COMPLEJO 4851

Figura 4: La formacion del complejo 48S permite que el RNAm activado pueda ser
barrido por el complejo ribosomal 48S.



La union de la proteina elF4E a la elF4G es regulada en células
eucariontes por una familia de proteinas, denominada 4E-BPs (4E binding
proteins) que se unen al elF4E cuando estan desfosforiladas (Gingras et al.
1999; Hershey y Merrick 2000; Richter y Sonemberg 2005). Es interesante
mencionar que no se han identificado 4E-BPs en plantas, aunque

probablemente existan proteinas que realicen funciones similares.

El complejo ribosomal 48S, que se encuentra formado por 43S y por
elF4F (Fig. 4), es el encargado de reconocer el codon de inicio (AUG) ayudado
por el anticodon del ARNt-met. Este complejo ribosomal activado 48S contiene
el RNAm (Fig. 4) e inicia el escaneo del RNAm en la direccion 5" a 3" hasta
localizar el coddén de inicio por medio de los factores elF1 y elF1A. De ésta
manera es posible colocar el primer tRNA-met en el marco abierto de lectura
(ORF) (Fig. 5). ElI barrido ribosomal es un proceso que consume energia
puesto que hidroliza al ATP a ADP (Pestova et al. 2000).
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Figura 5: Durante el barrido o escaneo que realiza el ribosoma se requiere la ayuda de
la RNAhelicasa elF4Al deshaciendo la estructura del RNAm hasta localizar al codén
de inicio AUG.

Una vez localizado el codon de inicio el elF5 induce la hidrolisis del GTP
unido al elF2, formando el elF2-GDP vy liberando a todos los factores de inicio
de la traduccion, quedando Unicamente el tRNA-met en el sitio P de la
subunidad ribosomal 40S. El complejo inactivo elF2-GDP se recicla para volver
a formar al elF2-GTP por medio del elF2B, que realiza el intercambio de GDP a

GTP. Finalmente, el elF5B media la unién de la subunidad ribosomal pequefa

-5-



40S a la subunidad grande 60S formando el complejo traduccionalmente activo
80S (Fig. 6), iniciando asi la elongacion de las proteinas (Pestota et al. 2000).

AAAAA___

Figura 6: La hidrdlisis de la molécula de GTP a GDP mas Pi provoca la liberacién de
los factores de inicio de la traduccién permitiendo que se una la subunidad ribosomal
60S para formar el complejo 80S.

Este es el mecanismo canonico que sigue la mayoria de los RNAm
durante el inicio de la traduccion de manera dependiente del cap.

1.2 UN MECANISMO ALTERNO PARA LA SINTESIS DE LAS PROTEINAS

En 1988 se descubrié que la traduccion del RNAm de un picornavirus,
qgue no poseia cap, estaba mediada por una estructura de RNA que permite el
ensamble de la maquinaria traduccional en una posicion cercana o
directamente sobre el codon de inicio. A esta region del RNAm se le llamo
“‘internal ribosome entry site” (IRES) o sitio interno de entrada para el ribosoma
(Pelletier y Sonenberg 1988). Hoy se reconoce que los IRES constituyen un
mecanismo alternativo para el inicio de la traduccién reclutando la maquinaria
traduccional de manera interna al RNAm, cercana al codén de inicio (Fig.7) con
la ayuda de factores que reconocen al IRES y actian en trans (ITAFs) (Jackson
2000; Spriggs et al. 2005). El descubrimiento de este mecanismo cambio la
idea canodnica de que la traduccion solo puede iniciarse de manera dependiente

de cap.
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Figura 7: Esquematizacion de la traduccién independiente de cap. Cuando no se
pueden unir los elFs por medio de la estructura cap para el reclutamiento del ribosoma
al RNAm, los elFs, ITAFs o la subunidad 40S pueden unirse a regiones internas del
RNAmM por medio del IRES.

Este mecanismo ha sido encontrado en algunos RNAm virales y también
en los RNAm celulares de los eucariontes, en los cuales el inicio de la
traduccion es generalmente dependiente del reconocimiento de la estructura
secundaria formada por la region 5° UTR del RNAm, que es la encargada de
reclutar a la subunidad ribosomal 40S hacia una regién cercana al codon de
inicio (Belsham y Jackson 2000; Carter et al. 2000; Hellen y Sarnow 2001,
Jackson 2000; Stoneley y Willis 2004). En general, la traduccion de manera
dependiente de IRES no requiere de la estructura cap ni de su reconocimiento

por el elF4E.

El inicio de la traduccion mediado por los IRES es estrictamente
dependiente de la integridad de su estructura. Pequefios cortes o inserciones, e
incluso una sustitucién en la cadena de nucledtidos en el elemento IRES,
pueden reducir severamente o0 en, algunos casos, incluso aumentar su
actividad (Fernandez-Miragall y Martinez-Salas 2003, Martinez-Salas et al.
2002)



Los RNAm celulares que contienen IRES codifican para una variedad de
proteinas tales como: factores de inicio de la traduccion, factores de
transcripcion, oncogenes, factores de crecimiento, genes homedticos y
proteinas de supervivencia que son funcionales bajo situaciones de estrés
(Graber y Holcik 2007, Martinez-Salas et al. 2001). Se conoce que los
elementos IRES son activados por estimulos fisiol6gicos incluyendo, entre
otros, la hipoxia, las lesiones vasculares, la limitacion del suero, la radiacion
gama, asi como los factores que inducen a la apoptosis, la interrupcion del
crecimiento, la angiogénesis, el estrés por calor (Holcik y Korneluk. 2000; Huez
et al, 1998; Stoneley et al, 2000), o por infecciones virales (Martinez-Salas et
al. 2001).

Las secuencias nucleotidicas de los IRES no tienen un grado de similitud
que ayude a reconocer motivos conservados y que permita identificar sus
secuencias funcionales. Los IRES poseen estructuras secundarias y terciarias
gue interactian con los componentes de la maquinaria traduccional, asi como
con factores del inicio de la traduccion e ITAFs, que atraen a los ribosomas
para llevar a cabo el inicio de la traducciébn de manera independiente de cap
(Cobbold et al. 2008; Hellen y Sarnow 2001; Stoneley y Willis 2004.).

Para localizar la secuencia nucleotidica que constituye un IRES se ha
desarrollado una prueba bi-cistronica estandar que permite ensayar Ssu
actividad (Fig. 8). Esta prueba consiste en la traduccién de los marcos de
lectura abiertos de dos genes reporteros (llamados cistrones) en medio de los
cuales se inserta la secuencia putativa IRES que se requiere probar. El primer
plasmido bi-cistronico que fue desarrollado consta de las secuencias
codificantes de la cinasa de timidina y de la cloranfenicol-acetil-transferasa vy,
entre los dos cistrones, la secuencia 5" UTR entera o parte de ella del virus del
polio. El primer cistron (cinasa de timidina) se traduce de manera dependiente
de cap, mientras que el segundo cistron (cloranfenicol-acetil-transferasa)
permite evaluar el inicio interno de la traduccion (Pelletier y Sonenberg 1988),
cuando se somete a condiciones en donde no estad disponible el complejo

elF4F unido al cap y a la PABP (condiciones independientes de cap).



Figura 8: El sistema de traduccion bi-cistronico. En esta construccion, el primer cistréon
se traduce de manera dependiente de cap y el segundo cistron de manera
dependiente del IRES o independiente de cap.

El sistema de expresion de los RNAm bi-cistrénicos es usado para
demostrar que los elementos IRES permiten la iniciacion de la traduccion, en
condiciones independientes de cap. Durante ciertas infecciones virales se
inhibe la sintesis de las proteinas celulares, debido a que ciertas proteasas
virales, como la Lb proteasa, cortan al elF4G (Fig. 9), perdiéndose el sitio de
unién al elF4E y, por consiguiente, el reconocimiento de la estructura cap para
el inicio de la traduccién (Cuesta y Schneider 2000; Gradi et al. 1998).

\ /‘. =% y N \
\\elFaA) elF4A |

elF4G

Figura 9: La Lb proteasa corta el elF4G, creando una proteina elF4G truncada no
funcional, que pierde el sitio de unidn con elF4E.

Varios elementos celulares IRES son activados bajo condiciones de
estrés durante las cuales generalmente se inhibe la traduccion dependiente de
cap. El inicio de la traduccion dependiente de IRES proporciona una ventaja en

estas condiciones, ya que permite la traduccién de proteinas esenciales para la
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adaptacion o la supervivencia de las células (Graber y Holcik, 2007, Oltean y
Banerjee 2005).

Durante el estado de estrés térmico en células de plantas, los niveles de
sintesis de proteinas son alterados por dos razones, uno: por la eficiencia en
que los mensajes son traducidos y dos: por la estabilidad del RNAm. La
importancia de la traduccion independiente de cap, es que al aplicar durante 15
min un choque térmico de 37°C a células de zanahoria, se ve alterada la
sintesis de proteinas, disminuyendo severamente la traduccion de todos los
RNAs mensajeros que no codifican para proteinas de choque térmico, siendo
degradados o almacenados para traducirse cuando las condiciones mejoren.
Por el contrario los mensajes de hsp aumentan su eficiencia de traduccién, si
se aumenta gradualmente la temperatura del choque térmico hasta llegar a
45°C y también si se aumenta el tiempo de exposicion a este, los mensajes de
hsp se ven mayormente favorecidos no solamente en ser traducidos, sino que
también aumenta su estabilidad prolongandose su vida media hasta 4 veces
mas (Gallie et al. 1995). Un periodo corto de estrés térmico, provoca un cambio
en la reprogramacion de la traduccion, causado principalmente por una perdida
de la interaccion funcional de la estructura cap con la cola de poli (A) (Gallie et
al. 1995).

1.3 REQUERIMIENTOS DE LOS FACTORES DE INICIO DE LA
TRADUCCION EN DIFERENTES IRES

Las secuencias nucleotidicas de los IRES no poseen un grado de
similitud entre si que permita determinar una secuencia funcional. Por lo tanto,
los requerimientos para iniciar la sintesis de proteinas son variados, estos
requieren de diferentes elFs o ITAF anteriormente mencionados, que ayudan al

reclutamiento del ribosoma o pueden unirse directamente al ribosoma.

Se han hecho estudios en diferentes virus que han permitido explicar la
forma de accion de los IRES con la maquinaria del inicio de la traduccion. La
formacién del complejo 48S, en el virus de la encefalomiocarditis (EMCV),
requiere a los factores canonicos de iniciacion elF4A, elF4G, elF2 y elF3.
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Ademas, requiere de la proteina de unién a la cola de polipirimidina (PTB) que
es un ITAF. Los elementos IRES de otro grupo de picornavirus, poliovirus y
rinovirus interactian con diferentes ITAFs como son: La PCBP (hnRNP2), unry
PTB (hnRNP 1). Varios de los factores mencionados tienen motivos de union a
RNA y tienen mdltiples interacciones con IRES al igual que una capacidad de
formar dimeros entre ellos, parecidas a proteinas que actian como chaperonas
de RNA direccionando y/o estabilizan el plegamiento del RNA. (Martinez-Salas
et al. 2001; Urwin et al. 2000). Ciertos IRES contienen varias repeticiones de la
secuencia CCU , a la cual se le une la proteina PTB. En los IRES de c-myc,
Mnt y MTG8a la unién de esta proteina estimula el inicio de la traduccion de
sus RNAm. Al ser este ITAF parte de la maquinaria de splicing se ha deducido
gue es un ITAF universal (Mitchell et al. 2005). Es posible que en las plantas se
requieran de los mismos elementos de inicio de la traduccién 6 ITAFs ya
mencionados ya que el IRES del EMCV se traduce exitosamente in vitro en
extractos de germen de trigo, por lo que puede estar utilizando, para iniciar la
traduccion, los mismos elementos arriba mencionados en las plantas (Urwin et
al. 2000). La formacion del complejo 48S por el IRES del virus de la hepatitis C
(HCV), y el IRES del virus de la fiebre clasica del cerdo (CSFV) requieren, para
iniciar la traduccién, sélo de los complejos elF2-GTP-Met-tRNAI, elF3 y la
subunidad 40S (Pestova et al. 1998). Se ha demostrado que el IRES del virus
de la paralisis del grillo (CrPV) se une directamente al ribosoma 40S en
condiciones in vitro y no requiere de elFs. Este IRES mimetiza la estructura
secundaria de un tRNA unido al elF2+GTP del complejo ternario, iniciando la
traduccion del IRES CrPV como una elongacién (Costantino y Kieft 2005;
Wilson et al. 2000). Este virus presenta una funcion relacionada con el virus
intestinal de Plautia stali (PSIV) un virus de insecto, que inicia la sintesis de
proteinas en el codoén CAA en ausencia de elF2, que reconoce el codon AUG,
reclutando un tRNA (Sasaki y Nakashima 2000; Yu et al. 2005).

La regién 5° UTR del virus del jaspeado del tabaco (TEV) requiere del
elF4G para poder iniciar la traduccion de su RNAm. Se ha observado que no
es necesario ninguno de los siguientes factores para iniciar la traduccion:
elF4E, elFiso4E, elF4A, o elF4B. El IRES del TEV dirige la traduccién
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independiente de cap por un mecanismo que implica la dependencia de elF4G
(Gallie 2001).

1.4 IDENTIFICACION DE LAS REGIONES IRES EN LA INICIACION DELA
SINTESIS DE LAS PROTEINAS

Como se menciond anteriormente, las secuencias nucleotidicas de los
IRES no son similares, lo que impide obtener secuencias consenso que sirvan
para identificarlos en los 5’"UTR de los RNAmM. En el trabajo de Joshi-Barve y
colaboradores, en 1992 se transfectaron células HeLa con RNAm antisentido
para los factores elF4E y elF4Gy. Esto redujo los niveles de expresion de
ambas proteinas, de esta manera se logré la inhibiciébn del inicio de la
traduccion dependiente de cap. Como consecuencia de esta inhibicion
observaron, ademas, el aumento en la sintesis de diferentes proteinas entre las
que identificaron a las proteinas de choque térmico: HSP90, HSP70, HSP65 y
HSP27. El aumento en la sintesis de estas proteinas, de manera independiente
de cap, pudo deberse al reclutamiento de la maquinaria traduccional por medio
de una estructura IRES presente en la regiéon 5’UTR de los RNAm de las

proteinas de choque de calor.

Bajo condiciones de estrés durante el inicio de la germinacion, en los
ejes embrionarios del maiz se pueden traducir de manera independiente de cap
varios RNAm. Uno de ellos es el RNAmM de Hsp101 que codifica a una proteina
de choque térmico (Dinkova et al. 2005). Las HSPs (Heat shock proteins) son
sintetizadas bajo condiciones de estrés térmico en el maiz y en otras especies
de plantas. La proteina HSP101 del maiz, que tiene un peso molecular de 101
KDa, se localiza en el citoplasma y en el nucleo, siendo un componente
esencial de diversas actividades celulares, entre las cuales, se encuentran la
desagregacion de los agregados protéicos, la termotolerancia inducida y el
control de la elongacion de la raiz primaria (Nieto-Sotelo et al. 2002).

Para identificar la presencia de un IRES en Hspl0l1l Dinkova y
colaboradores (2005) utilizaron un sistema animal (lisado de reticulocitos de

conejo, [RRL]) y uno vegetal (extracto de germen de trigo, [WGE]) para realizar
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una traduccién in vitro de construcciones bi-cistronicas CAT/LUC, entre las
cuales se introdujo la region 5’"UTR del RNAm de la proteina HSP101 del maiz.
Estos experimentos indicaron que ésta region 5° UTR posee una actividad
IRES, demostrada por la traduccion independiente de cap cuando el elF4G es
cortado por la proteasa Lb. La sintesis de la proteina HSP101 aumenta su
expresion en condiciones de estrés térmico, la cual confiere resistencia a las

células en estas condiciones.

En otros organismos también se encuentran RNAmM que codifican para
proteinas de choque término, los cuales poseen actividad IRES. Hernandez y
colaboradores (2004) aplicaron un choque térmico a embriones de Drosophila,
con lo cual disminuyo la cantidad del factor elF4G, obteniendo un sistema de
traduccion independiente de cap, posteriormente, realizaron un perfil polisomal
en donde encontraron que el RNAm de hsp70 unido a ribosomas aumento, lo
que indica que el transcrito de hsp70 puede traducirse de manera
independiente del elF4G o independiente de cap, ya que contiene un IRES que

inicia su traduccidon en condiciones de estrés de calor.

Los nucledtidos que proporcionan la actividad IRES pueden formar parte
o componer la totalidad de la regibn 5°'UTR, para lo cual, Runtsova y
colaboradores, en el 2003, intentaron delimitar la secuencia minima del IRES
hsp70 de humano, para lo cual realizaron pequefios cortes a la region 5’UTR y
los insertaron en una construccion bi-cistronica utilizando a la luciferasa de
Renilla (RLUC) como primer cistrén y a la luciferasa de luciérnaga (FLUC)
como segundo cistron. Las construcciones se transfectaron en las células
TE671 y fueron evaluadas funcionalmente. Demostraron que la region 5’UTR
del mensajero de hsp70 de humano posee una estructura IRES funcional. Los
autores sugirieron gue la actividad IRES de la region 5" UTR requiere que toda
la secuencia de dicha regiéon 5" UTR se mantenga integra, ya que si se le corta
un pequefio fragmento, disminuye la eficiencia de la traduccién independiente
de cap. Por lo anterior, no pudieron cortar la secuencia que forma la estructura
del IRES del RNAmM hsp70 de humano.
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Los experimentos de inserciones de fragmentos de la region 5°’UTR de
RNAm con actividad IRES en construcciones bi-cistronicas, se han vuelto una
prueba estdndar para identificar la secuencia nucleotidica que proporciona esta
actividad. Gan y colaboradores (1998) realizaron cortes progresivos en el
RNAmM que codifica para elF4G de humano en la direccion 5" a 3". La region
5'UTR de este gen tiene una longitud de 357 nucleétidos, y las moléculas
resultantes las insertaron en una construccion bi-cistronica, donde el primer
cistron fue CAT y el segundo LUC. Estas construcciones las transfectaron en
las células K562 para evaluar la actividad IRES. Los resultados mostraron una
actividad maxima en la construccion que tenia 101 nucleétidos, pero también

hubo una actividad detectable en la de 81 nucledétidos.

Oltean y Banerjee (2005) identificaron el IRES de la regién 5° UTR del
RNAmM de la metionina sintasa (MS), mediante construcciones bi-cistronicas
CAT/LUC entre las que insertaron fragmentos de la region 5° UTR del RNAm
de la MS que tiene un tamafio de 394 bases. El IRES fue localizado realizando
cortes en la direccion 5° a 3’. Indicaron que el tamafio del IRES es de 71
bases, demostrando que no necesariamente toda la region 5° UTR interviene
en la actividad del IRES.

-14 -



2 JUSTIFICACION

La traduccion de ciertos RNAm mediada por IRES puede ayudar a la
sintesis de las proteinas de supervivencia durante algun estado de estrés
celular, y éste mecanismo de traduccion independiente de cap proporciona una
ventaja en la sintesis de estas proteinas sobre la sintesis dependiente de cap
en condiciones de estrés. La proteina HSP101 de maiz es una chaperona que
aumenta su expresion durante el estrés por calor. Dado que los IRES no
poseen similitud en sus secuencias, para determinar la regioén funcional del
IRES en el transcrito de HsplOl es necesario conocer la secuencia
nucleotidica minima con actividad de IRES y con el potencial de iniciar la

traduccion durante el choque de calor en el maiz.
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3 HIPOTESIS

La region 5 UTR del RNAmM Hspl101 del maiz contiene un IRES que da
inicio a la traduccién de manera independiente de cap, por lo que al hacer
cortes en esta region, se comprometera su estructura y la funcionalidad del
IRES, pudiéndose delimitar la secuencia de nucleotidos necesaria para el inicio

de la traduccion independiente de cap del RNAmM Hspl101.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar la regidbn minima de la secuencia de nucledtidos que
proporcione una actividad IRES en la region 5° UTR del transcrito Hsp101 del

maiz y definir su estructura secundaria funcional hipotética.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Evaluar la actividad IRES en versiones completas y deletadas de la
region 5 UTR del RNAm de la proteina HSP101 del maiz.

* Predecir la estructura secundaria del IRES del RNAmM Hsp101 mediante
métodos bioinformaticos.

» Identificar los factores que se unan al IRES Hsp101 que posiblemente
contribuyan al inicio de la traduccién.

=17 -



5 DISENO EXPERIMENTAL

5.1 MATERIAL Y METODOS

5.1.1 ELECCION DE LA REGION IRES

No existe una regla para elegir cuales nucleétidos deben ser deletados
para poder identificar la region funcional de un IRES en su regiéon 5°"UTR. Para
realizar esta eleccion, se infirieron las posibles estructuras secundarias de la
region 5° UTR del RNAm de Hspl01, analizando dichas estructuras de los
diferentes fragmentos de la region 5° UTR, empleando el programa Mfold
(http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna-form1.cgi), con las  condiciones
establecidas por dicho programa, disefiado por el Dr. Zuker del Instituto
Politécnico Rensselaer (Zuker 2003). Primero se retiraron dos nucleotidos,
(hsp101A2) y después de esta, se le retiraron progresivamente 3 nucleotidos
(hspl101A5, hspl01A8, hspl01Al1ll, hspl01A14, hspl01A1l7, hspl01AZ20,
hspl01A23, hspl01A26, hspl01A29, hspl01A32, hspl01A35, hspl01A38,
hsp101A41, hspl01A44, hspl01A47 y hspl01A50) del extremo 5" desde el sitio
mas 1 de la trascripcion. Hay varios reportes que mencionan que es mas
importancia para la funcién de los IRES la estructura secundaria que poseen,
mas que su secuencia (Martinez-Salas et al. 2002; Fernandez-Miragall et al.
2003; Martinez-Salas et al. 2005), por lo cual, se revisaron las estructuras
secundarias hipotéticas predichas por el programa para identificar cuales son
las que presentan un mayor cambio en su forma con respecto a la estructura
secundaria hipotética de pBIC-5, aquellas secuencias con mayor cambio fueron
elegidas para ser examinadas y analizar si pueden iniciar la traduccion de
manera independiente de cap, con lo cual se pudo identificar que nucledtidos
forman parte de la region funcional del IRES de hsp101 de maiz. Es importante
sefalar que se utilizd la construccion pBIC-5 como control, ya que se ha
observado que posee actividad de IRES (Dinkova et al. 2005). Sin embargo,
pBIC-5 posee 60 nucledtidos extras que pertenecen al promotor en el extremo
5 antes del sitio +1 de inicio de la transcripcion (Fig. 21), que no estan
presentes en a la region 5"UTR de Hsp101 (Dinkova et al. 2005; Nieto-Sotelo et
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al., 1999). Por lo cual también se eligi6 la region hspl01+1 la cual posee toda
la secuencia 5’'UTR del gen de hspl0l de maiz, para analizar si estos
nucledtidos extras se encuentran involucrados en la actividad IRES que posee
pBIC-5.

5.1.2 AMPLIFICACION DE LAS REGIONES SELECCIONADAS DEL 5UTR
DE Hsp101

Se disefiaron oligonucleétidos para amplificar por medio de PCR las
regiones del 5° UTR del ARNm de Hspl01 elegidas después de ser analizadas
con el programa Mfold. Se les adiciond la secuencia GAGCTC, reconocida por
la enzima de restriccién Sst |, para ser insertados en el sitio correspondiente
del vector bi-cistronico (pBIC). Este vector contiene el cDNA con los ORFs de
dos genes reporteros, el de la cloranfenicol-acetil-transferasa (CAT) y el de la
luciferasa de luciérnaga (LUC). Dicho plasmido fue donado por la Dra.

Encarnacion Martinez-Salas de la Universidad Autonoma de Madrid, Espafia.

Todos los oligonucleétidos que se usaron para amplificar las regiones
IRES vy crear las construcciones con las cuales se trabajo, poseen una TM de
65 °C, no forman homodimeros con ellos mismos, ni forman heterodimeros con
el otro oligonucledtido de la reaccion. Sus secuencias son: Hspl101+1 sentido
5 CGAGCTCGCACAACATTTCAACCAGA 3’; antisentido RV101* 5
AGCAGCCATGAATCCGGACAACTCTCGAGC 3°; sentido hspl01-A 5
GAGCTCGAAACACTAGCCGAAGCAA 3 'y sentido hspl0l-B 5
GAGCTCCACCTGGTGGGATCATCTC 3.

Las reacciones de PCR se realizaron en una mezcla de reaccion
conteniendo 2.5 ul de amortiguador 10X, 1.5 pul de MgCl, 50 mM, 1ul de
oligonucledtidos 10mM, 1 ul de mezcla de desoxinucleétidos (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) 10 mM, 0.25 ul de la polimerasa recombinante de ADN Taq
(INVITROGEN # CAT. 10342-020), x ul de una solucion de pXE101 (xg/ul),
mas agua estéril para alcanzar un volumen final de 25 pl. Para amplificar

Hspl01+1 se usé el par hspl01+1 sentido y RV101*; para hspl01417 se
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usaron hspl01-A y RV101*; para hspl01450 se usaron hspl101-B y RV101*
.La mezcla de reaccién se colocé en un termociclador GeneAmp PCR system
9700 (Applied Biosystems). Los tiempos y las temperaturas utilizados fueron de
5 min a 95°C (desnaturalizacion) para el primer paso seguido de 30 ciclos con
el siguiente perfil de temperaturas: 30 seg a 95°C (desnaturalizacion), 30 seg a
60°C (hibridacion) y 1 min a 72°C (extension). Al ciclo final se le adicionaron
dos temperaturas: la primera de 7 min a 72°C y la segunda a 4 °C, por tiempo
indefinido.

Para amplificar las regiones elegidas, se utilizé como templado de DNA
al plasmido pXE101, que posee el cDNA de Hspl101 del maiz (Dinkova et al.,
2005). El inserto de cDNA en pXE101 contiene 60 bases rio arriba del sitio +1
de la transcripcion del gen Hsp101, el UTR 5’ de Hsp101, el ORF completo de
Hspl01 y por ultimo las 279 bases del UTR 3’ seguidas de una cola de poli-(A)
de 15 bases. El plasmido pXE101 fue proporcionado por el Dr. Jorge Nieto del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis, en un gel de
agarosa a una concentracion de 1.5%. Posteriormente, las bandas de los
productos deseados se purificaron con QIAquick Gel Extraction KIT (QIAGEN #
cat. 28704) y las muestras se concentraron al vacio en el aparato Speed Vac.
Finalmente, se realizdé una nueva electroforesis para determinar la eficiencia de
la purificacion. Posteriormente, las muestras se ligaron al plasmido de
clonacion pGEM con el pGEM-T Easy Vector System (PROMEGA # CAT.
A1360) para que de estos plasmidos se liberasen las regiones elegidas y

pudiesen ser clonadas con el plasmido bi-cistronico.

5.1.3 EXTRACCION DEL DNA PLASMIDICO POR MINIPREP

De cada una de las 5 cepas transformantes (que contienen el plasmido
recombinante de pGEM, donde se encuentran los fragmentos de IRES de
Hspl01) se inocul6 una asada en 5 ml de medio LB suplementado con
ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 37 °C a 250 rpm.

Al iniciar la extraccion del DNA plasmidico se puso la solucion Il (60ml de AcK
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5M, 11.5 ml de acido acético, 28.5 ml de agua) en hielo. Por otra parte se
centrifugaron las células bacterianas arriba mencionadas a 3000 rpm durante 5
min en tubos eppendorf, se elimind el sobrenadante y la pastilla se resuspendio
en 100 pul de la solucién | (glucosa 50 mM, Tris HCI 25 mM pH 8, EDTA 10 mM
pH 8) y se incub6 durante 5 min a temperatura ambiente. Después se
agregaron 200 ul de la solucion Il (NaOH 0.2 N, SDS al 1%, la cual debe ser
preparada al momento), se mezclo por inversion y se incubo durante 5 min en
hielo. Posteriormente se agregaron 150 ul de la solucion Il fria, se mezcl6é por
inversion y se incubd durante 10 min en hielo. Los tubos se centrifugaron
durante 10 min a 14000 rpm a 4°C, el sobrenadante se transfiri6 a un tubo
nuevo tomando nota de los volumenes transferidos y se le agregd 0.1
volimenes de Tris-HCI 1M pH 8 y 1 volimen de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), mezclandose con un vortex durante 15 seg. Acto seguido,
las mezclas se centrifugaron durante 5 min a 14000 rpm a 4°C y se
recuperaron las fases acuosas, a las cuales se les agregaron 2 volimenes de
etanol absoluto frio, se agitaron por inversion y se incubaron durante 10 min a
temperatura ambiente. Los tubos se centrifugaron durante 10 min a 14000 rpm
a 4°C, se desecharon los sobrenadantes y se lavo con 0.5 ml de etanol al 70%.

Las muestras se dejaron secar y se resuspendieron en 50 ul de agua estéril.

5.1.4 CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES EN EL
VECTOR BI-CISTRONICO pBIC.

Para clonar los fragmentos del 5° UTR de Hspl101 en el plasmido bi-
cistrénico pBIC se llevé a cabo una reaccion de digestion con 1 ug de los
plasmidos recombinantes pGEM. Para liberar el inserto del 5 UTR de Hsp101
se utilizdo 5 U de la enzima Sst | (Invitrogen # CAT 15222-011) a un volumen
final de reaccion de 30 ul. La mezcla se incub6é a 37°C durante 3 h,
posteriormente, se corrid una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%. Se
purificaron las bandas correspondientes a los fragmentos del IRES con el
QIAquick Gel Extraction KIT (QIAGEN # CAT. 28704), se concentraron al vacio
en el aparato Speed Vac y se corrid una nueva electroforesis para determinar

la eficiencia de la purificacion.
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Para retirar el IRES del FMDV, el vector de clonacion pBIC se digirid,
con 5 U de la enzima Sstl a 37°C durante 3 h en un volumen final de 30 ul.
Posteriormente, para evitar su recircularizacion, se desfosforil6 el vector
agregando a la reaccion anterior 1 U de fosfatasa alcalina de intestino de
ternera (CIAP de INVITROGEN # CAT. 18009-019). La mezcla de reaccion fue
analizada en un gel de agarosa al 1 %. El vector se purifico con el QlAquick Gel
Extraction KIT (QIAGEN # cat. 28704). La muestra se concentro con el Speed
Vac y se realizd una nueva electroforesis para observar la eficiencia de la

purificacion.

La reaccion de ligacion se llevd a cabo en un volumen final de 10 pl con
1 ug del vector pBIC sin IRES (pBICA) y con 3 ug de los fragmentos del 5 UTR
de Hsp101, a una relacion masa/masa vector:inserto de 1:3 usando 0.5 U de la
ligasa de DNA T4 (INVITROGEN # CAT 15224-017) durante toda la noche a
16°C. Los plasmidos recombinantes de pBIC generados se usaron para

transformar la cepa DH5a de Escherichia coli.

5.1.5 PREPARACION DE LAS CELULAS COMPETENTES

Se inocul6 una asada de E. coli DH5a en 50 ml de medio LB y se incub6
durante toda la noche a 37°C con una velocidad de agitacion de 250 rpm. De
este cultivo se tomaron 4 ml para inocular 400 ml de medio LB y se incubé a
37°C con agitacion a 250 rpm hasta que el medio alcanzé una absorbancia de
0.375 a una D.O. de 590 nm. Posteriormente, se formaron alicuotas de 50 ml y
se mantuvieron en hielo durante 10 min. Las alicuotas se centrifugaron 7 min a
3000 rpm (CENTRIFUGA GS-15R vy el rotor F2402 ambos de BECKMAN) a
4°C, se elimino el sobrenadante y las pastillas se resuspendieron en 10 ml de
la solucién fria de CaCl, (CaCl, 100 mM, 15% glicerol) fria. Posteriormente la
mezcla se centrifugd durante 5 min a 2500 rpm (CENTRIFUGA GS-15R y el
rotor F2402 ambos de BECKMAN) a 4°C, se elimino el sobrenadante y la
pastilla se resuspendié en 10 ml de la solucion CacCl, fria y las células se
mantuvieron durante 30 min en hielo. Las alicuotas se centrifugaron durante 5
min a 2500 rpm (CENTRIFUGA GS-15R y el rotor F2402 ambos de
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BECKMAN) a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y la pastilla se resuspendio en 2
ml de CaCl, frio. Se separaron alicuotas de 200ul en tubos eppendorf estériles

e inmediatamente se congelaron con N, liquido y se guardaron a —72°C.

5.1.6 TRANSFORMACION BACTERIANA

Para transformar la cepa DH5a de E. coli se tomaron 10 ng de la ligacion
de pBIC con cada uno de los fragmentos del IRES (Hsp101+1, hsp101417 y
hsp101450) y se agregaron a una alicuota de 200ul de células competentes y
se mantuvieron en hielo durante 10 min. Después se les dié un choque térmico
de 42°C durante 2 min, se adicion6 1 ml de medio LB y se incub6 durante 1 h a
37°C con agitacion a 250 rpm. Posteriormente, las células se extendieron en
cajas de Petri con agar LB suplementado con ampicilina (100 pg/ml) y se

incubaron toda la noche a 37°C.

Para comprobar la clonacién exitosa del plasmido deseado, se realizé
una reaccion de PCR (condiciones arriba mencionadas) con el DNA de las

células transformantes para identificar a la clona que capturé el plasmido.

5.1.7 PURIFICACION DE DNA PLASMIDICO POR MELTON PREP
(MAXIPREP)

Para obtener una cantidad grande de plasmidos recombinantes las
células transformantes se crecieron en 50 ml de medio LB con ampicilina (100
ug/ml) durante toda la noche a 37°C a 250 rpm. Para extraer el plasmido se
separd el cultivo en dos tubos corex de 30 ml y se centrifugaron a 5000 rpm
durante 10 min a 4°C. Se desechd el sobrenadante y la pastilla se resuspendio
en 5 ml de NaCl 10 mM. Las células se centrifugaron a 5000 rpm durante 10
min a 4°C. La pastilla se resuspendio en 0.6 ml de soluciébn amortiguadora de
lisis (Tris 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8, sacarosa al 15%, lisozima a
2mg/ml) y se incubd durante 20 min en hielo. Posteriormente, se agrego 1.2 ml
de la solucion de lisis (NaOH 0.2 M, SDS 1%), se mezclé suavemente y se

incub6 10 min en hielo. Después se adicioné 0.75 ml de NaAc 3M, se mezclo
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suavemente y se incub6 20 min en hielo. Los tubos se centrifugaron durante 15
minutos a 7000 rpm a 4°C. El sobrenadante se transfirid a otro tubo, al cual se
le agregaron 5 ul de RNAsa A 100 mg/ml (SIGMA # CAT. R 6513) y se incubo
durante 30 min a 37°C. Se le agregd 1 volumen de fenol-cloroformo (25:24) y
se agité suavemente, se centrifugd 10 min a 7000 rpm a 4°C, se recupero la
fase acuosa y se repitié 2 veces el lavado con fenol-cloroformo. La fase acuosa
se precipitdé con 2 volumenes de etanol absoluto y se incubd durante 5 min a
temperatura ambiente. Las muestras precipitadas se centrifugaron durante 10
min a 8500 rpm a 4°C, se eliminé el sobrenadante y la pastilla se lavé con 0.5
ml de etanol al 70%. La pastilla se resuspendié en 168 ul de H,O estéril, se
transfirié a un tubo eppendorf y se le agregaron 32 ul de NaCl 5 M, se mezclo
bien y se le agregaron 200 ul de PEG 8000 al 13% y se dej6 incubando toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente los tubos eppendorf se centrifugaron 10 min a
14000 rpm a 4°C, se eliminé el sobrenadante y se centrifugé nuevamente para
eliminar todo el PEG posible. La pastilla se lavé con 0.5 ml de etanol al 70%, se
centrifugé 5 min a 14000 rpm a 4°C y el tubo se dej6 invertido hasta que el
etanol se secd. Se resuspendié la pastilla en 50 ul de H,O, se tom6 1 ul de la

muestra y se diluy6 en 99 ul de H,O y se cuantificé su absorbancia a 260 nm.

5.1.8 LINEARIZACION DEL PLASMIDO CON INSERTO

Se lineariz6 el plasmido mediante digestién con la enzima de restriccion
apropiada. Para los insertos dentro de pBIC (pBIC-5, Hsp101+1, hsp101417 y
hsp101450) se utiliz6 Hpa | (INVITROGEN # CAT. 15208-028). Para el
plasmido con el cDNA de la proteasa Lb se utlizo la enzima Xbal
(INVITROGEN # CAT. 15226-012). Para linearizarlo se digirieron 10 ug de DNA
plasmidico purificado por Melton prep en un volumen de reaccion final de 30 pl
durante 3 h a 37°C. Se verificO el avance de la digestion corriendo 1 ul de
reaccion en un gel de agarosa al 1%, mientras el DNA estaba en hielo. Una vez
que la digestion se habia completado, se diluyo la reaccion con H,O tratada
con DEPC hasta alcanzar un volimen de 100 pl y se extrajo con 1 volumen de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se agitdé en un vortex durante 1

min y se centrifugd a 14000 rpm durante 5 min a 4°C. La fase acuosa se
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recuperd y se le agregé 1 volumen de “chisam” (fenol:cloroformo 25:24), se
agité en un vortex durante 1 min y se centrifugé a 14000 durante 5 min a 4°C.
La fase acuosa se recuperd y el DNA se precipité con 0.1 volimenes de NaAc
3M pH 5.2 y 2 volumenes de etanol absoluto. Se almacen6 a —72°C durante 30
min y se centrifugd a 14000 rpm durante 5 min a 4°C. La pastilla se lavo con 1
ml de etanol al 70% y se centrifugé a 14000 rpm durante 5 min a 4°C. Se dejo
secar el precipitado y la pastilla se resuspendié a una concentracion final de

1ug/ul con H,O tratada con DEPC a temperatura ambiente.

5.1.9 SINTESIS DE TRANSCRITOS SIN CAP

Se realiz6 la reaccion de transcripcion in vitro con 5 pg de ADN
plasmidico linearizado (Hsp101+1, hsp101417, hsp101450 o la proteasa Lb) en
un volimen de 100 ul y se incubo6 durante 60 min a 37°C con la polimerasa de
RNA T7 (PROMEGA # CAT. P2077), de acuerdo a Schernborn (1998).
Posteriormente, se agregaron 5 ul de la DNAsa RQ (PROMEGA # CAT.
M6101) y se incub6 durante 15 min a 37°C. Se extrajo con 1 volimen de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y se agité por inversion durante 1 min.
Se centrifugd a 14000 rpm durante 5 min a 4°C. La fase acuosa se extrajo con
1 volumen de “chisam” (cloroformo: alcohol isoamilico 24:1), se agité por
inversién durante 1 min y se centrifugé a 14000 rpm durante 5 min a 4°C. La
fase acuosa se recuperd y el RNA se precipitdé con 0.5 volumenes de NH,AC

7.5My 2 volumenes de etanol absoluto incubandose toda la noche a —72°C.

Al siguiente dia la fase acuosa recuperada se centrifugé a 14000 rpm
durante 5 min a 4°C. El precipitado se resuspendié en 100 ul de NH,Ac 2.5 M,
se afadieron 100 ul de etanol absoluto y se incub6 a —72°C durante 1.5 h. Se
centrifugd a 14000 rpm durante 5 min a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla en 20 ul de H,O tratada con DEPC. Se tomd una
alicuota de 1 ul para calcular la concentracion de RNA mediante la estimacion
de su absorbancia a 260 nm. La muestra se almacené a —-72°C, para

posteriormente ser utilizada en la traduccién in vitro.
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5.1.10 REACCION DE TRADUCCION IN VITRO

La traduccion de los mensajes (pBIC-5, Hspl01+1, hspl01417 vy
hsp101450) se llevdé a cabo in vitro en el sistema animal RRL (lisado de
reticulocitos de conejo de PROMEGA # CAT. L4960) en una reaccion final de
25 ul que contuvo 17.5 ul de RRL, 0.1 pg de RNAm transcrito in vitro al que no
se le afiadi6 el anélogo de la estructura cap y 10 uCi [**S] metionina (actividad
especifica de 555 MBq ml-1; Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia). La
reaccion de traduccion se incubo durante 1 h a 37°C, se tomo 1 ul de la
reaccion a tiempo 0 y también cuando termind la reaccién. Ambas alicuotas se
colocaron sobre un papel filtro para cuantificar la incorporacion de metionina
radioactiva. Con el sobrante de la reaccion (23 ul) se realizdé una electroforesis
en gel de poliacrilamida al 12%. El gel se secO y se expuso en una pantalla de
fésforo para obtener la fluoruografia en un Phosphorimager (Personal
Molecular Imagen FX de BIORAD). La imagen resultante se analiz6 con el
programa Quantity One (BIO-RAD) (Dinkova et al. 2005).

Para generar un sistema RRL independiente de cap se utilizé el mensaje
de la proteasa Lb del FMDV (virus de la fiebre aftosa). La proteasa Lb corta
especificamente a la proteina elF4G e interrumpe la actividad del complejo
elF4F en la traduccion dependiente de cap (Gingras, et al 1999). Se preincubd
el RRL con 50 ng de transcrito de la proteasa Lb durante 15 minutos para
realizar un buen corte del elF4G e inhibir la traduccion dependiente de cap
(Dinkova et al. 2005), y después se le agregaron 100 ng de RNA mensajeros
bi-cistronicos con las diferentes regiones de IRES, en un volumen final de 25 pl

y se siguid el mismo procedimiento arriba mencionado.

5.1.11 CUANTIFICACION DE LA RADIOACTIVIDAD INCORPORADA A LAS
PROTEINAS

Para cuantificar la eficiencia de incorporacién de la [*®*S]-metionina a las

proteinas, se tomaron los papeles filtro con la reaccion de traduccién a tiempo

0 y a tiempo de 1 h. Se dejaron secar y se les lavd con acido tricloro-acético
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(TCA) al 10% durante 15 min con agitacion constante (100 ml para cada 10
papeles), se eliminé el TCA al 10% y los papeles filtro se colocaron en TCA al
5% (100 ml para 10 papeles) y se hirvieron durante 10 min. Concluido este
tiempo, se agrego hielo en el interior del vaso para enfriar, se decanté el liquido
y se lavaron los papeles con 500 ml de H,O desionizada. Se elimino el agua y
se lavaron los papeles durante 10 min cada vez con etanol absoluto agitando
constantemente, se elimind el etanol y se lavaron durante 15 min con acetona
al 100% agitando constantemente. Se eliminé la acetona y los papeles filtro se

dejaron secar por completo.

Para cuantificar la marca radioactiva, se agregaron a los viales 5 ml de
liquido de centelleo (PPO-Tolueno) y se colocaron en un contador de centelleo
LS6000I1C (BECKMAN) para estimar el numero de cuentas radioactivas por min
(CPM). Posteriormente, se agregaron los papeles filtro a cada uno de los viales
y se colocaron en el contador de centelleo, para registrar las CPM y saber la

incorporacion de la marca a las proteinas.

5.1.12 ENTRECRUZAMIENTO DEI RNA A LOS FACTORES DE INICIO DE
LA TRADUCCION (UV-CROSSLINKING)

Para realizar el entrecruzamiento se realiz6 una transcripcion in vitro del
IRES, utilizando rUTP marcado con [*?P] (actividad especifica 9.25 MBqg mi-1;
Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia). Para obtener Unicamente el
transcrito del IRES, se utilizé la construccion pGEM101+1. Se incub6é al RNAm
marcado (100 000 cpm) en un ensayo de uv-crosslinking en un voliumen final
de reaccion de 16 pl que contenia: HEPES-KOH 10 mM pH 7.4, KCI 35 mM,
MgCl 22.75 mM, glicerol al 10% y DTT 0.5 mM. La reaccion se incub6 durante
15 min a temperatura ambiente y después fue expuesta a luz UV (254 nm,
UVC500, HOEFER) durante 30 min en hielo. Posteriormente se le agrego
RNAsa A, a una concentracion de 0.3 ug/ul durante 30 min a 37°C , para
eliminar el RNA que no fue protegido por la proteina. Posteriormente, se corrié
una electroforesis SDS-PAGE al 10% y cuando ésta terming, se transfirieron
las proteinas a una membrana, la cual se seco y fue expuesta a una pantalla

de fosforo. La fluoruografia se realizO en un phosphorimager (Personal
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Molecular Imagen FX de BIORAD) y se analizé con el programa Quantity One
(BIORAD) (L6pez de Quinto et al. 2001)

5.1.13 DETECCION POR WESTERN BLOT DE LOS FACTORES DE INICIO
DE LA TRADUCCION QUE SE UNEN AL IRES Hsp101 DEL MAIZ

Las proteinas obtenidas durante el experimento de uv-crosslinking se
separaron por SDS-PAGE en una camara modelo Mini PROTEAN 3 CELL de
BIO RAD durante 2 h a 100 volts, y se transfiieron a una membrana
Immobilon-P de MILLIPORE (# CAT. ipvh00010).

La membrana se moj6 durante 1 min en metanol absoluto y
posteriormente se moj0 en agua para que se hidratara. En la camara de
electroforesis (sistema de transferencia humedo Trans-Blot SD Cell de BIO
RAD) se acomodaron en el siguiente orden: dos papeles filtro, la membrana, el
gel y 2 papeles filtro, todo humedecido en amortiguador de transferencia (TRIS
55 mM, glicina 430 mM SDS 1 %, metanol al 20%) y la transferencia se realiz6
a 100 volts durante 1 h.

Al terminar la transferencia la membrana se secé antes de exponerse a
una pantalla de fosforo. La fluorografia se realiz6 en un Phosphorimager
(Personal Molecular Imagen FX de BIORAD) y se analizé con el programa
Quantity One (BIORAD).

Una vez expuesta, la membrana se utilizé para realizar el western blot.
Se moj6 durante 1 min en metanol absoluto y posteriormente en agua
destilada, hasta que quedd completamente hidratada. Posteriormente, la
membrana se incubé con TBS-T 0.15 M pH 7.4 (NaCl 0.15 M, TRIS 50 mM,
Tween al 0.1%), con leche en polvo al 5% y el anticuerpo primario. Los
anticuerpos primarios fueron ya sea el anti-elF2a (SC-7629), anti-elF3n (SC-
16377), anti-elF4A1 (SC-14211), anti-elF4G (SC-9602) y anti-PABP (SC-
18611) todos de Santa Cruz Biotechnology los cuales fueron obtenidos en el
carnero. Se usaron a una dilucién de 1:5000 con agitacién a 4°C durante toda

la noche. Después la membrana se lavé con TBS-T 0.15 M a temperatura
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ambiente durante 15 min. Se eliminé el amortiguador y se lavé con TBS-T 1 M
(NaCl 1 M, TRIS 50 mM, Tween 0.1%) a la temperatura ambiente durante 15
min y se elimind el amortiguador. Finalmente se lavo por tercera vez con TBS-T
0.15 M a la temperatura ambiente durante 15 min. Al terminar los lavados se
agrego el anticuerpo secundario anti-lgG de carnero obtenido en conejo (#
CAT. 81-1620 de ZYMED) a una dilucién de 1:5000 en TBS-T 0.15 M y leche al
5%. La incubacion se realizé a la temperatura ambiente durante 2 h. Después
de la incubacion las membranas se lavaron 3 veces a la temperatura ambiente.
Para el primer lavado se us6 TBS-T 0.15 M durante 15 min, para el segundo
TBS 1 M durante 15 min y para el ultimo TBS-T 0.15 M durante 15 min. El
revelado de las membranas se llevd a cabo en el cuarto oscuro. Se
humedecieron con la mezcla de ECL de AMERSHAM BIOSCIENCES (# CAT.
RPN2106), se colocaron dentro de un casette, se cubrieron con plastipack, se
apago la luz y se colocd sobre la membrana una pelicula de auto-radiografia
marca KONICA MINOLTA (# CAT. 21943), exponiéndose durante 3 min.
Posteriormente se colocé la pelicula en el liquido revelador GBX de KODAK (#
CAT 190 0943), se lavé en agua unos segundos y se coloco en el liquido
fijador GBX de KODAK (# CAT. 190 1859). Se enjuag6 en agua y se dejé

escurriendo.

5.1.14 LAVADO DE LA MEMBRANA PARA ELIMINAR ANTICUERPOS.

Se coloc6 la membrana en amortiguador de lavado (2-mercaptoetanol
100 mM, SDS 2%, Tris-HCL 62.5 mM pH 6.7) y se incub6 a 50°C durante 30
min en agitacion. Posteriormente, la membrana se lavé con TBS-T 0.15 M a
temperatura ambiente durante 15 min y se repitid la operacion con otro

anticuerpo.
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6 RESULTADOS

6.1 ELECCION DE LAS REGIONES IRES

Con la finalidad de elegir los fragmentos de la region 5"UTR del RNAm
Hspl01 de maiz a los que se les estimaria la actividad de IRES, y dado que no
existe una regla para elegir cuales nucleétidos deben ser deletados, para poder
identificar la region funcional dentro de la secuencia 5UTR, primero se
obtuvieron las estructuras secundarias de los fragmentos IRES Hsp101. A la
primera regién se le retiraron dos nucleotidos (hspl01A2) y a las siguientes de
de esta se le retiraron progresivamente 3 nucleétidos (hspl01A5, hspl01AS8,
hsp101A11, hspl01Al1l4, hspl01A1l7, hspl01A20, hspl01A23, hspl01A26,
hsp101A29, hspl101A32, hspl01A35, hspl01A38, hspl01A4l, hspl01A44,
hsp101A47 y hsp101A50), estas secuencias fueron introducidas en el programa
Mfold  (http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna-forml.cgi),  utilizdndolo las
condiciones establecidas. Las estructuras secundarias obtenidas se encuentran
en el ANEXO en donde se pueden observar las alteraciones graduales en
dichas estructuras al hacerles los cortes (Fig. 11 a 14, 33 a 47). Hay varios
reportes que mencionan que es mas importancia para la funcion de los IRES la
estructura secundaria que poseen, mas que su secuencia (Martinez-Salas et al.
2002; Fernandez-Miragall et al. 2003; Martinez-Salas et al. 2005), por lo cual,
se eligieron los fragmentos de las secuencias que generaron un mayor cambio
en la estructura secundaria hipotética en comparacion con la estructura
secundaria hipotética de pBIC-5 (Fig. 11 a 14), la cual se ha comprobado que
posee actividad IRES iniciando la traduccion de manera independiente de cap
(Dinkova et al. 2005). A continuacién se muestran la eleccién de las estructuras
secundarias hipotéticas que se forman cuando se les retira parte de la

secuencia b5’.

La secuencia denominada pBIC-5 muestra la region 5’UTR de la
secuencia nucleotidica de Hsp101 (Fig. 10), su tamafo es de 206 nts y su AG
correspondiente es de -41.64 Kcal/mol. Esta construccion posee 60 nts extras

rio arriba los cuales no pertenecen a la regién 5"UTR propiamente dicha.
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En el siguiente esquema (Fig. 10) se muestra la secuencia de
nucleotidos de la region 5UTR del RNAmM Hspl01 del maiz. Las flechas
indican el primer nucleétido de cada construccion, asi como, la nomenclatura
correspondiente. Ya realizada la eleccion se disefiaron los oligonucledtidos
especificos para hacer las amplificaciones de las regiones seleccionadas, que

posteriormente fueron insertadas en pGEM.

pBIC-5

I;CTAGACTCCCGGCGAAC ACTCCCCTCCGCCTTCTTATGCTCATCCCCTCCGC
pBIC-HSP101+1 pBIC-HSP101A17

TTCCGAA CACAACATTTCAACCAEAAACACTAGCCGAAGCAAATCCATTCCA
pBIC-HSP101A50

CAAG EACCTGGTGGGATCATCTCATCATCAGAAACCAAGAGAGAGATTCCGTG

TCCGCTTGTTGTAGTAGATTGTGAGGACTGAGGACCGAGAAGCAGCCATG

Figura 10: Secuencia de la regién 5’"UTR del RNAm de Hsp101 de maiz. Las flechas muestran
en qué nucledtido inicia cada fragmento seleccionado para identificar la secuencia funcional de
este IRES.

Se tom¢ la estructura pBIC-5, como control ya que en trabajos anteriores
(Dinkova et al. 2005) se comprobd que posee actividad de IRES. Esta region
contiene 206 nts y forma una estructura secundaria de tipo “Y* la cual contiene
varios loops y tiene un AG de —41.64 Kcal/mol, segun el programa Mfold (Fig.
11).
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Figura 11: Estructura secundaria del IRES de la region 5 UTR del RNAm Hspl01. Esta regién
de 206 nucledtidos, tiene 60 nts (subrayados y en negritas) adicionales rio arriba del sitio +1 de
la transcripcién (Fig. 10). El AG correspondiente es de —41.64 Kcal/mol.

La secuencia Hsp101+1 contiene la region 5"UTR del RNAmM de Hspl101
(Fig. 10). Esta region tiene un tamafo de 146 nts y forma una estructura
secundaria sencilla de tallo la cual contiene tres loops y un pequefio tallo-hasa
en el extremo 5" y su AG correspondiente es de -27.07 Kcal/mol. La estructura
pBIC-Hsp101+1, comprende toda la secuencia de la region 5"'UTR sin los 60

nts extras que posee la secuencia pBIC-5 (Fig.12).
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Figura 12: Estructura secundaria del fragmento Hsp101+1 que consta del 5’"UTR completo del
RNAm Hspl01 (sin los 60 nts sobrantes), con un tamafio de 146 nucleétidos. Su AG es de -

27.07 Kcal/mol.

La secuencia hspl101417 es un fragmento de Hspl01+1 al cual se le

retiraron 17 nucleétidos del extremo 5° (Fig. 10). pBIC-hsp101417 tiene una
estructura secundaria similar a pBIC-hsp101+1, formada por un tallo con 2
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loops y sin el pequenio tallo-hasa de pBIC-hsp101+1 Esta regién contiene 129 y

su AG es de -27.5 Kcal/mol (Fig. 13).
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Figura 13: Estructura secundaria del fragmento hsp101417 que contiene 129 nucle6tidos de la

region 5"UTR y una AG de —27.5 Kcal/mol.

Por ultimo se muestra la secuencia hsp101450, que corresponde a un

fragmento Hspl01+1 al cual se le retiraron 50 nucledtidos (Fig. 10). La
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estructura de pBIC-hspl01450 tiene un tamafio de 96 nts y forma una
estructura secundaria de tipo “Y inclinada®, la cual contiene 3 loops y su AG es

de -18.98 Kcal/mol (Fig. 14).
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Figura 14: Estructura secundaria del fragmento hsp101450 que contiene 96 nucledtidos de la
region 5"UTR y una AG de —18.98 Kcal/mol.

6.2 PCR DE REGIONES ESPECIFICAS DEL 5" UTR DEL RNAm Hsp101
En la figura 15 se muestran el inicio de las secuencias de los productos

de la amplificacion que se obtuvieron por medio de PCR de los fragmentos

Hspl01+1 con 146 nts, hsp101417 con 129 nts y hsp101450 con 96 nts. En la
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secuenciacion se observo que estas secuencias corresponden a los tamarfos
esperados
PGEM T easy vector | Sst1 | Hsp101+1
5...CCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGAGCTCGCACAACATTTCAACCAGA...3"

PGEM T easy vector } Ssti | hspt101417
§...CCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGAGCTCGAAACACTAGCCGAAGCAA...3"
PGEM T easy vector ‘ sstl |} hsp101450

5...CCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGAGCTCCACCTGGTGGGATCATCTC...3"

Figura 15: Fragmentos de las secuencias de las regiones amplificadas de las regiones del
5'UTR de Hspl01 por medio de PCR. Se muestra el final del vector de pGEM, la secuencia
que reconoce la encima Sst | y el inicio del fragmento de Hsp101+1, hspl01A17 y hsp101A50

Posteriormente cada banda fue purificada por separado para insertarla

en el plasmido pGEM-T Easy, como se menciona a continuacion.
6.3 CLONACION EN EL VECTOR pGEM-T EASY

Las bandas correspondientes a los fragmentos de la region 5’UTR de
Hspl01 (Fig. 15) se cortaron y se purificaron por separado (ver Material y
Métodos) y cada uno de los fragmentos se insertdé dentro del plasmido pGEM.
En la siguiente imagen (Fig. 16) se muestra el esquema circular de este
plasmido, mostrando el detalle del polylinker donde fueron insertados los
fragmentos de Hspl01. Este sitio interrumpe al gen LacZ que codifica a la -
galactosidasa por lo cual un inserto en la region produciria colonias blancas en

presencia de Xgal e IPTG.
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Figura 16: Mapa del vector de clonacion pGEM-T EASY donde se muestra el “polylinker” en
donde fueron insertados los fragmentos del IRES HsplOl. Se muestra el sitio de
reconocimiento para las polimerasas de RNA T7 y SP6.

Los plasmidos recombinantes obtenidos fueron Hsp101+1, hsp101417 y
hsp101450. Estos plasmidos posteriormente se utilizaron para transformar
células de E. coli (ver Material y Métodos) y las transformantes obtenidas
fueron crecidas en un medio que contenia ampicilina, Xgal e IPTG y se
incubaron a 37°C durante toda la noche.

6.4 PCR DE LAS TRANSFORMANTES DE pGEM + FRAGMENTOS DE IRES

Después de la incubacion de las células tratadas, se seleccionaron las
transformantes con inserto al elegir las colonias blancas. Se purificaron los
plasmidos por mini prep y con estos se realizd un PCR para confirmar si

poseian el inserto del fragmento de Hsp101 deseado dentro de pGEM.

En la figura 17 se muestra la amplificacion que se obtuvo por medio de
PCR del plasmido de pGEMHspl101+1, demostrando que si se inserto el
fragmento deseado (carriles 1 a 7) Se utilizé6 a pBIC-5 como control positivo
para amplificar el fragmento pGEMHsp101+1 (carril 8). Se seleccioné a la clona

del carril 1 para continuar el trabajo.

-37-



12 3 45 6 728

—» PGEMhsp101+1

Figura 17: Productos de la reaccion de PCR con DNA de las transformantes de
pGEMHsp101+1. Carriles 1 al 7, cepas problemas; carril 8, control de la construccién pBIC-5.

En la figura 18 se muestran los productos de la amplificacion que se
obtuvieron por medio del PCR de las cepas transformadas con
PGEMhsp101417, observandose que si se insert6 el fragmento (carriles 1 a 7).
Se utiliz6 a pBIC-5 como control positivo para amplificar el fragmento
PGEMhsp101417 (carril 8). Se utilizé la clona del carril 1 para continuar el

estudio.

1 2 3 456 7 8

—> pGEMhsp101A17

Figura 18: Productos de la reaccion de PCR con DNA de las transformantes de
PGEMhsp101417. Carriles 1 al 7, cepas problemas; carril 8 control de la construccién pBIC-5.

En la figura 19 se muestra los productos de la reaccion de PCR de las

cepas transformadas con pGEMhsp101450, demostrando que si se insertd el
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fragmento deseado (carriles 1 a 7) Se utilizé a pBIC-5 como control positivo
para amplificar el fragmento pGEMhsp101450 (carril 8). Se utiliz6 a la clona del

carril 2 para continuar el trabajo.

1 2 3 456 7 8

—»pGEMhsp101A50

Figura 19: Productos de la reaccion de PCR con DNA de las transformantes de
pPGEMhsp101450. Carriles 1 al 7, cepas problemas; carril 8, control de la construccion pBIC-5.

6.5 CLONACION EN pBIC

Para la clonacion de los fragmentos IRES de Hspl0l1 en pBIC fue
necesario retirar el IRES del virus de la fiebre aftosa (FMDV), que se
encontraba dentro de este plasmido para ser sustituido por las regiones IRES
de Hspl01. La figura 20 representa el intercambio del IRES de FMDV por los
fragmentos del IRES de Hsp101.

Figura 20: Representacion esquematica de la clonacion en el vector bi-cistronico de expresion
(pBIC) en el cual sale el IRES FMDV y entran los IRES de Hsp101.
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En la figura 21 se muestra la representacion esquematica de la
construccion de los plasmidos recombinantes entre pBIC y los fragmentos del
IRES de Hsp101.

CAT IRES LuUC
pBIC-5 577 - —— - 3
pBIC-Hsp101+1 577 - -3
pBIC-hsp101A17 57T7- -3
pBIC-hsp101450 5°T7 - —— 3

Figura 21: Representacion esquemdtica del las construcciones bi-cistronicas. El plasmido
pBIC-5 fue utilizado como control positivo. Las construcciones problema fueron insertadas
entre las secuencia de los genes reporteros en el sentido del marco de lectura abierto de
Hsp101.

No hay un marcador que nos diga cuales fueron las colonias
transformantes que capturaron la construccién pBIC + fragmentos IRES de
Hspl01, por lo que para identificarlas, se tomaron muestras de cepas al azar y
se realiz6 una reaccion de PCR con los plasmidos recombinantes y los
oligonucledtidos especificos de cada construccion, y se mandaron a secuenciar

para identificar que estuvieran en direccion 5" a 3",

En la figura 22 se muestra el PCR correspondiente a la construccion de
pBIC-Hsp101+1. Los carriles 1 al 7 son de cepas problema y el carril 8 se
cargod con la muestra pBIC-5 como control. Se eligi6 a la clona del carril 5 para

continuar el trabajo.

1 2 3 4 5 6 78

—»PBIC-Hsp107+1

Figura 22: Se muestra la amplificacion del inserto por PCR de las transformantes que tienen
pBIC-Hspl101+1. Carril 1 al 7, cepas problemas; carril 8, control con pBIC-5.
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En la figura 23 se muestra el PCR correspondiente a la construccién
pBIC-hsp101417. Los carriles 1 al 7 son de cepas problema y el carril 8
contiene la muestra pBIC-5 como control. Se seleccioné a la clona del carril 3

para proseguir el estudio.

1 2 3 4 5§67 8

- PBIC-hsp101417

Figura 23: Se muestra el reconocimiento por PCR de las transformantes que tienen pBIC-
hsp101417. Carril 1 al 7 cepas problemas; carril 8, control con pBIC-5.

En la figura 24 se muestran los productos de la reaccion de PCR
correspondientes a la construccion de pBIC-hsp101450. Los carriles 1 al 7 son
de cepas problema y el carril 8 contiene la muestra pBIC-5 como control. Se
utilizé a la clona del carril 5 para trabajar.

1 2 3 4 56 78

—>pBIC-hsp101450

Figura 24: Se muestra el reconocimiento por PCR de las transformantes que tienen pBIC-
hsp101450. Carril 1 al 7, cepas problemas; carril 8, control con pBIC-5.
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6.6 TRANSCRIPCION IN VITRO

Para evaluar la funcionalidad como IRES de los plasmidos bi-cistronicos,
se linearizaron las construcciones pBIC-Hsp101+1, pBIC-hsp101417 y pBIC-
hsp101450, para después ser usados como molde para sintetizar el RNA

utilizando a la polimerasa de RNA T7.

La figura 25 muestra los RNAm bi-cistronicos recombinantes que fueron
sintetizados, se aprecian las bandas correspondientes a los mensajes pBIC-
Hspl101+1, pBIC-hsp101417 y pBIC-hsp101450, (carril 1 al 4 respectivamente)

y el mensaje para la proteasa Ib (carril 5).

12345

~ 4000 b =—>
1800 b —*

Figura 25: Se observa el resultado de la transcripcién in vitro de los pBIC-recombinantes. Carril
1: pBIC-5, carril 2: pBIC-Hsp101+1, carril 3: pBIC-hsp101417, carril 4: pBIC-hsp101450 y carril
5: Ib proteasa.

6.7 TRADUCCION IN VITRO

Los RNAs bi-cistronicos que se sintetizaron anteriormente, se utilizaron
para sintetizar proteinas de manera dependiente e independiente de cap, como

se menciona en la seccién de Material y Métodos.
Se realizaron 3 repeticiones de la traduccion dependiente e

independiente de cap de los RNAm. En la figura 26 se muestra la traduccion de
los mensajes bi-cistronicos en donde se aprecian las bandas correspondientes

-42 -



a la luciferasa (LUC) y a la cloranfenicol-acetil-transferasa (CAT) en la
traduccion dependiente de cap y las bandas de LUC y de la proteasa Lb en la

traduccion independiente de cap

c-5 hsp101+1 hsp101A17 | hsp101AS50
C-D C- C-D C-1 | C-D C-1 | C-D C-l
LUC — - T— ——

CAT —
Lb -

Figura 26: Se observa la traducciéon dependiente de cap (C-D) de los mensajes bi-cistronicos
en el carril 1: pBIC-5 (control), en el carril 3: pBIC-hsp101+1, en el carril 5: pBIC-hsp101417, en
el carril 7: pBIC-hsp101450. Los productos de las traducciones independientes de cap (C-I) se
muestra en el carril 2: pBIC-5 (control): en el carril 4 pBIC-Hsp101+1, en el carril 6: pBIC-
hsp101417 y en el carril 8: pBIC-hsp101450.

Para comparar la eficiencia de las traducciones de las construcciones bi-
cistrénicas que tenian los distintos fragmentos del IRES de Hspl01, se
cuantificaron sus productos (las proteinas CAT y LUC) por métodos
densitométricos usando el programa QUANTITY ONE de BIO RAD. Los valores
de la Tabla 1 muestran los resultados normalizados de la relacién LUC/CAT

teniendo como control al 100% el valor de pBIC-5.

DEPENDIENTE | DESVIACION
DE CAP ESTANDAR
pBIC-5 100.0 10.5
pBIC-
Hsp101+1 781 9.0
pBIC-
hsp101417 18.6 3.2
pBIC-
hsp101450 20.5 23

Tabla 1: Valores normalizados de la relacion de LUC/CAT en la traduccién dependiente de cap.

En el siguiente histograma (Fig. 27) se observa como la traduccién de la
luciferasa dependiente de cap disminuye en 22%, 81% y 71% para pBIC-
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Hspl101+1, pBIC-hspl01417 y en pBIC-hspl01450 respectivamente, con

respecto al control pBIC-5.

TRADUCCION DE LUC EN CONDICIONES
DEPENDIENTES DE CAP

120
” T
§ 100 T -
S &0
- L
Z B0
Qo
o
< 40 =

D T T T
C-5 hsp101+1 hsp101D17 hsp101D520

Figura 27: Histograma de la eficiencia relativa de la traduccion dependiente de cap de las
construcciones bi-cistronicas

Los valores de la tabla 2 muestran los resultados normalizados de la
traduccion de LUC de manera independiente de cap teniendo como referencia

a 100% que es el valor de pBIC-5.

INDEPENDIENTE | DESVIACION
DE CAP ESTANDAR
pBIC-5 100.0 195
pBIC-
Hsp101+1 326.1 58.8
pBIC-
hsp101417 26.9 4
PBIC-
hsp101450 215 45

Tabla 2: Valores normalizados de la relacion de LUC/CAT en la traduccién dependiente de cap.

En el siguiente histograma (Fig. 28) se muestra la traduccion
independiente de cap donde las eficiencias de la traduccion relativas a pBIC-5,
fueron 3 veces mayores, cuatro veces menores y cinco veces menores para

pBIC-Hspl101+1, pBIC-hspl01417 y pBIC-hsp101450 respectivamente. Los
resultados indican que las construcciones pBIC-hsp101417 y pBIC-hsp101450
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ya no son funcionales. Por el contrario, pBIC-Hspl101+1, que tiene toda la
regibn 5°"UTR sin secuencias adicionales, se traduce mejor que pBIC-5 en

condiciones independientes de cap.

TRADUCCION DE LUC EN CONDICIONES
INDEPENDIENTES DE CAP
400 .
300
S om
-
100 T
D ] ] T
C5 hspl101+1 hsp101D17  hsp101D50

Figura 28: Histograma de la eficiencia de la traduccion independiente de cap de las
construcciones bi-cistronicas

6.8 ENTRECRUZAMIENTO RNA-PROTEINA (UV CROSSLINKING) Y
WESTERN BLOT

No se han propuesto modelos que indiquen el tipo de interaccion que
ocurre entre los factores de inicio de la traduccion con los diversos IRES. Se
quiso saber cuales son los factores que especificamente intervienen en el inicio
de la traduccién del RNAm de HsplOl. Para este efecto se realiz6 un
experimento de UV-crosslinking entre la regiéon 5"UTR completa del RNAmM
Hspl01l y las proteinas que intervienen en el proceso de iniciacion de la

traduccion.

Para la realizacion del UV-crosslinking se sintetiz6 in vitro con la
polimerasa de RNA T7, Unicamente la region 5"UTR marcada con [*P]-UTP
Para ello se utilizo el plasmido pGEM-Hsp101+1 el cual fue linearizado con la

enzima de restriccion Spel (Fig. 16).
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El RNA marcado con [*°P]-UTP se mezclé en una solucién de RRL,
permitiendo la interaccién del RNA con el extracto protéico, para después fijar
los complejos con luz UV. Posteriormente se agregd RNAsa A para degradar el
RNA gue no estuviese protegido por las proteinas del extracto. Para llevar a
cabo un estudio preliminar de las proteinas que podrian unirse al RNA se
separo la reacciéon en geles de SDS-PAGE y se reconocieron las proteinas por

medio de anticuerpos especificos.

En la figura 29 se muestra la flourografia con los resultados de la
interaccion entre el sistema de lisado de reticulocitos de conejo y el transcrito
de pBIC-5 y pBIC-Hsp101+1 (bandas en los carriles 3 y 4). Como referencia se
observa la migracion del factor de inicio de la traduccion elF4A el cual fue
identificado con un anticuerpo especifico. Debido a que este factor tiene una
migracion similar a la proteina que forma el complejo con los RNA analizados,
es un buen candidato de las proteinas que posiblemente se unan al 5" UTR del
RNAmM de Hspl101 aunque no debemos descartar la posibilidad de que otras

proteinas no identificadas y de tamafio similar se unan al IRES.

KDa 3 4

1. 2
<+ ;elFAG?

216 =—> ¥ .y
13—+
78 =—> _ AR —
45.7—> e 0 e—elF4A
325>
184—>
7.2 —» N

Figura 29: interaccion RNA-PROTEINA. Carril 1: marcador peso molecular, carril 2: western
blot con anticuerpo elF4ALl, carril 3: interaccion de pBIC-5 con RRL, carril 4: interaccion de
pBIC-Hsp101+1 con RRL.

Como el IRES del RNAm Hspl01 es de maiz se quiso saber si se
requieren los mismos factores en un sistema vegetal. Para esto se realizd un

ensayo de entrecruzamiento con un extracto de germen de trigo. En la
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flourografia de la figura 30 se muestra la interaccion entre el extracto del
germen de trigo y el IRES de pBIC-5 y pBIC-Hsp101+1 (carriles 3 y 4).
También se observa la identificacion del factor de inicio de la traduccion
elF4A1, con un anticuerpo especifico. La interaccion entre los RNAs de los
IRES pBIC-5 y pBIC-Hsp101+1 con los componentes del germen de trigo,
parecen ser mas inespecifica, ya que se obtiene un mayor numero de bandas
que cuando se realiza la interaccion con RRL. Similarmente, el anticuerpo anti-
elF4A1 es muy inespecifico ya que no detecta exclusivamente a elF4A1, como
cuando se usa con el RRL, sino que aparece un mayor humero de bandas en

el corrimiento del gel.

KDa 1 2 3 4

216—> B

135=—> § ‘e
* i
' o
78 =—p g “
45.7 wpp <+ eIF4A
32.5=p -
184 =—p

7.2 —> I & ‘

Figura 30: Interaccion RNA-PROTEINA en el sistema de germen de trigo (WGE). Carril 1:
marcador de peso molecular; carril 2; western blot con anticuerpo elF4A1; carril 3: interaccion
de pBIC-5 con el WGE; carril 4: interaccion de pBIC-Hsp101+1 con el WGE.
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7 DISCUSION

Los IRES celulares no son similares ni en sus secuencias ni en sus
estructuras secundarias, lo que dificulta delimitar cuél es la secuencia de la
region 5"UTR que forma su regién funcional. Para determinar la estructura de
los RNAs, en especial de los IRES, se utilizan distintos procedimientos como
por ejemplo: la cristalografia (Kieft et al. 2002), la resonancia magnética nuclear
(Lukavsky et al. 2003; Phelan et al. 2004), las pruebas estructurales
enzimaticas y quimicas, asi como los analisis mutacionales (Le Quesne et al.
2001), De igual manera, las posibles estructuras IRES pueden predecirse
usando programas computacionales. El modelo actual sugiere que los IRES
presentan patrones de apareamiento y plegamiento tridimensional que les
permiten interactuar con los factores de inicio de la traduccion. Diferentes
secuencias de los UTR o de los microRNAs también forman estructuras
secundarias muy estables que pueden confundirse con IRES, esto solo si en
plantas los microRNAs se encuentran en el extremo 5"UTR de un gen. Por lo
anterior los IRES putativos deben de ser validados experimentalmente por

medio de las pruebas anteriormente mencionadas.

Un programa muy utilizado para predecir la estructura secundaria de los
RNAs, se basa en un método comparativo el cual examina la covariacion de
varias secuencias homologas para predecir la posicion de la secuencia. Se
considera a la covariacion como el método mas exacto de prediccion de
estructura secundaria, pero requiere de muchas secuencias con estructuras
similares para hacer esto correctamente (Baird et al. 2006; Gutell et al. 2002).
Este método para la prediccion de estructuras terciarias a partir de secuencias
primarias ha sido extensamente usado con los RNAr. La comparacion de las
estructuras secundarias de los RNAr y los datos cristalograficos de los
ribosomas ha mostrado que los programas computacionales
(http://www.rna.icmb.utexas.edu/ANALISYS/COSB2002/) que utilizan este
método poseen una exactitud del 97%, al realizar una correlacion con el
Coeficiente de Correlacion de Matthews (MCC), la cual se basa en comparar
los falsos positivos y los falsos negativos de la estructura predicha

computancionalmente y la obtenida de manera experimental (Gutell et al.
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2002). A pesar de que este método tiene un alto el grado de exactitud, no
puede ser utilizado para determinar la estructura secundaria de todos los IRES,
ya que no hay reportadas muchas estructuras secundarias celulares y virales

que permitan emplearlas para establecer un patron de comparacion.

En el caso de nuestro estudio con el IRES Hsp101 y de otros IRES tanto
celulares como virales, se utilizan otros métodos computacionales basados en
predicciones termodinamicas de estabilidad de la estructura secundaria. Hay
distintos programas que utilizan parametros variables termodindmicos para
predecir el apareamiento de las bases, la sobreposicion de estos
apareamientos y las contribuciones de los vecinos mas cercanos, para calcular
la estructura termodinamicamente mas estable por el método de “energia libre
minima”. El programa mas utilizado para predecir estructuras secundarias de
novo es el Mfold, cuyo valor predictivo ha sido evaluado, tomando como
ejemplo las subunidades ribosomales 16S y del 23S, obteniendo un promedio
del 41% al ser analizado con el Coeficiente de Correlacion de Matthews (Baird
et al. 2006). El mismo programa, en comparacion con el IRES del virus de la
hepatitis C mostré una exactitud de 56% en su estructura secundaria con el
mismo analisis (MCC) (Baird et al. 2006), Por lo tanto, aunque este programa
(Mfold) no es tan exacto como el analisis de covarianza, si nos permite
dilucidar las estructuras secundarias que se forman en el RNA y se recomienda
Su uso ya que es la herramienta mas exacta para predecir la estructura
secundaria hipotética de los IRES de novo. Sin embargo, estas deben de ser

corroboradas experimentalmente.

Los resultados del analisis con el programa Mfold de los fragmentos del
UTR 5 del RNAm de Hsp101 (Figuras 11 a 14) muestran variaciones tanto en
sus estructuras secundarias como en los valores de AG. Se predice que la
estructura secundaria mas compleja es la de pBIC-5, mostrando una estructura
tipo Y que es importante para la funcion en los IRES. Le y Maizal en 1997
obtienen esta conclusion al obtener estructuras tipo Y de manera
bioinforméatica, al comparar los IRES de c-myc, Bip, y FGF. Sin embargo, se
requiere de una comprobacion experimental para asegurar que estas

estructuras son funcionales. A diferencia del IRES pBIC-5, la estructura
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secundaria de pBIC-Hspl01+1 es mas sencilla y estd compuesta por una
estructura de tallo-asa, parecida a la estructura de pBIC-hsp101417. Incluso,
ambas poseen un —-AG muy similar (Fig. 12 y 13). A diferencia de estas
construcciones la pBIC-hsp101450 (Fig. 14), al igual que pBIC-5, muestra una
estructura parecida a Y, una AG de -18.98 Kcal/mol, que es menor al de las
otras construcciones (pBIC-Hsp101+1 y pBIC-hsp101417). La construccidén con
la que se obtuvo la traduccion independiente de cap mas eficiente fue pBIC-
Hspl01+1. Esto nos permite sugerir que los 60 nucleétidos extra de pBIC-5
estarian interfiriendo de una manera negativa con la funcionalidad del IRES de
Hspl01. La construccion pBIC-hspl01417 es muy similar en estructura y en
AG a pBIC-Hspl01+1l. Pese a lo anterior, su eficiencia de traduccion
independiente de cap fué doce veces menor que la de pBIC-Hspl01+1. Este
resultado demuestra que los 17 nucleétidos que se retiraron son indispensables
para la eficiencia traduccional, independientemente de un cambio significativo
en su estructura y estabilidad, por lo que el pequefio cambio hecho en la
estructura de pBIC-Hspl01+1 afecta de una manera negativa para el buen

funcionamiento del IRES.

Si comparamos la eficiencia traduccional de pBIC-hsp101417 con la de
pBIC-hsp101450 no hay un gran cambio en sus niveles de traduccion
independiente de cap, aunque sus estructuras secundarias (Fig. 13y 14) y sus
AG varien mucho (-27.05 y -18.98, respectivamente). Los trabajos realizados
con las regiones 5"UTR de Hsp70, tanto de Drosophila como de Homo sapiens,
muestran un comportamiento similar al del 5 UTR de Hspl0l ya que se
requiere de la totalidad de sus secuencias 5"UTR para que sus IRES inicien la
traduccion de manera independiente de cap. Cuando se les retiran pequefias
secuencias, pierden del 75% al 95% de su funcionalidad (Rubtsova et al. 2003;
Hernandez et al. 2004). Lo anterior indica que las predicciones de estructura
y/o de estabilidad de la molécula no bastan para predecir la funcionalidad de
los IRES. Sin embargo, en el trabajo con Hsp90 de Drosophila se muestra una
estructura secundaria predicha con el mismo programa Mfold la cual posee una
AG de —26.49 Kcal/mol, siendo una estructura sencilla formada por un tallo-asa.

Este IRES puede amortiguar mas eficientemente los cambios en su secuencia,
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ya que al retirar la mitad del extremo UTR 5" la eficiencia de traduccién

independiente de cap disminuye en un 55% (Ahmed y Duncan 2004).

El mensaje de hsp70 de humano ademas de traducirse de una manera
dependiente de IRES, posee una secuencia que es complementaria con el
ribosoma 18S (Yuhe y Schneider 2007), por lo cual puede unirse directamente
a este IRES, lo que no se a observado en los IRES de Hsp70 y Hsp90 de
Drosophila, ni en el Hsp101 de maiz.

Los trabajos realizados con los IRES de los RNAm de las proteinas
HSP, anteriormente mencionados, permiten suponer que al ser de secuencias
nucleotidicas cortas (100-150 nts), se requiere de la totalidad de su region
5'UTR para un buen inicio de la traduccion. Las cuales podrian forman
estructuras secundarias sencillas y altamente estables en donde los cambios

minimos de su estructura afectarian su funcionalidad.

A la fecha no se han descrito factores de inicio de la traduccion o ITAFs
que contribuyan a la funcionalidad del IRES de Hspl101, por lo que se realizé
un entrecruzamiento entre este IRES y extractos protéicos de RRL y de WGE
para identificarlos (Fig. 29 y 30). En el entrecruzamiento se demostro la
interaccion de los RNAs de las construcciones pBIC-5 y pBIC-Hsp101+1 con
una proteina cuyo peso molecular coincide con el elF4A1, la helicasa del RNA.
Ademas, pBIC-Hsp101+1 también reconocid una proteina de alto peso
molecular (220KDa), la cual podria ser elF4G ya que coincide con su peso
molecular. Esta proteina no es reconocida por pBIC-5, por lo que los 60
nucleotidos rio arriba del 5’UTR de Hspl101 podrian interferir con la interaccion
del IRES pBIC-5 y esta proteina la cual posiblemente es elF4G. Esto también
explicaria el aumento en la eficiencia en el inicio de la traduccion de pBIC-
Hspl01+1 al interaccionar directamente elF4G con el IRES vy reclutar la

maguinaria traduccional mas eficientemente.

La interaccion de pBIC-5 y pBIC-Hsp101+1 con el extracto de germen de
trigo es inespecifica mostrando un perfil de unibn mas complejo con ambas

construcciones. Sin embargo, una de las bandas observadas coincide con la de
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elF4A1 (Fig. 30), como ocurrio en el sistema de RRL (Fig. 29). No obstante, en
el sistema WGE no se pudo distinguir la posible interaccién con los factores
elF4G o elFiso4G con pesos moleculares de 220 KDa y de 86 KDa
respectivamente, como ocurrio en la interaccion con RRL, en donde, se
identifico una banda que posiblemente corresponda a elF4G. Cuyo peso
molecular es de 220 KDa, Aunque no fue reconocido por los anticuerpos,
podriamos especular que posiblemente se trate de este factor por su pesos

moleculares. Esto queda por demostrarse.

Cabe mencionar que los entrecruzamientos se realizaron con extractos
proteicos que no fueron tratados con la Lb proteasa, la cual corta a elF4G (Fig.
9) o empobrecidos en elF4E para el caso de RRL, y de elF4E y elFiso4E para
el caso de WGE (Browning 1996), por los cual los resultados obtenidos en los
entrecruzamientos son una mezcla de interacciones en condiciones
dependientes e independientes de cap, por lo cual es necesario repetir los

experimentos Unicamente en condiciones independientes de cap.

¢,Como es que el IRES del RNAmM de Hspl01 podria interaccionar con
los factores elF4G y elF4A1? Hay varios reportes que indican que los IRES
interaccionan con ambos factores de donde se puede inferir cdmo podria
ocurrir con Hspl01. Ciertos virus que poseen IRES producen proteasas que
cortan al factor elF4G (Fig. 9), inhibiendo a la traduccién dependiente de cap
(Haghighat et al., 1996). Al ser cortado el elF4G se pierden los sitios de
interaccion para elF4E y PABP, en consecuencia el elF4G solamente puede
interaccionar con elF4A1 formando un complejo elF4F inactivo. El IRES del
EMCV requiere la region del nacleo de elF4G junto con elF4A (elF4F inactivo)
para formar el complejo 48S. Este complejo se une a un dominio JK del IRES
del EMCV, siendo esta interaccién necesaria para el inicio de la traduccién.
Ademas, elF4Al1 aumenta la afinidad de elF4G por el IRES del EMCV,
aumentando la eficiencia de la traduccion (Lomakin et al. 2000). Varios
picornavirus y otros virus, como el de la polio (PV) y el virus de la fiebre aftosa
(FMDV), producen proteasas que cortan al elF4G separando el sitio de

interaccion para elF4E y la PABP del elF4G, quedando los sitios de interaccion

-52 -



de elF4A y elF3. Los elementos IRES virales contienen secuencias altamente

ordenadas en sus estructuras ya que estas son esenciales para su actividad.

Durante la fase G2/M los RNAm requieren poco o nada del factor elF4F
activo para el reclutamiento del ribosoma, algunos de los elementos IRES
regulados en esta fase son el de la ornitina descarboxilasa, c-myc (Pyronnet et
al. 2000) y la cinasa de proteinas p58 (Cornelis et al., 2000) los cuales de igual
manera pueden requerir elF4F inactivo para su funcionamiento al igual que el
IRES de Hsp101.

Durante la apoptosis, la caspasa 3 corta el elF4GI en células apoptéticas
de linfoma, generando un factor estable elF4Gl de 76 KDa al perder los sitios
de union para PABP y Mnkl, pero conservando los sitios para reconocer a
elF4A, elF3 y elF4E (Bushell et al., 2000). De esta manera se puede iniciar la
traduccion de los RNAmM que poseen IRES.

No se ha reportado cuales son los factores requeridos por los IRES de
Hsp70 del humano ni de Drosophila para el inicio de la traduccién, por lo que
no podriamos anticipar qué otros factores podrian estar interaccionando con el
RNAmM de Hspl01 para iniciar la traduccion. En este trabajo proponemos que
posiblemente elF4Al interacciona con el IRES Hspl01l. Suponemos también
qgue otra proteina que interacciona con el IRES Hspl01, probablemente sea
elF4G (Figura 29 y 30). Sin embargo, se necesitan realizar experimentos de
secuenciacion de las proteinas identificadas, para asegurar que se traten de los
factores propuestos en este trabajo y experimentos de inmunoprecipitacion
para conocer si otros factores de inicio de la traduccion o ITAFs participan en el
inicio de la traduccion de Hsp101. El RNAm de Hsp70 de Drosophila aumenta
su traduccion en condiciones de estrés de calor y durante la apoptosis,
formando complejos 43S, 48S y 80S (Hernandez et al., 2004). Se puede
pensar que su IRES interacciona con elF4A y elF4G, sin hacerlo con elF4E, ya
gue funciona en condiciones independientes de cap, que es cuando elF4F se

encuentra inactivo (sin elF4E).
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8 CONCLUSIONES

La estructura pBIC-5, contiene 60 nucleétidos adicionales al 5"UTR del
RNAmM de Hspl01, los cuales influyen de manera negativa en el inicio de la
traduccion independiente de cap de dicho mensaje.

Se requiere de la secuencia completa 5’UTR para que el inicio de la
traduccion independiente de cap del RNAmM de Hspl0l de maiz alcance la

maxima eficiencia.

Existen proteinas que podrian interaccionar con el IRES de Hspl101 para
el inicio de la traduccion de manera dependiente 6 independiente de cap,

siendo buenos candidatos elF4Ay elF4G.

Por lo anterior se propone el siguiente modelo (Fig. 31), con los posibles
factores requeridos para que el IRES presente en el mensaje de Hsp101 pueda

iniciar la traduccién de una manera independiente de cap.

[\ — b 1

| ¢elFs | : o \ |

S AR, INICIO
ITAFs? / ‘ —  DELA
) ‘ TRADUCCION
& telF4G —h

Hsp101+1

Figura 31: Modelo del inicio de la traduccion de Hspl0l. En el cual se requieren de la
interaccién directa de los factores elF4A y elF4G con el 5 UTR de Hspl01, y en donde
posiblemente participen otros factores de inicio de la traduccion y/o ITAFs que no interaccionan
directamente con el IRES pero si con elF4G y/o elF4A para un 6ptimo inicio de la traduccién de
manera dependiente de cap.
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9 PERSPECTIVAS

Al no ser exacta la prediccion de la estructura secundario por medio de
Mfold, se necesita obtener la estructura secundaria funcional del IRES
Hspl01+1, de manera experimental, por lo que se requiere realizar pruebas
como la Resonancia Magnética Nuclear (RMN), cristalografia con rayos X o
pruebas enzimaticas con RNAsas para cadena sencilla o doble, con el fin de

identificar qué nucledtidos del RNAmM se encuentran apareados y cuales no.

Otro aspecto que se requiere corroborar es si elF4G y elF4A son las
Gnicas proteinas que se unen directamente al IRES Hspl01+1 o hay otras de
tamafos iguales que podrian estar uniéndose en condiciones independientes
de cap, ademas, de saber cudles son los factores de inicio de traduccion y/o
ITAFs que interaccionan con elF4G y/o elF4A y participan en la formacion del

complejo de inicio de la traduccién independiente de cap.

También se necesita saber cudles son las regiones o0 secuencias
nucleotidicas del IRES Hspl01+1 que interaccionan con elF4G y elF4A e
identificar si éstas secuencias se encuentran conservadas en otros RNAs

mensajeros pertenecientes a miembros de las proteinas de choque térmico.
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11 ANEXO

Estructuras secundarias predichas por el programa Mfold (Fig. 12 a 14, 33
a 47), de la regién 5’"UTR deletadas (ver Material y Métodos), de las cuales se
eligieron a las secuencias pBIC-5 (Fig. 11), secuencia control, a la cual se le ha
comprobado actividad IRES y posee una estructura en forma de “Y”. También
se eligio la secuencia HSP101+1 (Fig. 12), ya que no posee los 60 nucle6tidos

extras, que no pertenecen a la region 5’"UTR de hspl101 y posee una estructura

en forma de tallo y hasa. Y se eligieron las secuencias hspAl17 (Fig. 13), que

forma una estructura sencilla de tallo y hasa la cual es muy distinta a la
estructura en forma de “Y” que tiene pBIC-5, y hspA50 (Fig. 14), cuya

estructura cambia de sencilla de tallo y hasa a una estructura mas compleja en

forma de “Y”
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Figura 11: Estructura secundaria del IRES de
la region 5° UTR del RNAm Hspl01. Esta
region de 206 nucledtidos, tiene 60 nts
(subrayados y en negritas) adicionales rio
arriba del sitio +1 de la transcripcion (Fig.
10). ElI AG correspondiente es de -41.64
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Figura 12: Estructura secundaria del
fragmento Hspl101+1 que consta del 5’UTR
completo del RNAm Hspl101 (sin los 60 nts
sobrantes), con un tamafio de 146
nucleodtidos. Su AG es de -27.07 Kcal/mol.
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Figura 33: Estructura secundaria del
fragmento hspl0142 que contiene 144
nucledtidos de la regién 5’"UTR y una AG de
—27.90 Kcal/mol.

Figura 35: Estructura secundaria del
fragmento hsp10148 que contiene 138
nucledtidos de la regiéon 5’UTR y una AG de
—27.60 Kcal/mol.

Figura 34: Estructura secundaria del
fragmento hspl0145 que contiene 141
nucleétidos de la regién 5’"UTR y una AG de
—27.90 Kcal/mol.
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Figura 36: Estructura secundaria del
fragmento hsp101411 que contiene 135
nucleétidos de la region 5’"UTR y una AG de
—27.50 Kcal/mol.
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Figura 37: Estructura secundaria del
fragmento hspl01414 que contiene 132
nucledtidos de la regién 5’UTR y una AG de
—27.50 Kcal/mol.

Figura 38: Estructura secundaria del
fragmento hspl101420 que contiene 126
nucledtidos de la regién 5’UTR y una AG de
—27.50 Kcal/mol.

© ,(/“A“\CE
¢ A
L"A‘ _'/
Tk
L\
o
i v’"‘
Aoy
e
Ah;%;d\;
s
a d’{L u"’\,
Ly
o)
A4
v
3
u\:”{l‘(‘
AN
Y
j R
AI ?A
A‘u\ v!
™,
A
a\—L\
Yro—Aeon,
& R
{ N
5'A‘J f
¥ “A-c c: '3‘“4&//(
Figura 13: Estructura secundaria del

fragmento hspl01417 que contiene 129
nucleétidos de la regién 5’UTR y una AG de
—27.50 Kcal/mol.

Figura 39: Estructura secundaria del
fragmento hsp101423 que contiene 123
nucleodtidos de la regiéon 5’UTR y una AG de
—27.50 Kcal/mol.
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Figura 40: Estructura secundaria del
fragmento hspl101426 que contiene 120
nucledtidos de la region 5’"UTR y una AG de
—26.0 Kcal/mol.

Figura 42: Estructura secundaria del
fragmento hspl101432 que contiene 114
nucledtidos de la regién 5"UTR y una AG de
—25.70 Kcal/mol.

Figura 41: Estructura secundaria del
fragmento hsp101429 que contiene 117
nucleétidos de la region 5’UTR y una AG de
—26.0 Kcal/mol.

Figura 43: Estructura secundaria del
fragmento hsp101435 que contiene 111
nucleodtidos de la region 5’"UTR y una AG de
—24.90 Kcal/mol.
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Figura 44: Estructura secundaria del
fragmento hsp101438 que contiene 108
nucledtidos de la region 5’UTR y una AG de
—22.10 Kcal/mol.

Figura 46: Estructura secundaria del
fragmento hspl01444 que contiene 102
nucledtidos de la regién 5"UTR y una AG de
—22.10 Kcal/mol.

Figura 45: Estructura secundaria del
fragmento hspl01441 que contiene 105
nucleétidos de la region 5’UTR y una AG de
—22.10 Kcal/mol.

Figura 47: Estructura secundaria del
fragmento hspl01447 que contiene 99
nucleodtidos de la regiéon 5’UTR y una AG de
—20.33 Kcal/mol.
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Figura 14: Estructura secundaria del
fragmento hsp101450 que contiene 96

nucledtidos de la region 5’UTR y una AG de
—18.98 Kcal/mol.
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