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l. Introduccion

La sintesis de proteinas o traduccién es el proceso anabodlico mediante el cual se forman las
proteinas a partir de los amino4cidos acorde a la secuencia de codones del mRNA. La
traduccion tiene lugar en los ribosomas del citoplasma celular. Los aminoécidos son
transportados por el RNA de transferencia (tRNA) y son llevados hasta el RNA mensajero
(mRNA), en dénde se aparean por complementariedad de bases. Una vez finalizada la
sintesis de una proteina, el mMRNA puede ser leido de nuevo.

El inicio de la traduccidbn en plantas requiere el reconocimiento de la estructura cap
(‘mGpppN) presente en los MRNAs por cualquiera de las proteinas elF4E o elF(iso)4E, que
forman parte de los complejos heterotriméricos elF4F y elF(iso)4F, respectivamente. En otros
organismos la actividad del complejo elF4F esta regulada por estimulos fisiolégicos a través
de reguladores negativos que unen al factor elF4E (4E-BPs) mediante una secuencia
YXXXXLD (donde X es cualquier aminoécido y @ un aminoacido hidrofébico) e inhiben la
formacion del complejo elF4F. Actualmente, se han identificado multiples proteinas diferentes
de las 4E-BPs que pueden o no usar la secuencia comun de enlace a elF4E y participan en la
regulacion traduccional de mensajeros especificos (Revisado por Gingras et al. 2004).
Recientemente, Joshi y colaboradores (2005) sugirieron una agrupacion de elF4E en tres
clases acorde a la conservacion de los residuos localizados en la posicién equivalente a trp43
y trp56 de elF4E1 humano en mas de 200 especies (Joshi et al. 2005). La clase 1
corresponde a elF4E1, contiene el residuo triptéfano en todas las posiciones. La clase 2
corresponde a elF4E2, posee un residuo de tirosina en lugar de triptéfano en la posicién 43 y
un residuo hidrofébico (phe o leu) en la posicion 56. La clase 3 corresponde a elF4E3
contiene un residuo de triptéfano en la posicion 43 y un residuo de cisteina/tirosina en lugar
de triptéfano en la posicion 56. Los factores elF4E y elF(iso)4E de plantas pertenecen a la

clase 1.



En estudios anteriores en maiz, se encontré que, en estado quiescente del eje embrionario,
los niveles del factor elF(iso)4E son mayores en comparacion con elF4E y durante la
germinacion los niveles de elF4E aumentan a partir de las 12 horas, hasta alcanzar niveles
iguales a elF(iso)4E. La proporcion de estos factores pareciera regular la traduccion selectiva
de mRNAs en este proceso (Dinkova et al. 2000 y Sanchez de Jiménez, 1997). Hasta el
momento, no se han identificado proteinas tipo 4E-BPs que se unan a las isoformas de elF4E
en plantas y regulen el inicio de la traduccién. Sin embargo, se han identificado proteinas que
interaccionan con las distintas isoformas del factor elF4E en Arabidopsis thaliana mediante
analisis de doble hibrido (Freire et al. 2000; Freire, 2005). En estos trabajos se encontrd que
la Lipoxigenasa 2 cloroplastica (AtLOX2) y una proteina similar al factor asociado al
polipéptido naciente (AtBTF3) unen a elF4E/elF(iso)4E mediante una secuencia similar al de
los 4E-BPs. Sin embargo, no se conoce su papel in vivo. Basado en los antecedentes
anteriores, se plantea que en las plantas existen proteinas probablemente reguladoras que
interaccionan con elF4F y elF(iso)4F formando diferentes complejos de regulacion del inicio
de la traduccion.

En este trabajo se utilizé el modelo de germinacion de ejes embrionarios de maiz, ya que en
esta etapa la sintesis de proteinas de novo es muy activa y esta altamente regulada por los
complejos elF4F y elF(iso)4F. El objetivo de este trabajo fue la identificacion de proteinas de
unién a los complejos elF4F y elF(iso)4F, diferencidndose estas por las etapas seleccionadas

[en ejes quiescentes elF(iso)4F y en ejes germinados elF4F/ elF(iso)4F].



Il. RESUMEN

La traduccién es uno de los procesos metabdlicos mas importantes en los seres vivos, ya
gue permite sintetizar los polipéptidos acorde a la secuencia de codones del mMRNA para
producir proteinas que asumen funciones muy variadas tales como: de reserva, para
reconocimiento de sefiales, transporte, cataliticos, estructurales, movimiento, regulatorios, etc.
Los estudios sobre regulacién traduccional en eucariontes estan bien documentados y se

reporta que dicha regulacion se da preferentemente a nivel del inicio de la traduccion.

El inicio de la traduccidon en plantas requiere el reconocimiento de la estructura cap
(m’GpppN) presente en los mRNAs, por cualquiera de los factores de iniciacién elF4E o
elF(iso)4E, que forman parte de los complejos heterotriméricos elF4F y elF(iso)4F
respectivamente (Browning. 2004). El complejo elF4F/elF(iso)4F esta formado ademas de
elFAE o elF(iso)4E, por el factor elF4A, una helicasa dependiente de ATP que desenrolla
estructuras secundarias en el extremo 5, y el factor elF4G o elF(is0)4G, una proteina de
anclaje que se une a varios factores (elF4E, elF4A ,elF3) y a la proteina PABP de enlace a la
cola de poli(A). La actividad del complejo elF4F esta regulada por estimulos fisioldgicos a
través de reguladores negativos que unen al factor elF4E (4E-BPs) mediante una secuencia
YXXXXLD (donde X es cualquier aminoécido y @ un aminoacido hidrofébico) e inhiben la
formacion del complejo elF4F. En el maiz, el factor elF(iso)4E es mas abundante, en
comparacion con elF4E, en el estado quiescente del eje embrionario. Durante la germinacion
los niveles de elF4E aumentan a partir de las 12 horas hasta alcanzar niveles iguales a

elF(iso)4E a las 24 horas de germinacion (Fig. 3; Dinkova y Sanchez de Jiménez, 1999).

Con el fin de identificar, en este estudio a proteinas que se unen a elF4F y elF(iso)4F, se
obtuvieron los complejos elF4F/elF(iso)4F de ejes embrionario de maiz de 0 y de 24 h de

germinacién, mediante cromatografia de afinidad con ‘mGTP-Sefarosa. Los complejos



elF4F/elFiso4F y las proteinas que interaccionan con estos, fueron obtenidas especificamente
con m’GTP en 5 fracciones de 400 uL (F1, F2, F3, F4, F5)., que se resolvieron mediante gel
de poliacrilamida en electroforesis SDS-PAGE y se tifieron con plata para el andlisis de
bandas diferenciales de proteinas en ambos estados de desarrollo del eje y su identificacion
por espectrometria de masas (LC/MS/MS). En el andlisis se encontr6 que durante la elucién
de los complejos de ejes de 0 h, el complejo elF(iso)4F se localiza preferentemente en las
primeras 3 fracciones (F1°, F2°, F3%); mientras que, en las Gltimas 2 fracciones (F4°, F5°)
aparece preferentemente el complejo elF4F. A 24 horas, el comportamiento de la elucién es
diferente; en este caso ambos factores eluyen igualmente en F1%4, F2?*, F3%* F4?* y F5%,
Este comportamiento permitié elegir bandas diferenciales a 0 h e identificar las proteinas en

cada fraccion, en la que un complejo [elF4F o elF(iso)4F] se encuentra enriquecido.

Entre las proteinas identificadas a 0 h de germinacion sobresalen dos proteinas de choque
térmico ZmHSP101 y ZmHSP70; asi como ZmLEAFBLADELESS, una proteina involucrada en
el mecanismo del silenciamiento por RNAs pequefios (RNAI). Otras proteinas como ZmLOX1,
ZmCBP80, ZmelF4A y ZmeEF1A fueron identificadas en ambos estadios de germinacion.
Las proteinas ZmLOX1, ZmLEAFBLADELESS y ZmHSP70 muestran una secuencia similar a
las proteinas de unidn a elF4E y estos podrian regular la formacion del complejo elF(iso)4F,
mediante la interacciébn con elF(iso)4E. Esto indica que los complejos elF4F/elF(iso)4F
podrian estar interactuando con diferentes proteinas para regular el inicio de la traduccién.

Los resultados obtenidos permiten concluir que:

1. En los ejes embrionarios quiescentes (0 h) y germinados (24 h) de maiz se identificaron
proteinas que co-eluyen con los complejos elF4F y elF(iso)4F de forma diferencial.

2. HSP101 co-eluye especificamente con los complejos elF4F/elF(iso)4F.



[1l. Antecedentes

l1l.1 La germinaciéon del maiz

El proceso de germinacion es esencialmente la reiniciacion del crecimiento del embrién una
vez superado el periodo de latencia y cuando las condiciones de temperatura, luz,
disponibilidad de oxigeno y agua son las adecuadas. Este proceso consta de multiples
estadios y requiere la expresion coordinada de numerosos genes, en diferentes tejidos.
Ademas, debido a las diferentes funciones de los tejidos de las semillas y los distintos
procesos bioquimicos, se espera que la traduccién de los transcritos esenciales para la
germinacion sea regulada de manera coordinada, tanto espacial, como temporalmente.

La germinacién comienza con la toma de agua por la semilla (imbibicién) y finaliza cuando
emerge la radicula (Bewley; 1997). Durante la imbibicion, la semilla en estado quiescente
rapidamente activa su metabolismo. La respiracién, actividad enzimatica y sintesis proteica
son actividades fundamentales restablecidas durante la germinacion y es un prerrequisito
para el crecimiento de una plantula. Las enzimas hidroliticas se secretan del epitelio escutelar
y la capa de aleurona, y catalizan la despolimerizacion del almidon, asi como de las reservas
proteicas, y sus productos son absorbidos por el embrion y utilizados en los procesos
bioguimicos. Uno de los procesos importantes durante la germinacién es la sintesis de
proteinas y RNA. Estos se reactivan durante la germinacion y son un prerequisito fundamental

para la emergencia de la radicula (Potokina et al. 2002).



[11.1.1 Estructura y funcion de la semilla.

Las semillas proceden de los primordios o rudimentos seminales de la flor, una vez
fecundadas y maduras. Su funcion es dar sustento al embrion en desarrollo, proteccion y
dispersion de la especie a la que pertenece. La semilla consta esencialmente de embrién
(formado por un eje embrionario y uno, dos o varios cotiledones), una provision de reservas
nutritivas, que pueden almacenarse en un tejido especializado (alboumen o endospermo) o en

el propio embrion, y una cubierta seminal que recubre y protege a ambos (Moore, et al.1998,

Fig. 1).
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Figura 1. Estructura de distintos tipos de semillas. (Arriba) Semillas de ricino (Ricinus
communis), con abundante endospermo que envuelve a los dos cotiledones. (Medio) Semilla
de frijol (Phaseolus vulgaris) mostrando los dos grandes cotiledones que absorben el
endospermo antes de la germinacion. (Abajo) Semilla de maiz (Zea mays) diferente a las
anteriores; el unico cotiledon que posee es una estructura que absorbe el endospermo
denominado escutelo (Moore, et al.1998).



Para que la semilla cumpla con su ciclo, es necesario que el embrién se transforme en una
plantula, que sea capaz de valerse por si misma vy, finalmente, convertirse en una planta
adulta. Todo ello comprende una serie de procesos metabdlicos y morfogenéticos cuyo

resultado final es la germinacién de las semillas (Bewley, 1997).

l11.1.2 El proceso de germinacion

Para que el proceso de recuperacion de la actividad biolégica por parte de la semilla tenga
lugar, es necesario que se de una serie de condiciones ambientales favorables como son: un
sustrato humedo, suficiente disponibilidad de oxigeno que permita la respiracion aerobia y una
temperatura adecuada, para que los distintos procesos metabdlicos en el desarrollo de la
plantula tengan lugar. La absorcién de agua por la semilla desencadena una secuencia de
cambios metabdlicos que incluyen la respiraciéon, la sintesis proteica y la movilizaciéon de
reservas. A su vez, la division y el alargamiento celular en el embrion provocan la rotura de las
cubiertas seminales; la que generalmente, se produce por la emergencia de la radicula.
Cuando una semilla germina, en la mayoria de las especies la primera estructura que emerge

después de la rehidratacion de los diferentes tejidos es la radicula.

En el proceso de germinacion podemos distinguir tres fases (Fig. 2): Fase | de hidratacién:
La absorcion de agua es el primer paso de la germinacion, sin el cual el proceso no puede
darse. Durante esta fase se produce una intensa absorcion de agua por parte de los distintos
tejidos que forman la semilla. Dicho incremento va acompafado de un aumento proporcional
en la actividad respiratoria. Fase |l de germinacién: Representa el verdadero proceso de la
germinacién. En ella, se producen las transformaciones metabdlicas, necesarias para el
correcto desarrollo de la plantula. En esta fase, la absorcion de agua se reduce

considerablemente, llegando incluso a detenerse. Fase Ill de crecimiento: Es la ultima fase



de la germinacion y se asocia con la emergencia de la radicula (cambio morfolégico visible).
Esta fase se caracteriza porque la absorcidbn de agua vuelve a aumentar, asi como la

actividad respiratoria (Bewley, 1997).
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Figura 2. Eventos fisicos, biogquimicos y moleculares durante la germinacion. Los
procesos metabdlicos mas estudiados en relacion a la germinacion son la respiracion y la
movilizacion de las sustancias de reserva (Tomado de Lane., 1991)



l11.1.3 La respiracion.

Tres rutas metabdlicas: glucdlisis, ciclo de las pentosas y ciclo de Krebs son funcionales en
las semillas embebidas (Ehrenshaft y Brambl, 1990; Attucci et al. 1991). Estas tres rutas
producirdn intermediarios del metabolismo vegetal, asi como considerables cantidades de
energia y poder reductor. Uno de los procesos mas importantes durante la germinacion es la
respiracion; donde los electrones de los equivalentes reducidos NADH y FADH obtenidos de
la glucdlisis, ciclo de las pentosas y ciclo de Krebs, son transferidos al oxigeno molecular
(Fosforilacion oxidativa). El objetivo principal del proceso respiratorio es la formacion de ATP,
necesario para la intensa actividad metabdlica que tiene lugar durante la germinacion. La
semilla seca muestra una escasa actividad respiratoria, aumentando el consumo de O,
después de iniciada la imbibicién. A partir de este momento, el proceso respiratorio de las
semillas puede dividirse en cuatro fases: La fase | se caracteriza por un rapido incremento en
la respiracion que, generalmente, se produce antes de transcurridas 12 h desde el inicio de la
imbibiciéon. El aumento en la actividad respiratoria es proporcional a la hidratacion de los
tejidos de la semilla. Posiblemente, el principal sustrato utilizado en ésta fase es la sacarosa.
En la fase IlI, la actividad respiratoria se estabiliza entre las 12 y 24 h desde el inicio de la
imbibicién. Probablemente las cubiertas seminales, que todavia permanecen intactas, limitan
la entrada de O,. La eliminacion de la testa puede acortar o anular esta fase. Fase lll: Se
produce un segundo incremento en la actividad respiratoria, que se asocia a la mayor
disponibilidad de O,, como consecuencia de la ruptura de la testa producida por la emergencia
de la radicula. (Fig. 2). Otro factor que contribuye a ese aumento es la actividad de las
mitocondrias, recientemente divididas en las células del eje embrionario (Morohashi, 1981). En
la dltima fase, la IV, tiene lugar una acusada disminucion de la respiracién, que coincide con la
desintegracion de los cotiledones, después de que han exportado las reservas almacenadas

(Bewley., 1997).



[11.1.4 El Movimiento de reservas.

Las semillas contienen cantidades relativamente importantes de reservas alimenticias que
permitiran el crecimiento y el desarrollo de la plantula hasta que esta sea capaz de
alimentarse por si misma. Estas reservas se encuentran, en su mayor parte, formando
cuerpos intracelulares que contienen lipidos, proteinas, carbohidratos y compuestos
inorganicos. La movilizacién de las reservas requiere un proceso previo de hidrélisis para
liberar los compuestos de menor peso molecular, que pueden ser utilizados durante el
crecimiento inicial de la plantula. Ademas, en muchos casos, los productos de la hidrdlisis
sufren una serie de transformaciones metabdlicas antes de ser transportados al eje
embrionario en desarrollo. Los compuestos de reserva pueden estar almacenados en el
embrién (cotiledones) o en tejidos extraembrionarios, principalmente, en el endospermo. Al
iniciarse la germinacion de las semillas, y cuando las células estan suficientemente
hidratadas, se produce una activacion de la sintesis proteica y, por lo tanto, la formacion de

enzimas hidroliticas que son las que promueven la movilizacion de las sustancias de reserva.

[11.1.5 La terminacion de la germinacion

Con algunas excepciones, la protrusién de la radicula a través de las estructuras circundantes
del embrién es el evento que marca la terminacion de la germinacion y el comienzo del
establecimiento de una nueva plantula; esta protrusion puede o no estar acompafada por
division celular (Bewley, 1997).

No se conoce cudles son los eventos especificos necesarios para que comience la protrusion
de la radicula, pero se ha sugerido que pueden ser la combinacion de los siguientes
fendmenos fisiologicos: (1) por disminucién del potencial osmaético en las células de la
radicula como resultado de la acumulacién del soluto, de forma tal que se incrementa la

absorcién de agua, que resulta en un incremento en la presion de turgencia que promueve la
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elongacion celular; (2) la relajacion de las paredes celulares de la radicula mediante las
enzimas que participan en el metabolismo de la pared celular, lo que también resultaria en un
incremento del tejido; (3) el incremento del tejido es debido a que las estructuras que rodean
la radicula se debilitan por hidrélisis.

l11.1.6 La sintesis de DNA durante la germinacion.

En etapas tempranas de la germinacion se inicia la sintesis de DNA, que es principalmente de
tipo reparativo, en la cual se sustituyen el DNA nuclear y organelar que se encuentran
dafados durante la maduracion, la deshidratacion y almacenamiento de semillas (Osborne et
al. 1986, Fig. 2). Puesto que no hay un cambio significativo en el contenido de ADN total de
los embriones, se sugiere que el nimero de nuevas células, resultado de la division celular, es
pequefio en comparacion con el numero total de células dentro del embrion (Logan et al.
2001).

l11.1.7 La sintesis de proteinas y RNA durante la germinacion.

Todos los componentes de la maquinaria traduccional se encuentran presentes en las células
del eje embrionario, o que permite que los mMRNAs almacenados y residuales en las células
puedan ser traducidos a los pocos minutos de iniciar la imbibicion (Cremer, 1990). Los
mensajes son MRNAs que provienen de algunos procesos previos del desarrollo de la semilla
(Lane, 1991). Algunos de estos codifican para proteinas importantes en la maduracién y en la
desecacion, como las proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant proteins), que
transitoriamente pueden ser traducidos hasta que los procesos de degradacion se activen.
Los mensajes almacenados se sintetizan durante el desarrollo de la semilla para que estén
disponibles al momento de la hidrataciéon y, por lo tanto, sean rapidamente traducidos a
proteinas que participaran activamente en el proceso germinativo. Tal es el caso de las
enzimas esenciales para el metabolismo intermedio y de las proteinas necesarias para que la

germinacion tenga exité y alcance la protrusion de la radicula (Beltran-Pena et al; 1995). La
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forma en que los mMRNAs almacenados se mantienen integros en la semilla seca no se
conoce, aunque algunos reportes dicen que estos mensajes estan asociados a complejos
ribonucleoproteicos (Bewley, 1997). A medida que la germinacién procede, la sintesis de
proteinas se hace dependiente de nuevos transcritos (Bewley, 1987, Fig. 2). El proceso de
sintesis proteica involucra la participacién de diversas proteinas, necesarias para la regulacion
de la maquinaria traduccional presente en el eje embrionario; esta maquinaria seleccionara los
mensajes para su decodificacion a proteinas que seran indispensables durante de
germinacion y el posterior establecimiento de una plantula.

l1l.2 El proceso de sintesis proteica

La traduccion es uno de los procesos metabdélicos mas importantes en los seres vivos, ya que
permite sintetizar los polipéptidos acorde a la secuencia de codones del mRNA, para producir
proteinas que asumen funciones muy variadas, tales como: reserva, para reconocimiento de
sefiales, transporte, enzimatico, estructural, movimiento, regulatorio, etc. La eficiencia
traduccional se define como la velocidad de sintesis del polipéptido a partir de cada unidad de
MRNA por unidad de tiempo. Los niveles de sintesis proteica estan determinados no sélo por
la abundancia de mensajes en el citoplasma, sino también por la habilidad de los transcritos
para ser exitosamente traducidos. Esta capacidad estd mediada por factores en trans, los
cuales son proteinas o RNAs regulatorios sintetizados en diferentes condiciones como:
desarrollo, presencia de nutrientes, enfermedad y estrés (Bewley, 1997). Estos factores
reconocen elementos en cis que son secuencias regulatorias propias del mRNA. Entre estos
elementos se encuentran la estructura cap (m’GpppN; donde m’ es el grupo metiloy N es
cualquier nucleétido; Fig. 3A) en el extremo 57, una cola de poli(A) en el extremo 3’ del mMRNA
y las regiones no traducibles 5’UTR y 3'UTR, en la que pueden encontrarse estructuras
secundarias que bloguean la traducciéon (Gebauer, 2004); secuencias de entrada interna del

ribosoma (IRES) que llevan a una traduccion independiente de cap, o marcos de lectura rio
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arriba (UORFs) del marco abierto de lectura (ORF) principal del mRNA que funcionan
normalmente como reguladores negativos, reduciendo la traduccion del marco de lectura

principal (Fig. 4B).

Figura 3. Elementos que influyen en la eficiencia de la traduccién. A) Estructura cap
(m’GpppN) en el extremo 5 de mRNA ; al menos en todos los organismos eucariontes existe
un residuo de guanina modificado en un enlace 5- 5" con el dltimo nucleétido; B) Otros
elementos regulatorios: los 6valos en verde simbolizan sitios de enlace a proteinas o RNAs
reguladores, los cuales usualmente inhiben la traduccién, pero ocasionalmente la promueven .

La traduccion se divide en tres fases cinéticas: iniciacion (reclutamiento del mRNA al
ribosoma), elongacién (sintesis de la cadena polipeptidica) y terminacion (liberacién de la
cadena polipeptidica). Mientras que la elongacién y terminacién son asistidas por un grupo
limitado de factores de regulacién, el inicio de la traduccién en organismos eucariontes es

asistido al menos por 12 factores de iniciacion (Tabla 1) y por la hidrélisis de ATP.
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Tabla 1. Factores involucrados en el inicio de la traduccién en los tres dominios:
Eukarya, Bacteria y Archae.

Factor Factor Factor
Eukarya | Bacteria Archae Funcion
elF1 IF3 a-elF1 Fidelidad para del reconocimiento de AUG
elF1A IF1 a-elF1A Facilita que el met-tRNA™ se enlace con la subunidad ribosomal
pequefia
elF2 a-elF2 Une la met-tRNA™ a la subunidad 40S; GTPasa
elF2B Factor intercambiador de GTP para el elF2
elF3 Promueve la unién de met-tRNA™ y el mRNA a la subunidad 40S
elF4A a-elF4A Helicasa con caja DEAD
elF4B Promueve la actividad de helicasa del elF4A
elFAE Proteina de enlace a cap (m'GpppN)
elFAF Complejo de elFs (elF4A, elF4E, elFAG ) que enlaza a cap
elFAG Proteina multidominios que actlia como plataforma para la interaccion con
otros factores
elF4B Funcion similar al elF4B
elF5 Ayuda al reconocimiento del AUG y promueve la actividad GTPasa del
elF2
elF5B IF2 a-elF5B Ayuda la unién de la subunidad ribosomal grande con la pequefia; en

procariontes se une a met-tRNA™"
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[11.2.1 El inicio de la traduccion.

El primer paso del reclutamiento del mRNA a los ribosomas es la union del complejo
heterotrimérico elF4F con el extremo 5°cap del mRNA. Este complejo esta formado por el
factor elF4E, el Gnico factor que tiene la capacidad de reconocer la estructura m’GpppN en el
extremo 5  del mRNA; el factor elF4A, una helicasa dependiente de ATP que desenrolla
estructuras secundaria en el extremo 5’; el factor elF4G, una proteina de anclaje que se une a
varios factores (elF4E, elF4A y elF3) y la proteina PABP de enlace a la cola de poli(A) (Acker
et al., 2008). Esto permite la circularizacién del mRNA, facilitando el reciclaje de la maquinaria
traduccional y haciendo mas eficiente la sintesis proteica (Fig. 4). El segundo paso es la
union del complejo de preiniciacion 43S, que estd compuesto por la subunidad ribosomal
pequeia 40S, el factor elF3 y el complejo ternario constituido por el factor elF2 acoplado a
GTP y met-tRNA'. Este complejo de preiniciacién reconoce al mRNA mediado por la unién de
elF3 a la subunidad elF4G del complejo elF4F. Una vez colocado el complejo de preiniciacion
en el mMRNA,; este hace un escaneo en direccion 5" a 3" a lo largo del mensaje hasta encontrar
el coddn de inicio (AUG), asistido por elF1 y elF1A. La iniciacidon concluye con la union de la
subunidad ribosomal 60S para formar el complejo de iniciacion competente 80S, que cataliza
la formacién del primer enlace péptidico. Este evento es asistido por el factor elF5B que
dispara la hidrolisis de GTP unido a elF2, una vez que se ha reconocido el codén de inicio

(AUG).
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Figura 4. Formacion de mRNA circular mediante interacciones entre proteinas que
forman un puente entre los extremos 5 y 3°. La proteina de unién a poli(A)(PABP)
interacciona con la cola de poli(A) 3" sobre un mMRNA eucarionte y con las subunidades del
factor elF4F, unidas a m’GpppN y 40S (Adaptado de Gebauer; 2004).

El reconocimiento del cap por elF4E ocurre mediante interacciones w-rt de la base purica entre
dos triptéfanos conservados (trp56 y trp102 en humano). Esta interaccion es estabilizada por
puentes de hidrégeno e interacciones de van der Waals con otros residuos conservados. El
trp166 reconoce la presencia del grupo N’-metil de la estructura cap (Fig. 5; Marcotrigiano,
1997). Aungue el proceso de traduccion es similar en todos los eucariontes, hay diferencias
en mamiferos, plantas y levaduras con respecto a los factores del inicio de la traduccién. Una
de las diferencias mas relevantes se ha encontrado, precisamente, en el factor elF4E, que
reconoce al cap. En plantas existen isoformas de elF4E y elF4G, que forman dos complejos

antigénicamente distintos, elF4F y elFiso4F (Browning, 2004).
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Figura 5. Estructura de m’GDP unido a elF4E resuelta mediante rayos X. Se muestran los
residuos involucrados en la interaccién con la estructura cap. Los enlaces de hidrogeno,
interacciones de van der Waals, asi como los puentes salinos, son representados con lineas
punteadas. Las argininas 112 y 157, asi como la lisina 162, son residuos positivos que
estabilizan la carga negativa de los fosfatos. Las tres moléculas de agua son representadas
con esferas negras (Marcotrigiano et al; 1997).

111.2.2 Descripcion de algunos factores que regulan el inicio de la traduccion.

[11.2.2.1 El factor elF4E

La secuenciacion de genomas ha mostrado varios genes relacionados con la familia elF4E en
diferentes organismos. La secuencia de aminoacidos de elF4E es conservada en todos los
eucariontes. Tres miembros se han descrito en mamiferos (Joshi et al. 2004), ocho en
Drosophila melanogaster (Hernandez et al. 2005), s6lo uno en Saccharomyces cerevisiae y

cinco en el nematodo Caenorhabditis elegans (Keiper et al. 2000). De los miembros descritos
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en C. elegans, IFE-3, es mas similar a elF4E-1 de humano (47% de identidad) y es requerido
para la viabilidad embriogénica, y se une a cap’s monometilados. IFE-1, IFE-2 e IFE-5 estan
relacionados entre si (57-80% de identidad), unen a cap’s trimetilados y, al menos uno, es
requerido para la viabilidad. El FE-4 so6lo se une a cap’s monometilados y no es requerido
para la viabilidad (Keiper 2000). El IFE-4 es similar al nuevo miembro de elF4E en humano
llamado 4EHP, que puede unir a cap, pero no interacciona con elF4G y, de este modo, no
parece ser un homologo funcional de elF4E (Gingras, 1999). El IFE-4 y la 4EHP son similares
a un miembro de elF4E en plantas llamado nCBP. Las plantas superiores poseen ademas dos
formas llamadas elF(iso)4E y elF4E que participan en la traduccion de mRNAs y unen a dos
proteinas diferentes, elF(is0)4G y elF4G. Estos hallazgos indican que formas analogas de
elF4E abundan en la mayoria de los eucariontes excepto en la levadura (Gingras 1999).
[11.2.2.1.1 Conservacion de la secuencia de elF4E

La estructura de la proteina elF4E se ha conservado a través de la evolucion. Un dominio bien
conservado en el C-terminal de aproximadamente 170 aminoacidos que comprende 8
triptofanos es suficiente para el reconocimiento de cap, enlace a elF4G y estimulacion de la
traduccién dependiente de cap (Marcotrigiano, 1997). Las proteinas mas semejantes a elF4E1
de mamiferos son las proteinas principales de unién a cap, mientras que el rol de las otras
proteinas tipo elF4E es especifico y no es bien entendido en la actualidad.

La importancia universal de elF4E se deduce de la conservacion alta de la secuencia de
aminoacidos en eucariontes superiores e inferiores (Fig. 6) y la letalidad de la falta de elF4E
en S. cerevisiae, que puede ser rescatada por cualquiera de las proteinas tipo elF4E1 de
plantas, protozoarios 0 animales. La secuencia proteica es mas divergente en el N-terminal;
en elF4E de Drosophila, el N-terminal se extiende 35 aminoacidos y una segunda forma de

Xenopus laevis tiene 18 amino acidos duplicados en el amino terminal (Gingras 1999).
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I11.2.2.1.2 Clasificacion de los miembros de la familia elF4E

Recientemente, Joshi y colaboradores (2005) sugirieron una agrupacion de elF4E en tres
clases, al comparar los residuos localizados en la posicibn equivalente a trp43 y trp56 de
elF4E1 humano en mas de 200 especies. Asi, la clase 1 corresponde a elF4E1 que contiene
el residuo triptéfano en ambas posiciones. La clase 2 corresponde a elF4E2 que posee un
residuo de tirosina en lugar de triptéfano en la posicion 43 y un residuo hidrofobico (fen o leu)
en la posicién 56. La clase 3 que incluye a elF4E3, contiene un residuo de triptéfano en la
posicion 43 y un residuo de cisteina/tirosina en lugar de triptéfano en la posicién 56.

Los miembros de la clase 1 presentes en especies de Viridiplantae, metazoarios y Fungi
muestran una identidad de ~35-40 % y una similitud de ~60-65% entre ellos. En esta clase se
pueden encontrar dos miembros en Viridiplantae [elF4E y elF(iso)4E]. Aparentemente estan
presentes en todos los eucariontes (Fig. 6). Los miembros de la clase 2 incluyen a elF4E-2
(4E-HP; IFE-4) de metazoarios y nCBP de Viridiplantae. Las proteinas de esta clase muestran
aproximadamente un 50% de identidad y 70 — 80% de similitud entre si, y poseen de un 30 ~
35% de identidad y 60 — 65% de similitud con los miembros de clase 1. Miembros de esta
clase pueden ser identificados en metazoarios, Viridiplantae y Hongos (Fig. 6). Los miembros
de la clase 3 poseen un residuo de trp equivalente a trp-43 de H. sapiens pero llevan una
substitucién por cys/tyr relativa a trp-56 de elF4E-1 de H. sapiens. Estas proteinas muestran
~25 — 30% de identidad y ~40 — 55% de similitud con los miembros de clase 1y la clase 2.
Los miembros de la clase 3 aparecen esporadicamente en metazoarios, siendo encontrado en
Cindaria (Hydra), en algunos moluscos (Crassostrea virginica) y algunos insectos y aracnidos

(Fig. 6; Joshi et al. 2005).
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Fig. 6 Alineamiento de secuencia de aminoacidos y comparacién de las regiones
conservadas de miembros de la familia de elF4E de diferentes grupos taxondmicos.
Clase | en azul; clase Il en verde y clase 1l en rojo. En negro los miembros que no pueden ser
correctamente clasificados dentro de la familia. ElI grupo taxonémico se representa de la
siguiente manera: matazoa con diamantes, fungi con cuadros, viridiplantae con triangulos y
los protistas con circulos. La secuencia conservada (S/T) VxxFW, representada en rosa, es
responsable de la interaccion con elF4AG y 4E-BP. Los tript6fanos 56, 102 y 166
representados en verde interactian con la estructura cap.

111.2.2.1.3 elF4E y su exportacién nuclear.

Alrededor del 68% del elF4E se encuentra en el nucleo, en sitios conocidos como cuerpos
nucleares, en donde participan en la exportacion de un grupo de mRNAs, gque contiene una
estructura que se le da el nombre de elemento sensible a elF4E (Culjkovic et al. 2007). El
elF4E entra al nlcleo cuando se une a la proteina de unién a elF4E, conocida como 4E-T
(Dostie et al. 2000). Una vez en el nucleo se une a cap e inhibe la exportacion de mRNAs.
Alrededor de 200 proteinas homeodominio contienen sitios potenciales de union a elF4E y se

ha sugerido que estas proteinas podrian jugar un papel en la regulacién de elF4E; por tanto,
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cada interaccion podria ser involucrada en crecimiento celular, diferenciacion y desarrollo
(Culjkovic et al. 2007).

111.2.2.1.4 Degradacion de elF4E

El elF4AE estd sujeto a ubiquitinacion en la lisina 159 y posterior degradacion por el
proteasoma. El elF4E ubiquitinado todavia une a cap, pero su fosforilacion y su unién a elF4G

estan reducidos (Othumpangat et al., 2005; Murata y Shimotohno, 2006)

[11.2.2.2 El factor elF4G.

El factor de iniciacion elF4G se obtuvo y se cloné de diferentes especies, incluyendo S.
cerevisiae y S. pombe (Goyer et al. 1993), D. melanogaster (Zapata et al. 1994), T. aestivum
(Browning, 1996) y H. sapiens (Gradi et al. 1998; Yan et al. 1992). Hay dos isoformas en trigo
[eIFAG y elF(is0)4G], levadura (TIF4631 y TIF4632) y humano (elF4GI y elF4GIl). El elF4GI
es el miembro prototipo de la familia. Estos factores estan moderadamente conservados (46%
de identidad en humano y 53% en levadura) y comparten actividad bioquimica similar. (Gallie
y Browning, 2001; Tarun et al. 1996). La familia de elF4G también comprende proteinas
consevadas en la parte del C-terminal de elF4G1. Por ejemplo, la proteina de mamiferos
p97/NAT1/DAP-5 (30% de homologia con elF4GIl) fue estudiada independientemente por tres
diferentes grupos, encontrandose una expresion ubicua y abundante en tejidos y lineas
celulares (Yamanaka et al. 1997). La proteina p97/NAT1/DAP-5 carece de una regiéon en el
amino terminal del elF4G que contiene el sitio de enlace a poli(A) y a elF4E, pero posee
dominios de interaccion con elF3 y elF4A. La sobre-expresion de p97/NAT1/DAP-5 en células
Hela, resulta en la inhibicién de la sintesis proteica, sugiriendo que esta proteina funciona
como un regulador negativo de la traduccién (Imataka et al. 1997; Yamanaka et al. 1997). Sin
embargo, en reportes recientes se ha descrito que DAP-5 se produce por traduccion
independiente de cap y que la proteina podria promover la entrada del aparato traduccional a

sitios de entrada interna del ribosoma (IRES) afines a esta (Henis-Korenblit et al. 2000). Otras
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dos proteinas con una modesta identidad de secuencia con el domino central de elF4G1, que
pueden unir a elF4A in vitro son: La proteina de union a poli(A) y la secuencia del amino
terminal de DUG (por death-upregulated gene) (Goke et al. 2002).

[11.2.2.2.1 Estructuray funcion de elF4G.

El factor elF4GlI de humanos se obtuvo como parte de un complejo proteico que pudo
restaurar la sintesis de proteina en lisados derivados de células HelLa infectados con
poliovirus (Tahara et al. 1981). Este complejo fue més tarde identificado como elF4F. El elF4G
es polipéptido de alto peso molecular que interactia con varias proteinas celulares y virales:
(i) con elF4E, elF4A, elF3 y la proteina de union a cap nuclear CBP80 (McKendrick et al.
2001) ; (i) con proteasas de picornavirus 2A y L (Foeger et al. 2002); (iii) con proteinas virales
NS1 y NSP3 de influenza y rotavirus, respectivamente (Aragon et al. 2000; Piron et al. 1998);
(iv) con la proteina de estrés por calor HSP27 (Cuesta et al. 2000); (v) con otras proteinas
involucradas en el metabolismo de RNA, como la proteina de unién a poli(A), PABP (Imataka
et al. 1998). El elF4GI posee tres dominios que son aproximadamente equivalentes en peso:
la parte del amino terminal (aminoacidos 1-560) definida por su ruptura por proteasas de
pircornavirus; el dominio medio “core” (aminoacidos 561-1200), que es critico para el
ensamblaje de la maquinaria traduccional y el fragmento del carboxilo terminal (aminoacidos
1201-1560), que al parecer juega un papel regulatorio en la traduccion (Fig. 7). La estructura
del dominio medio de elF4Gll ha sido recientemente resuelta por cristalografia de rayos X y
revela la presencia de 5 repeticiones HEAT (por Huntington, Elongation 3, A subunit of protein
phosphatase 2A, Target of rapamycin; Marcotrigiano et al. 2001). La caja HEAT se encuentra
en proteinas involucradas en complejos multifactoriales formados por arreglos de cinco pares
repetidos de hélices alfa antiparalelas (Andrade y Bork, 1995). Asi, estos datos estructurales
confirmaron la funcién esencial de elF4GI en coordinar todos los componentes requeridos

para construir el complejo de preiniciacion de la traduccién sobre el mRNA. Finalmente, la

22



presencia de tres sitios de fosforilacion localizados en el dominio medio de elF4G, sugiere que

esta proteina puede ser regulada por eventos de fosforilacion (Raught et al. 2000).
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Figura 7. Familia de elF4G en mamiferos y factores que interaccionan con este. Las
moléculas de elF4Gl, elF4GIl y p97/DAP-5/NAT-1 estan presentadas esqueméaticamente. Se
muestran los dominios de interaccion entre elF4Gl y elF4A (Lomakin et al., 2000; Morino et
al., 2000), elF3 (Korneeva et al., 2000), Mnk-1 (Morino et al. 2000), PABP y elF4E (Gingras et
al. 1999b). Se indica la posicion de aminoacidos de cada dominio individual. Los dominios
probables de enlace de elF4GIl y p97/DAP-5/NAT-1 se presentan. El parecido de elF4Gll y
p97/DAP-5/NAT-1 con elF4GI se expresa como porcentajes de identidad de aminoé&cidos. La
numeracion es con respecto a la ampliacion de la secuencia amino terminal (Piron et al. 1998;
Imataka et al. 1998).
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El elF4GI también contiene sitios de enlace para péptidos que no estan directamente
involucrados en el inicio de la traduccion (Fig. 7), pero pueden modular la velocidad de
sintesis proteica; entre estos estd Mnk1 (Proteina MAP cinasa), responsable de la fosforilacidon
de elF4E. (Fukunaga y Hunter, 1997; Pyronnet et al. 1999). Mnk1 interactia con la parte del
carboxilo terminal de elF4GIl para formar un complejo trimérico elF4E- elF4GI-Mnk-1, que
parece ser requerido para la fosforilacion (Pyronnet et al. 1999). En S. cerevisiae, la enzima
Dcpl es una proteina que remueve el cap de los mMRNAs durante la degradacion, la cual se ha
reportado que interactia con elF4G (Vilela et al. 2000). Esta asociacion ocurre con del
dominio amino terminal de elF4G, pero es una interaccién débil y elF4E o PABP puede
competir por el mismo sitio de unién. Con el fin de interactuar con elF4G y acceder a 5" cap,
Dcpl debe depender de la disociacion del complejo elF4E-elF4G. Asi, a través de la
interaccién modulada entre los componentes de la traduccién y la maquinaria de degradacion,
elF4G puede actuar como una molécula sensora para regular el destino del mRNA entre la
traduccién y la degradacion (Fig. 8). Por ultimo, se ha descrito una interaccion letal entre las
mutaciones en elF4G y mutaciones en la proteina nuclear de union a cap (CBP80) en S.
cerevisiae. Experimentos in vitro e in vivo mostraron una interaccion directa entre CBP80 y
una region de elF4G, parcialmente sobrepuesta a los sitios de unién a elF4E y elF4A. La
CBP80 compite con elF4G para unir a elF4E, sugiriendo que el complejo nuclear de unién a
cap (CBC) se desplaza del nuevo mRNA exportado, por interaccion competitiva con el factor
de inicio de la traduccion en el citoplasma, antes de la primera ronda de traduccion (Fortes et
al. 2000). Recientemente, la asociacion entre elF4G y CBC ha sido descrita en células de
mamifero (McKendrick et al. 2001). Por ultimo, CBP80 unido a mRNAs esté en condiciones de
participar en una primera ronda de la traduccion; sugiriendo que la subunidad ribosomal 40S
pueden reclutarse a los cap-mRNAs celulares, incluso en ausencia de elF4E (Ishigaki et al.

2001). Consistente con esto, se ha determinado que CBP8O0 tiene la capacidad de estimular
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entre 2 y 5 veces la traduccion en un extracto de levadura extraido de cepas con un elF4G
mutado en la unién a elF4E y PABP (Fortes et al. 2000). Estos datos sugieren que elF4G
puede unir a mRNASs sintetizados de novo (a través de la CBC) y participar en el proceso de

exportacion nuclear e intercambio de CBC por elF4F citoplasmico (Fig. 8).
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Figura 8. Representaciéon de proteinas involucradas en el procesamiento, exportacion
nuclear, traduccion y la degradacion del mRNA (Tomado de Fedoroff., 2002). Ran es una
GTPasa que participa en el trafico de Proteinas. Alfa y beta son subunidades de la importina.
4E-T es una proteina involucrada en la importacion nuclear de elF4E. CBP, es una proteina
de uniéon a cap nuclear; Dcpl, es una exoribonucleasa especifica de cap; PARN, es una
exoribonucleasa especifica de poli(A); RBP, es una proteina de union a RNA; snRNP, son
particulas ribonucleoproteicas pequefias nucleares; Ub, ubiquitina.
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[11.2.2.2.2 Otras Funciones de elF4G

A continuacion, se exponen algunos ejemplos de funciones particulares de proteinas elF4G:
En las levaduras, la traduccion del mRNA de HSP101 especificamente requiere a TIF4632
(miembro de la familia de elF4G) para ser traducido en determinadas condiciones de estrés
(Wells et al., 1998). En mamiferos, los cap-mRNAs son especificamente traducidos por
elF4Gll en el inicio de la diferenciacion de las células hematopoyéticas (Caron et al. 2004),
mientras que elF4Gl se asocia con el complejo nuclear de unién a cap (CBC; McKendrick et
al. 2001), posiblemente, para la exportacién del mMRNA del ndcleo al citoplasma (Prevot et al.
2003). En plantas, elF4G es mas eficiente que elF(is0)4G en estimular la traduccién de
MRNAs con 5’UTRs estructuradas y, ademas, lleva a cabo la traduccion dependiente de IRES
(Gallie y Browning, 2001). En otros trabajos, se ha reportado que elF4G interactia con la
proteina inducida por choque térmico, HSP101, convirtiéndolo en un factor de estimulo
traduccional para el RNA del virus del mosaico del tabaco (TMV; Wells, et. al.1998). En estos
trabajos se planteé que HSP101 podria promover el inicio de la traduccion mediante la unién a
una secuencia en la 5’UTR de TMV llamada omega y al interactuar con elF4G y elF3, reclutar
la subunidad ribosomal 40S al mRNA. Asimismo, podria regular la traduccion mediante su
actividad de chaperona. Por otro lado, en animales se ha reportado que HSP27, otra proteina
inducida por choque térmico, enlaza a elF4G previniendo el ensamblaje de elF4F. En estas
condiciones de elF4G es secuestrando en granulos de estrés por calor (Cuesta, R., et. al,
2000). Actualmente, la familia de elF4G sigue siendo una de las menos caracterizadas de

todas las familias de elFA4.
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[11.2.2.3 El factor elF4A

El elF4A es un polipéptido de aproximadamente 46 kDa con actividad de helicasa
dependiente de ATP (Pause y Sonenberg, 1992). El elF4A es el miembro prototipo de una
familia grande de helicasas que contenien una caja DEAD (Rogers et al. 2002). EI modelo
actual para la accion de elF4A en el inicio de la traduccion dependiente de cap, consiste en
gue se une en el extremo 5 del mMRNA como parte del complejo elF4F vy, junto con elF4B,
desenrolla la estructura secundaria de la region 5’'UTR, creando accesibilidad para el enlace al
ribosoma. Durante la localizacion del codén de inicio AUG, el elF4A se recicla dentro y fuera
del complejo elF4F, para deshacer la estructura secundaria de una manera dependiente de
ATP (Pause et al., 1994). El elF4A tiene dos sitios de interaccién con elF4GIl, uno en el
carboxilo terminal, entre los aminoacidos 1201-1411 (Morino et al. 2000); el segundo en la
parte lateral de elF4Gl, definido entre los aminoacidos 672-970 (Korneeva et al. 2001). En
humanos, se han caracterizado tres proteinas, elF4A-I, elF4A-Il y elF4A-IIl (Li et al. 1999); dos
en raton, elF4A-1 y elF4A-1l ( Nielsen y Trachsel, 1988); una en conejo (Conroy et al. 1990);
tres en Xenopus (Morgan y Sargent, 1997); dos en levadura, codificadas por los genes TIF-1
y TIF-2 (Linder y Slonimski, 1989); dos en Drosophila, DmelF4A y DmelF4A-Ill (Dorn et al.
1993; Palacios et al. 2004); y uno en E. coli (Lu et al. 1999). En el caso de plantas se han
encontrado dos genes en A. thaliana (Metz et al. 1992), uno en trigo (Metz y Browning, 1993)
y mas de 10 en tabaco (Brander et al. 1995; Owttrim et al. 1994). Numerosos genes del elF4A
se ha encontrado en otros organismos como C. elegans y C. albicans. La relacion filogenética
entre miembros de la familia elF4A los agrupa en seis clases (Fig. 9): (1) Los elF4A de plantas
(verde); (2) elF4A-1 de mamiferos, elF4A-1 y elF4A-Il de Xenopus y elF4A de Drosophila
(naranja); (3) elF4A de hongos (azul); los elF4A-Ill (amarillo); (5) elF4A de E. coli (rojo); y (6)

elF4A de archeabacteria (violeta).
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Figura 9. .Relacion evolutiva de los miembros de la familia elF4A. El nimero de acceso
esta en paréntesis (Tomado de Hernandez, 2005).

Esta distribucion indica la necesidad universal de las helicasas de RNA en el metabolismo
celular. El factor elF4A-I, esta extensivamente caracterizado en mamiferos, levadura y trigo, y
es una helicasa activa durante el inicio de la traduccion (Rogers et al.

2002). Las proteinas elF4A-Ill fueron recientemente descubiertas y no participan directamente
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con la traduccion. En humano y Drosophila, elF4A-Ill forma parte del complejo de empalme
del intrén que se forma durante el splicing de los mMRNAs. Este complejo también es esencial
para la degradacion de mRNAs que contienen codones de término prematuros (NMD) en
mamiferos (Ferraiuolo et al. 2004; Shibuya et al. 2004). EIl elF4A-IIl también es esencial para
la localizacion apropiada del mRNA oskar en ovocitos (Palacios et al. 2004). Las mutantes
nulas para DmelF4A son letales (Dorn et al. 1993). Por tanto, mientras elF4A-I juega un
papel fundamental en el inicio de la traduccién, elF4A-lll podria servir como una conexion
entre la localizacion, el procesamiento o la degradacion del mRNA con la diferenciacion
celular. Respecto a elF4A-Il, aunque se ha clasificado como una isoforma de elF4A-I, su
funcion real es desconocida.

No hay explicacion plausible para las diferencias en el nimero de genes de elF4A
identificados en diferentes plantas. Lo Unico que se sabe es que los miembros de esta familia
participan en una variedad de procesos durante el desarrollo. Es interesante que elF4A-| sea
el Unico entre elF4s en archaea, ya que los MRNAs de archaeas carecen de estructura cap y
ningun homologo de elF4E o elF4AG parece estar presente en estos organismos (Dennis,
1997). Puesto que el ndcleo-citoplasma de las células eucariontes evolucionaron de células
protoarcheobacteria, elF4A-I puedo haber estado presente en el aparato traduccional arquaea

de un ancestro eucarionte (Woese, 2000).
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[11.2.2.4 Los factores elF4B y elF4H

Hasta la fecha, se han caracterizado varios miembros de la familia de elF4B y elF4H,
incluyendo elF4B de humano (Milburn et al. 1990), elF4B de trigo, elF4B-1 y elF4B-2 de A.
thaliana (Metz et al. 1999), TIF3 de S. cerevisiae (Milburn et al. 1990) y elF4B-Ly elF4B-S de
Drosophila (Hernandez et al. 2004). Se han identificado en el genoma de otros organismos
genes que codifican probables elF4Bs. El elF4H de humano presenta similitud funcional con
el elF4B de humano (Richter-Cook et al. 1998). EI SCE3 de S. pombe codifica para una
proteina de unién a RNA involucrada en la division celular (Schmidt et al. 1997) que al parecer
es un ortélogo de elF4H de hongos. La relacion evolutiva muestra que las elF4Bs de plantas
(verde), hongo (azul), asi como la de mamiferos, pez cebra, serpiente de mar y Drosophila,

junto con los elF4Hs y SCES3 (naranja), forman tres grupos separados (Fig. 10).

e
Pl

Fig. 10 Relacion evolutiva de los miembros de la familia elF4B y elF4H. El numero de
accesion esté en paréntesis (Tomado de Hernandez, 2005).

La funcion de elF4B y elF4H durante el inicio de la traduccion esta bien establecida (Lépez de
Quinto et al. 2001). Sin embargo, el estudio de la expresion de las isoformas de elF4B ha sido

realizado so6lo en Drosophila, durante el desarrollo (Hernandez et al. 2004) y en trigo durante
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la germinacion (Gallie et al. 2007). Hasta ahora, no hay reportes concernientes a la expresion
de elF4H.

La falta de informacion acerca de elF4B y elF4H podria en parte ser debida al hecho en que
estas proteinas son las menos conservadas de todos los elF4s. Basicamente, no hay ninguna
similitud de secuencias entre elF4Bs de levadura y de mamiferos con las de plantas (Metz et
al. 1999). Esto hace que su identificacion en otros organismos sea mas dificil.

[11.2.2.5 El factor elF3

El elF3 es el factor mas grande en el inicio de la traduccién, de aproximadamente 650 kDa
(Behlke et al. 1986), y consiste de 10 a 13 diferentes subunidades polipeptidicas en células de
mamifero (Hershey y Merrick, 2000; Unbehaun et al. 2004). El elF3 es moderadamente
abundante, con 0.5 a 1 molécula/ ribosoma en células HelLa y lisados de reticulocitos de
conejo (Mengod y Trachsel, 1985). El elF3 tiene muchas funciones en el complejo de inicio de
la traduccion y presenta interaccion con los factores elF1, elF5, elF4B y elF4G. La interaccion
directa entre elF3y elF4G sirve como un puente entre la subunidad ribosomal 40S y el mMRNA
unido al elF4F (Hershey y Merrick, 2000). El elF3 estabiliza la union del complejo elF2-GTP-
tRNAI™" a la subunidad 40S (Chaudhuri et al. 1999) y, reciprocamente, la unién del complejo
ternario a la subunidad 40S (Kolupaeva et al. 2005). Incluso en ausencia del complejo
ternario, la presencia de RNA puede promover la union de elF3 a la subunidad 40S. En este
caso se ha propuesto que el virus de la hepatitis (HCV) utiliza esta propiedad de elF3 para
colocar correctamente la subunidad ribosoma 40S sobre el sitio IRES del RNA viral. En
levadura, elF3 comprende sélo cinco subunidades: TIF32 (elF3a), PRT1 (elF3b), NIP1
(elF3c), TIF35 (elF3g) y TIF34 (elF3i; Asano et al. 1998), todas conservadas con elF3 de
mamiferos (Tabla 2). La delecién o mutacion de elF3a (Vornlocher et al. 1999), elF3b (Phan
et al. 1998), elF3c (Greenberg et al. 1998), elF3g (Hanachi et al. 1999), o elF3i (Naranda et al.

1997), conduce a una reduccion de la sintesis proteica; sugiriendo que cada una de las cinco
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subunidades es requerida para la integridad del elF3. Sin embargo, en estudios bioquimicos,
usando extracto de levadura, se sugirid6 que un subcomplejo que comprende las subunidades
elF3a, elF3b y elF3c soporta el inicio de la traduccion, y que las dos subunidades pequenias,
elF3g y elF3i son dispensables para el inicio de la traduccién, al menos in vitro (Phan et al.
2001). Estudios recientes elucidaron mediante reconstitucion y analisis de toeprint, el “nacleo”
funcional del complejo elF3. En este estudio se encontré que, de las subunidades reportadas
en mamifero que son: p170 (elF3a), p116 (elF3b), p110 (elF3c), p69 (elF3l), p66 (elF3d), p48
(elF3e), p47 (elF3f), p44 (elF3g), p40 (elF3h), p36 (elF3i) y p28 (elF3Kk), sélo tres subunidades
conservadas: [p170 (elF3a), p116 (elF3b), p110 (elF3c)] y tres subunidades no conservadas:
[p69 (elF3l), p48 (elF3e) y p40 (elF3h)], son indispensables para la traduccién, y comprende el
“nacleo” funcional de elF3 de mamifero. Esto sugiridé que elF3g y elF3i podrian estar
involucrados en el control traduccional de mRNAs especificos o en condiciones celulares
particulares (Masutani et al. 2007). Se ha encontrado que elF3j no esta asociado con el
complejo en linfocitos T quiescentes, pero una estimulacién por mitbgenos provoca su union al
complejo y promueve la unién de la subunidad 40S. Esto podria contribuir al incremento de la
velocidad de traduccién durante la activacion de linfocitos (Miyamoto et al. 2005). Por otra
parte, el proteasoma 20S hidroliza especificamente a elF3a, la subunidad mas grande del
complejo, afectando directamente a diferentes mRNAs. Los factores elF3e y elF3c poseen
dominios PCI (proteasome-COP9-initiation factor) y los factores elF3f y elF3h tienen dominios
MPN (Mprl-Padl-N-Terminal). Los dominios PCl y MPN dirigen la interaccién proteina-
proteina y se encuentran en algunas subunidades del proteasoma 26S y sefialosoma COP9
(Chang y Schwechheimer, 2004). Estos hallazgos en conjunto establecen claramente que

elF3 es un factor esencial para el control traduccional (Hinnebusch, 2006).
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Tabla 2. Resumen de las subunidades de elF3 en distintos eucariontes.

Nomenclatura H. A. S. S. pompe | S.pompe
Unificada sapiens | thaliana | Trigo | cerevisiae | Complejo | Complejo Funcién
csn/B Int6

elF3a p170 P114 P116 TIF32 P107 P107 Se une a 40S, elF4B, el complejo ternario
elF2-GTP-met-tRNAI™ y recluta al
MRNA.

elF3b P116 P82 P83 PRT1 P84 P84 Se une a 40S, el complejo ternario elF2—
GTP-met-tRNA™" recluta al mRNA vy
ayuda al escaneo del ribosoma.

elF3c P110 P105 P107 NIP1 P104 P104 Une a 40S, el complejo ternario elF2—
GTP-met-tRNA™" recluta al mRNA vy
ayuda en el reconocimiento del AUG

elF3d P66 P66 P87 - - Moel

elF3e P48 P51 P45 - - Int6

elF3f P47 P32 P34 - Csn6 Csn6 Posible sitio de union a mTOR y S6K1

elF3g P44 P33 P36 TIF35 Tif35 Tif35 Se une a elF4B y a la proteina
transactivadora (TAV) del virus del
mosaico dela coliflor (CaMV) de plantas

elF3h P40 P38 P41b P40 -

elF3i P36 P36 P4la TIF34 Suml Suml

elF3j P35 - - HCR1 - - Se une a 40S; uniendo al complejo
multifactorial elF3, elF1, elF5 y al complejo
ternario elF2—GTP-met-tRNA™ ",

elF3k P28 P25 P28 - - -

elF3l P67 P60 P56 - - -

elF3m GAl7 - - - Csn7B -
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l11.2.2.6 La proteina de unién a poly(A) (PABP)

La proteina de union a poli(A) (Pablp en levadura 'y PABP en eucariontes superiores) une a la
cola de poli(A) presente en el extremo 3" del mMRNA con una Kd de 2 a 7 nM. El prototipo de
los miembros de esta familia contiene motivos de reconocimiento a RNA (RRMSs)
conservados. La Pablp es esencial en levadura y esta involucrada en varios procesos como
traduccioén, estabilidad del mensaje y procesamiento del extremo 3’ del mRNA (Gallie, 1998).
Estas proteinas presentes en levadura, plantas y animales, no estdn conservadas en
procariontes. Las PABPs han sido divididos en dos categorias relacionadas estrechamente:
nuclear y citoplasmatica. Tipicamente, s6lo un gen que codifica PABP citoplasmética (PABPC)
esta presente en los eucariontes unicelulares, mientras que multiples genes de PABPC estan
presentes en los metazoarios y las plantas. También un sé6lo gen de PABP nuclear (PABPN)
ha sido identificado en vaca, rana, humanos, ratbn, mosca, gusano y levadura. Hasta el
momento, se han identificado genes que codifican un sélo PABPN, cuatro PABPCs y cuatro
pseudogenes en células humanas y se ha mapeado su localizacibn cromosémica. En
humanos, se observan tres linajes de proteinas PABP: PABPCs (PABPC1, PABPC3 y
iPABP); PABPN (PABPN1) y PABPC5. El genoma de raton codifica una PABP alterna,
MmPABPC2, que parece ser un retroposon, ya que no tiene intrones y su promotor es distinto
de mPABPC1. La mPABPC2 esta mas estrechamente relacionado a hPABPC3, que también
carece de intrones. De forma similar, todos los genes PABPC5 carecen de intrones,
sugiriendo que ellos podrian derivarse de eventos de retrotransposicion.

En un andlisis de comparacién evolutiva, se reportaron ocho genes en Arabidopsis thaliana.
La comparacion filogenética acoplada con analisis de la expresion identificd cuatro clases de
proteinas de PABP. En la clase 1 (PAB3 y PAB5) la expresion esta limitada a tejido
reproductivo; los miembros de la clase Il (PAB2, PAB4 y PAB8) son ubicuos y esta altamente

expresados en tejidos; los miembros de la clase Il (PAB6 y PAB7) tienen un patrdn restringido
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y moderado de expresion. Los miembros de la clase IV tienen expresion baja y es tejido
especifico (Mangus et al. 2003). La comparacién de PABPs de Arabidopsis thaliana con los
de arroz indica que los eventos de duplicaciéon que dieron lugar a las clases | , Il y lll de
plantas con flores ocurrieron antes de la divergencia de las monocotiledéneas con las
dicotiledéneas, hace mas de 200 millones de afios. Por el andlisis de la conservacion y
pérdida de intrones dentro de familia genética de PABP se propuso un modelo evolutivo, en el
cual una PABP ancestral di6 origen a las clases I, Ill y IV; con una subsiguiente clase |
derivada de la clase Il. Aunque las ocho PABPs de Arabidopsis thaliana estdn mas
estrechamente relacionadas al grupo de las PABPN que de las PABPC de otros eucariontes,
ninguna de estas proteinas parece ser una especie PABPN1 auténtica. Una caracteristica
conservada entre los genes PABPC1 es una region rica en adeninas en la region 5" no
traducible. Varios estudios han sugerido que los PABPs regulan su propia expresion por union
a estas secuencias. La asociacion de PABPs con poli(A) requiere un sitio de unién con
almenos 12 adenosinas y multiples moléculas de PABPs, que unen al mismo tracto de poli(A),
formando una unidad repetida cubriendo la cola de poli(A). Los PABPs interactian con poly(A)
mediante motivos de reconocimiento a RNA (RRMs); que son tipicamente de 90 a 100
aminoacidos de longitud y que parecen estar presentes en las proteinas de todos los tipos de
organismos; sugiriendo que es un motivo ancestral con una funcién en la biologia del RNA.
Los estudios por resonancia magnética nuclear y cristalografia de rayos X han determinado
gue el RRM es un dominio globular, compuesto por una lamina-beta formada por 4 hebras
antiparalelas, rodeadas por dos hélices alfa. Las dos cadenas-beta centrales de cada RRM
incluyen dos motivos altamente conservados: RNP1 octamérico (K/R)-G-(F/Y)-(G/A)-F-V-X-
(F/Y), donde X es cualquier aminoacido y RNP2 hexamérico (L/I)-(F/Y)-(V/)-(G/K)-(N/G)-
(L/M). La especificidad para el reconocimiento de poli(A) estd mediada por contactos de van

der Waals, enlaces de hidrogeno e interacciones de apilamiento con residuos conservados en
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el motivo RNP. El papel crucial de los PABPs en la via de la expresion genética es unir a la
cola de poli(A) del mRNA recién sinterizado e interactuar con efectores durante la
poliadenilacion, exportacion y traduccion del mRNA. Las PABPs también actian
aparentemente como antagonistas a la unién de factores que permiten el paso terminal de la
degradacion del mRNA. Careciendo de actividad catalitica, las PABPs proporcionan una
plataforma para la union de otras proteinas, incluyendo elF4G, elF4B, el factor de terminacion
eRF3 (GSPT2) vy las proteinas de regulaciéon Paipl y Paip2 (PABP-interacting proteins 1y 2).
La interaccion PABP—elF4G circulariza al mRNA, explicando el sinergismo entre la estructura

cap y la cola de poli(A) para estimular el inicio de la traduccion.

[11.2.2.7 Los factores elF2 y elF2B

El factor eucarionte elF2 es un complejo heterotrimérico, que consiste de tres subunidades no
idénticas elF2a, elF2B y elF2y. ElI dimero elF2By es activo, pero su actividad es baja
comparada con el complejo elF2ay. El elF2 enlaza al met-tRNA™" de inicio al sitio P de la
subunidad 40S. ElI GTP unido al elF2 es necesario para la formacion estable de un complejo
ternario elF2:GTP«tRNA™ (TC), con la unién subsiguiente de este complejo ternario a 40S.

met

El apareamiento de bases entre el anticodon del tRNA;™ " y el codén de inicio AUG dispara la
hidrdlisis del GTP unido a elF2; esta reaccion también requiere de elF5. El elF2 es liberado
del ribosoma en un complejo binario estable con el GDP. El factor de intercambio de guanina
elF2B (GEF) es necesario para el reciclaje de elF2*GDP a elF2*GTP. El reemplazo de GDP
por GTP con ayuda de elF2B es un evento importante para la regulacion del inicio de la
sintesis proteica. Esta regulacién es mediada por dos ciclos de fosforilaciones; uno involucra a
la subunidad elF2a y el otro a la subunidad epsilon del factor elF2B (Fig. 11). El elF2B es una

proteina heteropentameérica y su actividad esta controlada por fosforilacioén (inactivacion). La

rapida inhibicibn de la sintesis proteica por fosforilacion del elF2 a, mediante cinasas
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dependientes de estrés, no ocurre de forma global, sino que induce cambios en la traduccion
de mRNAs especificos que codifican a proteinas que ayudan a enfrentarse al estrés

(Browning, 2004).

GTP (2) DP

elF2 GDP » elF2.GTP
A elF2B
_ | Met-tRNA,
Flongacion 4 SOS‘S’
elF5 60S 40S elF4F, ABC50
mRNA 43)'
40S.eIF4F. mRNA elF2.GTP.Met-RNA,
elF2.GTP . Met-tRNA
Fig. 11. Ciclo de elF2y elF2B en la traduccion. El GTP unido al elF2 es necesario

met

para la formacién estable de un complejo ternario elF2¢GTP<tRNA;"- (TC); que junto con la
subunidad 40S vy los factores de inicio de la traduccion (elF4F) es reclutado al mRNA para su
traduccién. El GTP es hidrolizado durante el reconocimiento del codon de inicio AUG para dar
el complejo elF2-GDP, que sale del complejo de preiniciacion y permite la entrada de la
subunidad 60S (mediado por el factor elF5); lo que da lugar a la formacion de la unidad
catalitica 80S, que favorece la unién de los enlaces peptidicos de las proteinas. El GDP
unido a elF2 es intercambiado por GTP mediado por el factor de intercambio de guanina
elF2B. El elF2 otra vez unido a GTP puede unirse nuevamente a tRNA™, para formar el
complejo ternario (promovido por ABC50). Junto con los componentes de la maquinara de
traduccién puede participar en otra ronda durante el inicio de la traduccion.

[11.2.3 Mecanismos de regulacidn del inicio de la traduccidn

Puesto que el primer paso del reclutamiento del mRNA a los ribosomas es la unién del
complejo elF4F en el extremo 5 del mensaje, no es sorprendente que el proceso esté
altamente regulado a este nivel. En mamiferos, la actividad del complejo elF4F esta regulada

de forma global por la subunidad que une a cap, elF4E, a través de dos mecanismos

separados, fosforilacion y union a proteinas inhibitorias (Sonenberg y Dever, 2003).
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111.2.3.1 Regulacién por fosforilacion

En mamiferos e insectos elF4E es una fosfoproteina de aproximadamente 24 kDa. Esta es
fosforilada por la MAP cinasa, Mnkl o Mnk2 (Ruud A. 1998). Las Mnks se unen directamente
con elF4G (Pyronnet et al. 1999). El elF4E fosforilado ha sido preferentemente co-purificado
en el complejo elF4F, debido probablemente a que posse una mayor afinidad por cap. La
fosforilacion de elF4E se da en la ser209 potenciando la interaccion con cap (Fig. 5). La
fosforilacion de elF4E se incrementa en respuesta a algunos estimulos extracelulares tales
como hormonas, factores de crecimiento y mitdgenos. La desfosforilaciéon de elF4E durante
estrés celular, choque térmico, e infeccidbn por virus, resulta en una disminucion de la
velocidad de traduccién. La relevancia bioldgica de la fosforilacion de elF4E no es aun clara,
aunque esta correlacionada con la velocidad de traduccion (Sonenberg, N., 2008).

I11.2.3.2 Regulacion por proteinas de union a elF4E.

La actividad de elF4E estd modulada en respuesta a estimulos fisioldgicos por una clase de
reguladores negativos que son proteinas que se unen a este factor (4E-BPs) e inhiben la
traducciéon dependiente de cap por competencia con elF4G (Fig. 12). Esto ocurre mediante un
secuencia consevada (YXXXXL®; donde X puede ser cualquier amino acido y @ un residuo
hidrofébico; Figs. 12 y 13), presente tanto en elF4G como en 4E-BP, que es responsable de
su interaccion con elF4E. La actividad de los 4E-BPs es regulada por su nivel de fosforilacion
(Pause y Sonenberg, 1992). En un estado hipofosforilado, 4E-BPS se encuentra unido a
elF4E, impidiendo la interaccidén con el factor elF4G vy, por tanto, la formacion del complejo
elF4F necesario para una efectiva traducciéon. Cuando hay un estimulo interno (hormonal,
mitégenos o factores de crecimiento) 4E-BP se hiperfosforila por medio de una cascada de
fosforilaciones y tiene un cambio conformacional haciéndolo menos afin al factor elF4E, por lo

gue lo libera para unir a elF4G e iniciar la traduccion. De esta manera, el inicio de la
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traduccion es controlado por los estimulos a los que la célula debe responder (Revisado por

Gingras, 2004).

-~ i
AL ANORUA o ot LT S
-~ - »
o -
» -2 - R

Figura 12. Control traduccional por proteinas inhibitorias. Este proceso ocurre debido a
que las proteinas tipo 4E-BP comparten la misma secuencia de enlace de elF4G para unirse
con elF4E; por lo que compiten por este ultimo. Su regulacidén esta controlada por cinasas y
fosfatasas.
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Figura 13. elF4G (A) y 4E-BP (B) interactuando con elF4E mediante una secuencia
YXXXXL® (donde X puede ser cualquier aminoacido y ® un residuo hidrofébico)
presente tanto en elF4G como en 4E-BP. La posicidén de los residuos de aminoacidos se
muestra entre paréntesis con la tirosina conservada en la posicién (0). El factor elF4E esta
representado en color gris; el elF4G en color naranja y 4E-BP en color amarillo. Los residuos
de elF4E involucrados en el contacto intermolecular son marcados en azul y los enlaces de
hidrogeno y contactos mediados por agua son representados por lineas punteadas (C) La
sobreposicion de las secuencias de elF4G y 4E-BP, muestra que ambas adoptan una
estructura terciaria similar (tomado de Marcotrigiano et al. 1999)
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Ademas de 4E-BPs, existen otras proteinas, que pueden o no usar la secuencia comdn de
enlace a elF4E (YXXXXL®), las que participan en la regulacion traduccional de mensajeros
especificos. Este es el caso de algunos mecanismos de regulacién que programan la division
celular mitética y meibtica en Xenopus, y que ayudan a establecer la polaridad del embrién en
Drosophila. Por ejemplo, en este ultimo caso, la proteina cup se une tanto a elF4E como a
proteinas de enlace en el extremo 3" UTR de algunos mRNAs que deben tener una traduccion
espacialmente restringida en el embrion. Estos forman complejos traduccionalmente inactivos
para evitar la acumulacion inadecuada de la proteina correspondiente (Vardy, 2007)

En ovocitos de Xenopus el mensajero que codifica para la ciclina B1, que en un estado
traduccionalmente quiescente tiene una cola de poli(A) corta de ~20 nt, esta reprimido por la
proteina maskin mediante la misma secuencia de union 4E-BP. Maskin se encuentra unida a
la proteina de unién al elemento de poliadenilacién citoplasméatica (CPEB) que a su vez
reconoce secuencias especificas en la regién 3'UTR del mRNA. Esto permite formar los
complejos traduccionalmente inactivos, donde elF4G no puede interaccionar con elF4E y el
resto de maquinaria traduccional no puede ser reclutada. En respuesta a estimulo por
progesterona (preparacion para la maduracion) la cola de poli(A) se elonga a ~ 100 nt. La
poliadenilacion es activada por fosforilacion de CPEB vy, a la vez, induce la fosforilacién de
maskin causandole un cambio conformacional y haciéndola menos afin a elF4E. A su vez, la
unién de PABP con la cola de poli(A) desplaza a maskin permitiendo la interaccion elF4E- elF

4G para el inicio de la traduccion (Vardy, 2007).
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lll. 3 Miembros de la familia elF4E en plantas.

El inicio de la traduccién en plantas requiere el reconocimiento de la estructura cap presente
en los mMRNAs por cualquiera de las proteinas elF4E o elF(iso)4E, que forman parte de los
complejos heterotriméricos elF4F y elF(iso)4F, respectivamente. El elF4E (p26), la isoforma
ortéloga de elF4E-1 de mamiferos, asi como el elF(is0)4E (p28) pertenecen ambos a la clase
1 de elF4E. Han sido estudiadas en varios tipos de plantas, tales como trigo, arroz, maiz,
tabaco, Arabidopsis y otras. Cada una de estas isoformas forma complejos diferentes
mediante su interaccién con las correspondientes proteinas elF4G de 200 kDa y elF(is0)4G
de 86 kDa. El elF4E y elF(iso)4E presentan selectividad en el reconocimiento de estructuras
cap mono y di-metiladas (Carberry y Goss, 1991) y en la distribucion tisular en las plantas
(Rodriguez et al. 1998). La tercer isoforma de elF4E se encotré en Arabidopsis (Ruud et al.
1998) y se nombré como proteina novedosa de unién a cap (nCBP). La nCBP puede unirse a
elF(is0)4G para formar un complejo capaz de soportar la traduccion in vitro; este complejo
tiene aproximadamente un 30% de eficiencia en la traduccion comparado con el complejo
elF(iso)4F.

l1l.4 Expresion de los complejos elF4E y elFiso4E durante la germinacion en maiz

Con respecto a la semilla maiz se ha encontrado que elF4E y elF(iso)4E se expresan
diferencialmente durante la germinacién en los ejes embrionarios (Dinkova y Sanchez de
Jiménez, 2000). El factor elFiso4E se expresa mayoritariamente en comparacion con elF4E y
durante la germinacion los niveles de elF4E aumentan a partir de las 12 horas hasta alcanzar
los niveles de elF(is0)4E vy, al parecer, regulan la traduccion selectiva de mRNAs en este
proceso (Dinkova y Sanchez de Jiménez, 2000). La expresion de elF(iso)4E esta regulada a
su vez a nivel de la traduccién de su mensaje, por un estimulo selectivo con factores de

crecimiento (Dinkova et al. 2000). Los primeros estudios sobre la funcion diferencial de las
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isoformas elF4E y elF(iso)4E fueron realizados utilizando el grupo de mRNAs almacenados
en la semilla quiescente de maiz (Dinkova et al. 2000). La importancia del estudio de la
traduccién selectiva durante la germinacion es debido a que depende Unicamente de este tipo
de mensajes (Larkins et al. 1982). Asimismo, la seleccion de mRNAs para su traduccion en
esta etapa se ha descrito como uno de los mecanismos esenciales para la decision de
germinar mediante elongacion de la radicula (Larkins et al. 1982). Durante los eventos
posteriores a la germinacion, aunque la transcripcion de nuevos mRNAs es crucial para el

crecimiento de la plantula, la regulacion traduccional sigue teniendo un papel importante.
l11.5 Interaccion de elF4E de plantas con proteinas diferentes a elF4G.

Existen escasos datos en la literatura sobre las proteinas que se unen a las isoformas de
elF4E en plantas y regulan el inicio de la traduccion. Sin embargo, se han reportado dos
proteinas que interaccionaron en analisis de doble hibrido con los diferentes miembros de
elF4E de Arabidopsis thaliana (Freire et al. 2000; Freire, 2004). Una de las proteinas
encontradas en este estudio fue la Lipoxigenasa 2 (AtLOX2) que contiene una secuencia muy
similar a las 4E-BPs, LKKYRKEEKLE e interacciona con elF(iso)4E (Freire et al., 2000). A
pesar de que la localizacién de AtLOX2 es principalmente cloroplastica, esta proteina mostro
ser capaz de interactuar con diferentes isoformas en elF4E. Los estudios sobre la
competencia entre AtLOX2 y elF(is0)4G por el elF(iso)4E sugiere que AtLOX2 podria no
desplazar la interaccién entre elF(is0)4G y elF(iso)4E. Los niveles de AtLOX2 son altos en
tejidos de rapido crecimiento, en zonas de division celular y durante el ataque de patdgenos.
Su actividad parece estar relacionada con la biosintesis de reguladores de crecimiento tales
como el acido jasmoénico y a metil jasmonato. Hasta ahora, no se conoce la relevancia de la
interaccion elF4E — AtLOX2 in vivo. Otra proteina que surgié como interactora de elF(iso)4E

en Arabidopsis thaliana es AtBTF3, homodloga del factor BTF3, que es la subunidad B del
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complejo heteromérico asociado a polipéptido naciente (NAC) (Freire, 2004). La secuencia
propuesta para la interaccion fue RLQSTLKRIG que se encuentra en los primeros 101
aminoacidos de AtBTF3. Esta secuencia es similar al de proteinas de enlace a elF4E (4E-
BPs). Los estudios mostraron que AtBTF3 es capaz de competir con elF(is0)4G en la

formacion del complejo elF(iso)4F.

Los antecedentes indican que las proteinas de unién a elF4E pueden establecer mecanismos
de regulacion de la sintesis de proteinas ya sea a nivel general o mensaje-especifico. Los
hallazgos en plantas no han arrojado mucha luz en este sentido y los reportes han sido
basados en la identificacibn mediante el sistema de doble hibrido. Tomando en cuenta las
herramientas que nos proporciona el modelo de estudio del maiz en germinacion, propusimos

la siguiente hipotesis:
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IV. HIPOTESIS
Dado que en diferentes organismos eucariontes existen proteinas que regulan la formacién
del complejo elF4F, en maiz existen proteinas de unién selectivas para elF4F y elF(iso)4F, las

cuales podrian estar regulando el inicio de la traduccion durante la germinacion.

V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fue identificar proteinas que forman parte de los complejos elF4F y
elF(iso)4F en ejes quiescentes [elF(iso4)F] y en ejes germinados [elF4F/elFiso4F];

diferenciandolas por las etapas seleccionadas.

V. 2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Estandarizar el método de extraccion de los complejos elF4F y elF(iso)4F con el fin de

identificar proteinas que interaccionen con estos complejos.
2) Analizar el patrén de bandas proteicas que co-eluyen con los complejos elF4F y elF(iso)4F
en ejes de 0 y 24 h de germinacién y elegir las de mayor cambio para su identificacion por

espectrometria de masas (LC/MS/MS).

4) Comparar las secuencias obtenidas por LC/MS/MS con la base de datos disponible para el
maiz en NCBI.

5) Corroborar algunas proteinas de unién a los complejos por western blot.
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VI. MATERIALES Y ESTRATEGIA METODOLOGICA

VI.1 Sistema biol6gico

Las semillas de maiz (Zea mays L.) utilizadas fueron de la variedad Chalquefio de origen
Méxicano. Los ejes del maiz fueron extirpados manualmente tanto de semillas sin germinar
(quiescentes) como de semillas con un periodo de germinacién de 24 h, por imbibicién en un
colchén de algodén humedecido con agua, a 25 °C en la oscuridad.

VI. 2 Método de purificaciéon de los complejos elF4F y elF(iso)4F de ejes embrionarios
de maiz.

Los ejes embrionarios se reducen a polvo fino con nitrégeno liquido en un mortero y se
mezclan con 20 ml con solucion amortiguadora A [100 mM KCI, 20 mM HEPES pH 8.6, 0.2
mM EDTA, 10 % Glicerol (v/v), 100 mM PMSF, 0.5 mM DTT y una tableta de inhibidores de
proteasas “Complete TM” libre de EDTA (Roche Molecular Diagnostics) por cada 50 ml de
solucién]. La extraccion se realizé a 4°C y el extracto proteico total se clarifica por
centrifugacion a 15000 rpm en un rotor Sorvall tipo 20. El sobrenadante se pasoé a través de 7
capas de gasa y se incub6 con 0.5 ml de la resina m’GTP-Sefarosa (GE Healthcare) durante
1.5 h. Posteriormente, la mezcla se deposité en una microcolumna (BioRad) para realizar la
cromatografia de afinidad. La resina se sometié a los siguientes lavados: el primero con 5 ml
(10 veces el volumen de la resina) de solucion amortiguadora B [100 mM KCI, 20 mM HEPES,
pH 7.6, 0.2 mM EDTA, 10% Glicerol (v/v), 0.5 mM PMSF, 0.5 mM DTT, inhibidores de
proteasas], con el fin de eliminar impurezas proteicas; el segundo con 5 ml (10 veces el
volumen de la resina) de solucion amortiguadora C [100 mM KCI, 20 mM HEPES, pH 8.6, 0.2
mM EDTA, 10 % Glicerol(v/v), 0.5 mM PMSF, 0.5 mM DTT, inhibidores de proteasas y 100 uM
GTP], para eliminar interacciones inespecificas y GTPasas. La elucion de elF4F y elF(iso)4F

se realizé en 5 fracciones, cada uno con 400 uL con solucién amortiguadora D [100 mM KCl,
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20 mM HEPES, pH 7.6, 0.2 mM EDTA, 10% Gilicerol (v/v), 0.5 mM PMSF, 0.5 mM DTT,
inhibidores de proteasas y 200 uM de m’GTP].

VI. 3 Deteccién de los complejos elF4F y elF(iso)4F por SDS-PAGE y western blot.

Los complejos elF4F y elF(iso)4F colectados en 5 fracciones de 400 ul cada una, se
analizaron por SDS-PAGE unidimensional, tiiendo con plata y por inmunoblot con anticuerpos
policlonales dirigidos contra proteinas recombinantes.

VI.3.1 Electroforesis SDS-PAGE y transferencia.

Las proteinas eluidas con m’GTP, asi como el ultimo mililitro de cada lavado (50 ul de cada
fraccion y lavados) y 7 ul del total del extracto del eje de maiz, se resolvieron en un gel de
poliacrilamida al 15%. La electroforesis se llevd a cabo en un equipo de BIO-RAD modelo
Mini-PROTEAN 3 cell, en solucién amortiguadora (55 mM de Tris, 431 mM de glicina, 1% de
SDS y 20 de metanol) a 90 Volts, por aproximadamente 3 h. Las proteinas fueron transferidas
durante 1 hora a 100 volts a una membrana para inmunoblot PVDF (Millipore) por el método
hamedo en un equipo de BIO-RAD modelo Mini-trans-blot cell 3.

VI.3.2 Tincién con plata

Las proteinas en el gel se fijaron en una solucion que contiene 50% metanol, 12% &cido
acético y 0.02% de formaldehido al 37% por 3 horas; posteriormente se realizaron tres
lavados con etanol al 35 %, por 20 minutos. El gel se sensibilizé con una solucion de tiosulfato
de sodio al 0.02% por 2 minutos y se lavo 3 veces con H,0, cada vez por 5 minutos. Entonces
el gel se incubd con una solucion de plata (0.4% AgNOs, 25 mL de NaOH al 0.36%, 2 ml de
NH4OH al 28-30%) por 30 minutos y se lavo 2 a 3 veces con H;0, cada vez por 5 minutos. Las
proteinas se revelaron con una solucion que contiene 2 mL de citrato de sodio al 1%, 200 ul

de formaldehido al 37% y 200 mL de H,0. La tincion se detuvo con una solucién que contiene

46



50% metanol, 12% &cido acético y 0.02% de formaldehido al 37%. El gel tefiido se almaceno
en H,0 hasta por 15 dias para secuenciar las bandas proteicas.

VI.3.3 Western blot

Las membranas se bloguearon durante una hora con leche al 5% en PBS (68 mM de NaCl,
1.3 mM de KCIl, 5 mM Na;HPO,.7H,0,1 mM NaH,PO4.H,0) y 1% tween 20 (BIO-RAD),
seguido de la incubacion por 2 horas con anticuerpos policlonales de suero de conejo dirigidos
contra: el complejo elFiso4F de trigo donado por la Dra K. S. Browning (Universidad de Texas,
Austin, TX,U.S.A.), en una dilucion 1:5000; HSP101 de maiz, donado por el Dr. Jorge Nieto
(Instituto de Biotecnologia UNAM, Cuernavaca, Méx.) en una dilucion 1:1000; LOX2 de frijol,
donado por el Dra. Elena Porta Ducoing (Instituto de Biotecnologia UNAM, Cuernavaca, Méx.)
en una dilucion 1:100; la proteina recombinante elF4E de maiz en una dilucién 1:1000). Las
membranas fueron entonces incubadas por 1 hora con un segundo anticuerpo contra conejo
conjugado con la peroxidasa en una dilucion 1:5000. Entre cada incubacion con el primer y
segundo anticuerpo se realizaron 3 lavados con PBS y 1% tween 20, por 15 minutos. La
deteccién fue realizada con el sustrato quimioluminicente immobilon HRP (Millipore) y
mediante exposicion a pelicula radiografica.

VI.3.4 Obtencion de anticuerpos anti-elF4E de maiz

Para la obtecion del anticuerpo policlonal anti-elF4E, se purificO la proteina recombinante
como se describe en el apartado de resultados VII.1. La proteina se obtuvd por corte de la
banda del gel y se solubilizé con suero (PISA) y adyuvante (Sigma) a volumen final de 1 ml.
La inmunizacién del conejo llevé acabo durante 3 semanas, inyectando via intramuscular
aproximadamente 1 mg de proteina recombinante cada 5 dias. La inmunizacién se realizé en
el bioterio del edificio “A” de la facultad de quimica. En el andlisis del titulo mediante dot-blot y
western blot utilizando diferentes concentraciones de anticuerpo, se encontré que la dilucién

efectiva para detectar a elF4E es 1:1000.
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VI.4 Andlisis de péptidos mediante LC/MS/MS

Para identificar los péptidos, las muestras se enviaron a la unidad de prote6mica de la
Universidad de Laval en Québec Canadad (ULAVAL.CA), donde se utilizé el método de
cromatografia liguida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC/MS/MS); que
consiste en la digestion de la muestra por proteasas (normalmente tripsina) seguido de LC-
MS/MS para obtener la secuencia de cada una de las bandas seleccionadas y cortadas del
gel. Cada una de las secuencias obtenidas se analiz6 por el programa “Scafffold” y la base de

datos del maiz disponible en NCBI.
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VIlI. RESULTADOS

VII.1 Estandarizacion del método de extraccidon de los complejos elF4F y elF(iso)4F.

Para la estandarizacion de la extraccion de los complejos elF4F y elF(iso)4F, se valoré el
rendimiento de 500 pl resina m’GTP-Sefarosa en una columna de afinidad, utilizando una
proteina elF4E recombinante de maiz fusionada a GST. La proteina se obtuvo a partir de la
induccion con 100 uM de IPTG a un cultivo de E. coli conteniendo el vector pZm4E-GST, que
fueron lisadas mediante sonicacion. La purificacion de la proteina recombinante se realizo
mediante cromatografia de afinidad utilizando la resina glutation-Sefarosa; en la que se

obtuvieron 5 fracciones de un mililitro, cuya concentracion de proteina se cuantificé mediante

Bradford (Fig.15).
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Figura 15. Obtencién de la proteina recombinante. La fraccion 3 (R3) fue utilizada para la
obtencién de una curva de densitometria y la fraccion 1 (R1) para la medicion del rendimiento

de la columna de ‘'mGTP-Sefarosa.
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De las cinco fracciones obtenidas, la tercera se utilizé para obtener una curva densitométrica;
para la que se cargaron tres diferentes concentraciones de elF4E recombinante en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) para la separacion, que posteriormente fueron transferidos a una
membrana de PVDF y detectados por inmunoblot mediante anticuerpos contra GST y elF4E
(Fig.16; A y B). La obtencion de las curvas mediante el programa “Quantity one” en ambos

casos fue aproximadamente igual.

A. Detectado con B. Detectado con anticuerpos
anticuerpos contra la GST contra la elF4E
0.3 ug 0.6 ug 1.2 ug

0.3 ug 0.6 ug 1.2 ug

ug de preteina | U. Relativas ug de preteina | U. Relativas
0 0 0 0
0.3 972.9 0.3 925.8
0.6 1906.8 0.6 1873.9
1.2 3333.2 1.2 2365.8

I o ——

anilintnr ot
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Figura 16. Obtencion de la curva de densitometria de las bandas por inmunoblot, usando
anticuerpos contra GST y a elF4E.
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Para medir el rendimiento de la resina m’GTP-Sefarosa en la columna de afinidad, se
incubaron 500 uL de resina con 271.0 ug de la proteina recombinante durante 1.5 horas. Se
centrifugd para obtener el sobrenadante (SN) y la resina se depositd en una microcolumna
con la m’GTP-Sefarosa. Las fracciones de los lavados (L1, L2, L3), las fracciones eluidas con
m’GTP (F1, F2, F3, F4, F5) y con KCl 0.5 M (Fkc), asi como el sobrenadante (FS), se
resolvieron en un gel SDS-PAGE, cargando un volumen constante de 20 uL de cada fraccion.
Como se puede observar en la Figura 17, el factor elF4AE muestra una alta afinidad a la resina
m’GTP-Sefarosa y un alto rendimiento de recuperacion con el buffer de m’GTP 200 uM. Sin
embargo la resina se satura con aproximadamente la mitad del total de proteina afiadida (=

169.3 ug).

by .
.
,a l
|
/_& *
\ L1 L2 L3 F1 F2 F3 F4 F5 FS  Fem
-
" w
20 uLL
/ 1 mL 400 pl de 200 mM \
— A 900 pl
— ~ pl ImL

v

Figura 17. Rendimiento de la columna m’GTP-Sefarosa. Como se observa en el gel SDS-
PAGE tefido con azul de Coomassie, el factor elF4E sélo se obtiene en fracciones eluidas
con m'GTP (F1, 43.3 ug; F2, 45.6ug; F3, 49. 02 ug; F4, 12.16 ug y F5, 5.4 ug). Sin embargo,
la resina se satura con aproximadamente la mitad de proteina recombinante (Fs, 169.3 ug).

51



Cada una de las fracciones anteriores fue analizada por western blot y cuantificadas
densitométricamente mediante la curva patron utilizando el programa “Quantity one”. Como se
observa en los valores de la tabla (Fig.18); de los 271.0 ug incubados con 500 uL de resina,
sblo se retienen 155.48 ug (suma de los valores densitométricos de cada fraccion);
correspondiendo a un rendimiento del 91.7 % con respecto al valor tedrico esperado de 169.3

ug; asegurando una obtencién eficiente de los complejos elF4F y elFiso4F en 5 fracciones.
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Figura 18. Cuantificacion del rendimiento de la columna mediante inmunoblot utilizando
anticuerpos contra la GST. Los calculos densitométricos muestran que la elucion de elF4E
durante el procedimiento para la obtencion de los complejos en 5 fracciones es altamente
eficiente; obteniendo un rendimiento del 91. 7 %.
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VII.2 Purificacién de los complejos elF4F y elFiso4F de maiz.

Para la purificacién de los complejos elF4F vy elFiso4F de maiz de ejes quiescentes (0 h) y 24
horas de germinacion, se establecierdn las condiciones adecuadas de extraccion con varias
modificaciones respecto a lo reportado anteriormente (Dinkova y Sanchez de Jiménez.1999).
La extraccion de los complejos elF4F vy elFiso4F de maiz en este trabajo realiz6 con menos
lavados a la resina m’GTP-Sefarosa para mantener las interacciones débiles de las proteinas
gue interaccionan con los complejos. La obtencion de los complejos elF4F vy elFiso4F en
este caso, se eluyd en cinco fracciones (F1, F2, F3, F4 y F5) con 400 uL de buffer D
conteniendo 200 uM de m’GTP; la cual fueron congelados inmediatamente con nitrégeno
liqguido para evitar su degradacion. El objetivo de fraccionar la elucion, fue obtener fracciones
donde estuviera mas enriquecido uno u otro complejo y evaluar que proteinas interaccionan
especificamente con elF4F y elF(iso)4F. EI comportamiento de elucion en cada fraccion, se
analizo por tincién con plata en geles SDS-PAGE, cargando un volumen constante de 50 ulL
(Fig.19). En el analisis por tincion con plata se encontr6 que durante la elucién de los
complejos de ejes de 0 horas, se obtiene el complejo elFiso4F preferentemente en las
primeras 3 fracciones (F1°, F2°, F3°% y en las ultimas 2 fracciones (F4°, F5° aparece el
complejo elF4F, acorde a reportes previos Yy resultados que ubicaron las bandas
correspondientes a elF(iso)4E y elF4E (Browning, et al. 1992). Respecto a las 2 bandas
fuertes que se encuentran alrededor de 80 kDa, al menos una debia corresponder a
elF(is0)4G, mientras que una banda alrededor de los 200 kDa que corresponderia a elF4G no
fue detectada. A 24 horas, el comportamiento de la elucién es diferente a lo observado a 0
horas con respecto a las bandas que por su peso molecular corresponderian a los factores
elF(iso)4E y elF4E. En este caso ambos factores tinen un mismo patron de elucion en las 5

fracciones (F1**, F2?*, F3%**, F4** y F5%%). Este comportamiento permite elegir bandas
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diferenciales fundamentalmente a 0 h e identificar proteinas en cada fracciébn donde el

complejo elF4F o elF(iso)4F se encuentre preferentemente y que pudieran unirse a estos

(Fig.19).
B
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Figura 19. Comportamiento de elucion en las 5 fracciones de los complejos purificados
de ejes de 0 h y 24 horas de germinacién. (A) Tincibn con plata de las 5 fracciones de 0 h
(F1°, F2° F3° F4°y F59). (B) Tincidn con plata de las 5 fracciones de 24 h (F1%4, F2%*, F3%*,
F42* y F5%%). PM; marcador de la masa molecular. Las bandas FT1, FT2, FT4, FT8 y FT9 de
0y 24 h, fueron identificadas por espectrometria de masas LC/MS/MS (Tabla 3).

VII.3 Comparacion de bandas diferenciales en el patrén proteico de 0 y 24 h de
germinacion.

Para elegir las bandas diferenciales a ser analizadas por espectrometria de masas se realiz6
una comparacion a la par de cada una de las fracciones de ambos estadios de germinacion
del eje. Puesto que la mayor diferencia se encontr6 en las bandas de mayor tamafio (por
arriba de los 45 kDa); este andlisis se realizé utilizando la separacién en SDS-PAGE al 10%,

para discernir mejor las bandas (Figura 20). En la comparacion del patron proteico de los
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complejos purificados de 0 h (quiescente) y 24 h de germinacién del eje embrionario, se
seleccionaron cuatro bandas diferenciales altamente reproducibles (en al menos 3 réplicas) en
ejes quiescentes. Estas bandas son referidas como FT3, FT5, FT6, FT7, que estan ausentes
a 24 horas de germinacion. Otras bandas como FT1, FT2 Y FT4 se encontraron presentes en

ambos estadios de germinacion del eje embrionario.

. T W L L I S - A - R

Figura 20. Andlisis de bandas diferenciales de 0y 24 h de germinacion mediante tincién
con plata. Las bandas FT1, FT2 y FT4, estan presentes en ambos estadios de germinacion.
Las bandas FT3, FT5, FT6 y FT7, estadn presentes sélo en ejes quiescentes (marcados con
circulos rojos). Todas fueron identificadas por espectrometria de masas LC/MS/MS (Tabla 3).
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VIIl. Analisis de bandas proteicas diferenciales por espectrometria de masas
(LC/MS/IMS).

Antes del analisis de las bandas proteicas diferenciales, se identificaron las proteinas
correspondientes a las bandas FT1, FT2, FT4, FT8 Y FT9 (Fig. 19). Estas eran las bandas
mas fuertes y por consiguiente se esperaba que fuera las correspondientes a los
componentes canoénicos de los complejos elF4F y elF(iso)4F. Los resultados mostraron que
las bandas contenian mas de una proteina y, por consiguiente, la composicién proteica en
cada banda podria diferir entre 0 hy 24 h de germinacion. Por esta razén se decidié analizar
las mismas bandas de 24 horas (FT1A, FT2A, FT4A, FT8A Y FT9A) y todas las bandas
diferenciales (FT3, FT5, FT6, FT7). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3
(Apéndice 1). En FT1 se identificaron: HSP101, CBP80 y la subunidad “C” del factor elF3
(elF3c). En FT1A a CBP80, ATECP63 y Globulina. En FT2 al factor elF(is0)4G y a
Lipoxigenasa 1. En FT2A a elFiso4G, Vicilina y Lipoxigenasa 1. Por su peso molecular el
factor elF(is0)4G se esperaba en FT2 y FT2A. De las proteinas identificadas en FT1 y FT1A,
se encuentra la subunidad de 80 kDa de la proteina de unién a cap nuclear (CBP80), la cual
unida a la subunidad de 20 kDa (CBP20), media la exportacion de los mRNAs del nucleo al
citoplasma. Esta proteina se ha encontrado como parte de los complejos de unién a cap en
otros organismos (Hernandez, G., 2005.). Respecto al factor elF3c identificada solo en FT1,
es la subunidad del factor multimérico elF3, que recluta a la subunidad ribosomal pequefia al
MRNA por interaccion con el factor elF4G, por lo que es légico identificarlo. Con respecto a la
Lipoxigenasa 1 citoplasmica (ZmLox1), fue identificada en FT2 y FT2A y por alineamiento de
secuencia con AtLOX2 que es una proteina cloroplastica y reportada que interacciona con las
distintas isoformas del factor elF4E, ambas proteinas contienen una secuencia de union
similar a 4E-BPs (Fig. 21). Sin embargo; al igual que la AtLOX2, no sabemos cual seria su

papel en la regulacién del inicio de la traduccion.
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En FT4 y FT4A se identificd al factor elF4A, la helicasa que desdobla el mRNA durante el
proceso de busqueda del codon AUG para dar inicio a la traduccion proteica y que ha sido
reportado que eluye con estos complejos (Hernandez, G., 2005.) Ademas, se identifico a EF-
lalfa (factor de elongacién) que lleva los aminoacil-tRNAs al sitio A del ribosoma durante la
sintesis del polipéptido; y por tanto no es sorprende identificarlo, debido a que podria
interaccionar con algun componente de complejo del inicio de la traducciéon durante su
reclutamiento al ribosoma para catalizar la union de los enlaces peptidicos entre los
aminoacil-tRNAs. En FT4 y FT4A también se identific6 a la subunidad regulatoria 6A del
proteasoma 26S, que forma parte del subcomplejo de la particula regulatoria (RP), la cual
dirige la degradacion proteica mediante la via ubiquitina-proteasoma (Chang vy

Schwechheimer, 2004).

En FT8 y 8Ay FT9 y 9A se identificaron, como se esperaba, a los factores elF(iso)4E y elF4E
respectivamente (Fig. 20). Con respecto a las bandas diferenciales; en FT3 se identifico la
HSP70, otra proteina inducida por calor; a una proteina de uniéon lumenal cBiPe2 (HSP70) y a
LEAFBLADELESS, una proteina involucrada en la biogénesis de RNAs pequefios en plantas
como: el ta-siRNA-ARF y miR166. Esta Ultima proteina controla la polaridad (adaxial/abaxial)
de la hoja. Para estas proteinas se encontré una secuencia similar al reportado para proteinas
de union al factor elF4E (Tabla 4). Con respecto a las bandas diferenciales FT5, FT6y FT7 se
identificaron principalmente proteinas involucrados en el metabolismo de carbohidratos;
estando presente en FT5; la 3-fosfoglicerato cinasa citosélica, La alcohol deshidrogenasa 1 y
la actina; en FT6, la fructosa-bifosfato aldolasa y alcohol deshidrogenasa. En FT7 se identifico

a la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa citosolica y al malato deshidrogenasa.
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Figura 21. Alineamiento de secuencias de ZmLOX1 de maiz (citoplasmica) y AtLOX2 de
Arabidopsis thaliana (cloroplastica). Ambos contienen al menos dos secuencias conservadas
de union, similares a los de las 4E-BP (YXXXXL®).
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Tabla 3. Resultado de la identificacion de proteinas por espectrometria de masas LC/MS/MS en las distintas

bandas, tanto de Oh y 24 horas.
germinacion, que se identifican en distintas bandas; sin embargo no corresponden al peso.

son proteinas de almacenaje de semillas y

Horas de 0 horas 24 horas (A)
germinacion
Proteina  |Peso Moleculari# de péptidos Proteina Peso Moleculari# de péptidos
Banda kDa identificados kDa identificados
HSP101 101 10 CBP80 99 5
FT1 CBP80 99 4 ATECP63 48 4
elF3 ¢ 104 3 Globulina 2 50 4
elFiso4G 88 7 elFiso4G 88 7
Lipoxigenasal 96 3 Globulina 2 50 6
FT2 Vicilina 66 2
ZXCC Lipoxigenasal 96 2
HSP70 71 22
leafbladeless 68 4
FT3 Proteina de unién 73 3
lumenal cBiPe2
elF4A 47 27 elF4A 47 16
F. Elongacion 1o, 49 16 F. Elongacion 1o, 49 6
FT4 Subunidad Subunidad
regulatoria 6 del 39 5 regulatoria 6 del 39 2
proteasoma 26S proteasoma 26S
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Horas de 0 horas 24 horas (A)
germinacion
Proteina Peso Molecular |# de péptidos| Proteina | Peso Molecular |# de péptidos
Banda kDa identificados kDa identificados
3-fosfoglicerato cinasa 32 17
citosdlica
FT5 actina 37 16
Alcohol deshidrogenasa 1 41 6
Fructosa-bifosfato aldolasa 39 23
FT6 Alcohol dehydrogenase 1 41 11
Gliceraldehido-3-fosfato
FT7 deshidrogenasa citosolica 37 15
Malato deshidrogenasa 36 3
elFiso4E 24 8 elFiso4E 24 3
FT8 Globulina 2 50 7 Globulina 2 50 4
FT9 Globulina 2 50 8 Globulina 2 50 5
elF4E 24 1 elFAE 24 3
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Tabla 4. Conservacién de la secuencia de union a elF4E de distintas proteinas
reportadas previamente, asi como de las identificadas en este trabajo (azul).

helF4G1 YDREFLL
helF4GilI YDREFLL
yelF4Gl YGPTFLL
yelF4Gil| YGPTF LL
h4E-BP1 YDRKFLM
h4E-BP2 YDRKFLL
h4E-BP3 YDRKFLL
h4E-T YTKEELL
xMaskin T EADF L L
d4E-BP1 YERAFML
dCup YTRS RLM
dBicoide YI RPYLL
hGemin5 YEAVEL L

LKL PFLK
Atlox2 YRK EE LE
AtBTF3 STLKR ] G
Zmlox1 YRDD E LR
ZmLeafbladeless 1 YMDL E L E
ZmelFiso4G YTRD Q L_L
ZmHSP70 YSCV G LW
Consenso Y XX XXL®

IX. Western blot para proteinas identificadas en los complejos elF4F y elF(iso)4F.

La elucién de HSP101 y LOX1 con los complejos elF(iso)4F y elF4F de ejes de quiescentes y
de 24 horas de germinacion fue verificada por inmunoblot con anticuerpos policlonales contra
HSP101 de maiz y contra LOX2 de frijol. Ademas, se utilizaron anticuerpos dirigidos contra
elF(iso)4F y elF4E de trigo como control. En estos ensayos; ademas de cargar las 5
fracciones correspondientes a las eluciones de los complejos, se cargé la dltima fraccion de
cada lavado, esto con el fin de evaluar si las proteinas que eluyen en los complejos presentan

uniones especificas o si son debidas a un mal lavado. Como se puede observar en la tincion
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con plata (Fig. 22), las proteinas que interaccionan con los complejos s6lo aparecen cuando
se eluye a el complejo elF(iso)4F y elF4F con m’GTP y no en los lavados; incluso con lavados
mas exhaustivos (20 voliumenes), algunas bandas como FT1, FT2, FT4, FT5 y FT6 siguen
eluyendo fuertemente con los complejos de ejes de 0 horas, mientras que solo FT1A y FT2A
eluyen fuertemente con los complejos purificados de ejes embrionarios con 24 horas de
germinacion. Esto nos lleva a suponer que la interaccion de las proteinas a 0 horas es mas
fuerte debido al estado estacionario de la actividad metabdlica, en comparacion a 24 horas,
donde el intercambio proteico en los complejos ocurre a una velocidad mas alta. En el analisis
por imunoblot, se encontré que efectivamente HSP101 se encuentra asociado a los complejos
de 0 y 24 horas, y al parecer la interaccion con el complejo es mas fuerte a 0 horas (Figura
22). Se observé que a 0 horas HSP101 se encuentra ausente en el ultimo lavado y comienza
aparecer cuando se eluyen los complejos especificamente con m’GTP; mientras que a 24
horas HSP101 se encuentra en los dos lavados. Ademas, esta proteina parece tener un
comportamiento de elucion muy similar al factor elF(is0)4G y elF(iso)4E (Fig. 22).

Con respecto a la identificacion de ZmLOX1 en los complejos, su inmunodeteccion con un
anticuerpo dirigido contra la PvLOX2 de frijol (53% identidad con ZmLOX1 de maiz) fue muy
baja, dando una sefial muy tenue en las ultimas fracciones en los complejos de 0 horas y no

se pudo obsevar sefial a 24 horas (Fig. 22).
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Figura 22. Identificacién de proteinas en los complejos elF4F y elF(iso)4F por western
blot. La dltima fraccibn de cada lavado y las eluciones de los complejos de ejes de
quiescentes (A) y de 24 horas de germinacion (B), fueron inmunodetectados con anticuerpos
policlonales dirigidos contra elF(iso)4E, elF(is0)4G, elF4E, HSP101 de maiz y Lox2 de frijol.
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X. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron un patron de bandeo y composicion
proteica diferencial en cada banda para los complejos elF4F y elF(iso)4F entre el estado
quiescente y germinado del eje embrionario. Esto indica que los complejos elF4F y elF(iso)4F
podrian estar interactuando con diferentes proteinas para regular el inicio de la traduccion
acorde al grupo de mRNAs a traducir y a las necesidades de cada etapa. Las proteinas
identificadas en ambos estados de desarrollo del eje embrionario muestran una expresion
diferencial respecto al numero de péptidos identificados para cada proteina. Teniendo en
cuenta que la identificacion de péptidos es proporcional a la abundancia de la proteina en
cada muestra; por ejemplo, para los factores elF(iso)4E y elF4E se identificaron 8 y 1 péptidos
respectivamente a 0 h y tres péptidos en ambos factores a 24 h (Tabla 3). Esto concuerda con
resultados previos, en donde el factor elF(iso)4E es mayoritario en ejes quiescentes y el factor
elF4E aumenta a partir de las 12 h de germinacion hasta que ambos factores igualan su
expresion (Dinkova y Sanchez de Jiménez. 2000).

Por otro lado, CBP80, elF3c, elF(is0)4G y elF4A son factores que ya han sido reportados
como componentes de los complejos de unién a cap en otros organismos (Hernandez et al.
2005). En este estudio se lograron identificar otras proteinas tales como EF-lalfa (factor de
elongacion) y la subunidad 6A del proteasoma 26S, cuya presencia en los complejos de unién
a cap podria esperarse por su interaccién con componentes de la maquinaria traduccional
(Fedoroff, 2000). La subunidad 6A del proteasoma (rpt5: Ytal en levadura; TBP1/p48, en
humano, bovino, Arabidopsis y arroz), es un componente del subcomplejo de la particula
regulatoria 19S (RP). Este subcomplejo es la tapa de la particula catalitica 20S (CP). La RP
unida a CP constituye el proteasoma 26S, en donde se lleva a cabo la degradacion de
proteinas ubiquitinadas (Tanaka y Tsurumi, 1997). En levadura, la RP consta de 18

subunidades. Seis de ellas son ATPasas de la familia AAA y son nombradas como Rptl-6
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(por Regulatory Particle Triple-AAA protein). El resto de las subunidades son denominadas
Rpnl-12 (por Regulatory Particle Non-ATPase). La funcién especifica de cada subunidad Rpt
Nno se conoce, pero se cree que juegan un papel esencial en el reconocimiento y la
degradacion selectiva de proteinas blanco, presumiblemente, proporcionando energia al
proteasoma 26S (Glickman et al. 1999). Recientemente, se han descrito dos motivos
estructurales en varias subunidades del RP: El motivo PCI (proteasome—COP9-initiation
factor) y el motivo MPN (Mprl-Padl-N-Terminal). Estos motivos dirigen la interaccion
proteina-proteina, y estan presentes en sefialosoma COP9 y algunas subunidades del factor
elF3: Las subunidades elF3c y elF3e poseen motivos PCI; las subunidades elF3f y elF3h
poseen motivos MPN (Chang y Schwechheimer, 2004). La conservacion de las subunidades
de la RP en eucariontes es extraordinaria. En levadura y humano, las subunidades Rpt tienen
un porcentaje de identidad del 66-76 %; mientras que, las subunidades Rpn tienen un rango
de identidad del 33-47 % (Glickman et al. 1999). En Arabidopsis thaliana y arroz, la
descripcion de la RP y la CP del proteasoma 26S mediante espectrometria de masas y
anticuerpos especificos, mostr6 que ademas de tener la misma composicion, tienen una
organizacion similar comparada con sus contrapartes de levadura y animales (Yang et al.
2003; Shibahara et al. 2002). Por otro lado, el proteasoma 26S hidroliza especificamente a
elF3a; la subunidad grande del complejo de iniciacién elF3 (Othumpangat et al. 2005; Murata
y Shimotohno, 2006). La identificaciéon de la subunidad 6S del proteasoma 26S en este
trabajo, es consistente con la via de degradacion de varios factores del inicio de la traduccion,
incluyendo al elF4E. Por otra parte, otra via de regulacion traduccional del mRNA, mediada
por el proteasoma 26S es la degradacion de mRNA ricos en secuencias AU (ARE),
localizadas en su extremo 3" no traducible. Estas secuencias funcionan como sefiales de
desestabilizacion de estos transcritos; en donde AUF, una proteina de unién a la secuencia

ARE, y componentes del aparato traduccional, regulan el decaimiento de los ARE-mRNA a
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través de la via ubiquitina-proteasoma (Lu et al. 2006). Considerando estos datos, la
subunidad 6A del proteasoma 26S, podria estar asociada a los complejos elF4F y elF(iso)4F
para llevar a degradacién a ciertos reguladores o componentes de la maquinaria traduccional
en condiciones o estadios especificos, principalmente los componentes de elF3, un factor
esencial en el control traduccional (Hinnebusch, 2006).

Otra proteina interesante que se encontré en los complejos fue la HSP101. La HSP101
pertenece a la subfamilia clpB de una familia de proteinas llamadas Hsp101/clp (Schirmer et
al, 1996). Los miembros de la familia Hsp101/Clp muestran una gran variedad de funciones
gue van desde ser subunidades reguladoras, como de la proteasa bacteriana Clp, a los
factores que controlan la herencia de los priones tal como [PSI+] y factores requeridos para la
tolerancia de altas concentraciones de sales en bacteria (Schirmer et al. 1996). Esta familia
esta dividida en 2 clases, en funciéon a sus dominios de unién a nucleétido (NBDs). Los de
Clase 1 tienen 2 dominios de uniéon a nucle6tido y tienen conservadas las regiones amino,
media y carboxilo; los de Clase 2 tiene s6lo un dominio de unién a nucleotido y son proteinas
mas pequefias (Celerin et al. 1998; Nieto-Sotelo et al. 1999). Una caracteristica tipica de la
subfamilia clpB (clase 1) es su inducibilidad por estrés calorico. Estas proteinas son
requeridas para la supervivencia a altas temperaturas por una previa aclimatacion a
temperaturas medias del estrés caldrico (termotolerancia inducida) (Celerin et al., 1998; Nieto-
Sotelo et al., 1999).

La secuencia de HSP101 de plantas es altamente conservada y se reportd en Arabidopsis,
soya, maiz, trigo, tabaco y frijol (Lee et al. 1994; Schirmer et al. 1994; Wells et al. 1998; Nieto-
Sotelo et al. 1999; Keeler et al. 2000; Campbell et al. 2001).

Trabajos previos muestran un papel dual de HSP101 de plantas. Por un lado HSP101 de
maiz (ZmHSP101) ha sido reportado que se acumula en el eje embrionario y escutelo de la

semilla y sus niveles de expresion decrecen en las primeras horas de germinacion en
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condicion normal (Nieto-Sotelo et al. 2002). En este estudio se demostré que ZmHSP101 no
s6lo induce termotolerancia a altas temperaturas, sino que también tiene un efecto en el
crecimiento de la raiz primaria en condicion basal; esto debido a que mutantes nulas en
ZmHSP101 tienen un mayor crecimiento radicular en las primeras horas de la germinacion.
Sin embargo, el efecto negativo del crecimiento mediado por ZmHSP101 que pudiera ser
debido a la division celular o elongacién de la célula, no se conoce. Las HSP101 de tabaco
(NtHSP101) y de Arabidopsis (AtHSP101) actian como factores traduccionales, aumentando
la traduccién del RNA del virus del mosaico del tabaco (TMV) en levadura y en protoplastos
mediante su interaccion con la secuencia Q de la region 5UTR del RNA viral (Wells et
al.1998; Ling et al. 2000). Wells et al. (1998) observaron que tanto el factor elF4G como elF3
son indispensables para el incremento traduccional, lo que sugiere que HSP101 promueve el
enlace de elF4AG y elF3 necesario para reclutar la subunidad ribosomal pequefia al RNA viral.
También se plantea que su actividad de chaperona podria tener un papel en la traduccion
(Wells et al. 1998). La NtHSP101 es capaz de interactuar con un elemento regulatorio (iLRE)
presente en el 5’UTR del mRNA de la ferredoxina de Arabidopsis (fedl) aumentando su
traduccién (Ling et al. 2000).

Un trabajo reciente propone que el complejo HSP101-Q es funcionalmente analogo a los
complejos elF4E-5’-cap y PABP—poly(A), lo cual sirve para reclutar al complejo elF4F a un
MRNA e incrementar su traduccién (Gallie, 2002). Actualmente con todos estos estudios se ha
logrado utilizar la tecnologia del complejo HSP101-Q con fines biotecnoldgicos, en donde la
alta expresion de HSP101 de arroz (OsHSP101) mediado por la secuencia omega,
incrementa la capacidad termotolerante y por tanto puede ser utilizado como marcador de
seleccion en plantas de tabaco. Asimismo HSP101 pudo transactivar in vivo la traduccion del
reportero Q-Luciferasa mediante una reciproca cruza de lineas transgénicas de tabaco

conteniendo a HSP101 y Q-Luciferasa, por lo que brinda la posibilidad de utilizar esta
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tecnologia para producir altas cantidades de proteinas de interés comercial en plantas
(Chang, 2007). Ademas de HSP101, otras proteinas inducidas por calor o chaperonas como
HSP27 pueden tener un papel en la regulacién del inicio de la traduccion. La HSP27 es capaz
de enlazar a elF4G previniendo el ensamblaje de elF4F en condiciones de choque térmico,
en donde elF4G se encuentra insoluble en granulos de estrés por calor (Cuesta, R., et. al,
2000). Por lo tanto, se plantea que la asociacion de HSP101 con elF(iso)4F y elF4F durante la
germinaciéon podria regular estos complejos, quiza por los siguientes mecanismos: Por un
lado, HSP101 podria unir a elF4G y permir el reclutamiento de las subunidades ribosomales,
eficientando el inicio de la traduccion. La otra posibilidad es que, durante la desecacion, en
donde la semilla presenta estrés, HSP101 se une elF4G y se reprime la traduccién; que
durante las condiciones favorables de la germinacion, la represion del inicio de la traduccion
regulada por HSP101 se revierte. Por otro lado, no se descarta la idea de que HSP101 unido
a elF(iso)4F y elF4F actue mediante su actividad de chaperona, plegando correctamente a
estos complejos antes de iniciar la traduccion.

En los complejos de unién a ‘'mGTP de ejes embrionarios de maiz quiescente [donde el
complejo elF(iso)4F es mas abundante] hemos identificado a HSP70, ademéas de HSP101.
(Fig. 22). Analizando la secuencia de esta proteina se encontré que, HSP70 en su region
amino terminal tiene una secuencia (YSCVGLW) similar a las 4E-BPs (YXXXXL®)(Tabla 4), lo
cual sugiere gue la proteina HSP70 identificada en los complejos podria tener alguna funcion
en la regulacion de la traduccion de ciertos mensajes traducidos preferentemente por
elF(iso)4F.

La proteina HSP70 se expresa ubicuamente y es parte de la maquinaria celular que ayuda a
plegar las proteinas, protegiendo la célula del estrés (Wegele et al., 2004). Los miembros de

la familia de HSP70 son fuertemente regulados por estrés por calor y estrés quimico
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particularmente por metales pesados, tales como cadmio, mercurio y arsénico, evitando la
desnaturalizacion y una posible agregacién de proteinas. Todos los miembros de la familia
HSP70, contienen tres dominios que los caracteriza: (1) un dominio de unién a ATP en el
amino terminal (clase 2 respecto a la familia hsp101/clp); (2) un dominio de unién a sustrato
gue contiene una ranura con afinidad a aminoacidos neutrales e hidrofébicos, suficiente como
para interaccionar con los péptidos; (3) un dominio rico en estructuras alfa hélice en el
carboxilo terminal, que actia como tapa para el dominio de union a sustrato (Wegele et al.,
2004). La HSC70 es otra clase de proteinas que pertenecen a los miembros de la familia
HSP70; sin embargo, estas proteinas son constitutivas y se unen al polipéptido naciente que
emerge de los ribosomas permitiendo un correcto plegamiento. Aunque la HSP70 y HCS70
comparten aproximadamente un 90% de identidad en el dominio de unién a ATP y el dominio
de unidén a sustrato, solo existe un 65% en de identidad en el dominio de alfa hélice; por tanto
se cree que este dominio podria dirigir la especificidad a distintas proteinas (Zimmer et al.,
2001). Estudios previos han demostrado que HSP70 y HSC70 coinmunoprecipitan con PABP,
elF4G y AUF1, un factor de degradacion que une a secuencias de poli(U) (secuencia ARE)
presentes en el extremo 5" mRNA, soportando la hipétesis que la interaccion directa de este
complejo, podria estar ligada, ya sea a la rapida degradacion del ARE-mRNA con la
magquinaria traduccional o acoplado a la estabilizacién de estos mMRNAs mediada por HSP70 y
HSC70 (Laroia.1999, Lu. 2006). Trabajos mas recientes han determinado que HSC70 y
HSP40 junto con PABP y elF4F estabilizan al ARE-mRNA de BIM, evitando su degradacion.
De este modo, la regulacion de la expresion de BIM, un activador de muerte celular en
células progenitoras hematopoyéticas, controlaria el nimero de células de la sangre (Matsui
et al. 2007). En plantas no hay reportes acerca de la regulacion traduccional de mRNAs

celulares mediado por HSP101, HSP70 y HSC70, pero se reporta que en plantas de maiz,
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ZMmHSP70 coinmunoprecipita con ZmHSP101, indicando que estas dos proteinas podrian
formar complejos en células de plantas (Zhang et al., 2005).

Otra proteina que se identifico solo a 0 h es LEAFBLADELESS; esta proteina esta involucrada
en la biogénesis de ta-siRNA-ARF y miR166 y regula la polaridad dorsoventral de la hoja en
plantas de maiz. Algunos genes adaxializantes como HD-ZIPIIl y otros abaxializantes, son
blancos de regulacion mediada por RNA de interferencia. El gen de leafbladeless1(lbl1)
codifica una proteina ortéloga del SUPRESOR DEL SILENCIAMIENTO GENETICO 3(SGS3)
de Arabidopsis, que es esencial para la biogénesis de ta-siRNA. Los componentes de la via
TAS3 tasiRNA en maiz son expresados sobre el lado adaxial de la hoja, y restringen la
expresion de factores abaxializantes arf3a y miR166 tempranamente en el desarrollo de la
hoja (Timmermans, 1998; Nogueira, 2007). En este trabajo se ha identificado a proteina
LEAFBLADELESS asociado a los complejos del inicio de la traduccion, principalmente a 0
horas donde el complejo elF(iso)4F es méas abundante. El analisis de la secuencia de
aminoacidos de LBL1 muestra una secuencia consenso similar a los 4EBPs; por lo que se
pensaria que esta proteina podria interaccionar principalmente con elF(iso)4E, para reprimir la
traducciéon de ciertos mMRNAs dependientes de elF(iso)4F. La otra posibilidad es que
LEAFBLADELESS esté en los complejos traduccionales porque actla dentro de la via del
RNA interferente. Ambas posibilidades propuestas son mecanismos en los que el fin
fisiologico es garantizar la polaridad de la hoja desde el estado quiescente. Esta idea es
apoyada, por un claro ejemplo en Drosophila, donde la represién traduccional de mensajeros
especificos mediado por proteinas de unidon a elF4E(4E-BPs) regulan la polaridad del
embrién, mediante la expresién de un gradiente de proteinas claves que se expresan a lo
largo del embrion, controlando el patrén anterior- posterior del ovocito . Otra posibilidad es que
LEAFBLADELESS1 reprima la traduccion de elF(iso)4E-cap-mRNAs en un estado de

desarrollo temprano y estos estos se desrepriman en un estado posterior de germinacion,
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donde las proteinas de estos mMRNAS seran necesarios para la emergencia y polarizacioén de
la hoja.

En cuanto a la Lipoxigensa 1 (ZmLOX1, citopldsmica) que al igual que la AtLOX2
(cloroplastica) de Arabidopsis thaliana, contiene la secuencia consenso a las 4EBPs,
responsable de la unién con elF4E. Sin embargo, la funcién en la regulacién del inicio de la
traduccién de estas proteinas no se conoce. Se ha reportado que Lipoxigenasa 1 de
Arabidopsis thaliana (AtLOX1) esta involucrada en la estimulacion de la germinacion de las
semillas, esta proteina se expresa principalmente en la epidermis, donde controla la pérdida
de agua y el intercambio gaseoso y provee un mecanismo de defensa contra patdgenos. Otra
posibilidad es que la AtLOX1 sea requerida para la produccién de moléculas necesarias para
la defensa contra patégenos, quizas regulando la traduccion de mRNAs necesarias para la
produccion de metabolitos de defensa (Melan, et al, 1994). En el caso de ZmLOX1 que esta
preferentemente a 24 horas, podria estar uniéndose preferentemente a elF(iso)4E durante el
estrés por ataque de patdgenos, reprimiendo la traduccién dependiente de cap y sélo permite
la traducibn de mRNA necesarios para contrarrestar dicho estrés mediante el mecanismo
independiente de cap. La represion mediada por proteinas de unién a elF4E, asegura que la
traduccidon de mensajeros clave proceda en una forma apropiada, tanto temporal, como
espacialmente para la traduccion de cierta proteina o grupo de proteinas indispensables en un
estado especifico de desarrollo de un organismo. Por lo tanto el estudio del mecanismo
traduccional asistido por proteinas de unién a elF4E, es de gran importancia para el
entendimiento del control traduccional en plantas. En cualquiera de los casos de estas
proteinas, su interaccién con elF4E/elF(iso)4F u otras proteinas de los complejos de unién a
cap debe ser probada y su funcién abordada de forma especifica.

Con respecto a ATECP63, Globulina 2 y Vicilina, las encontramos en diferentes muestras;

estas proteinas son de almacenaje y germinacion en semillas de maiz quiescentes. Sin
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embargo; en algunos casos no corresponden a la masa molecular y a la presencia en los
complejos de unién a cap no se conoce.

Finalmente, en la dltimas tres bandas diferenciales: FT5, FT6 Y FT7, encontramos proteinas
involucradas en el metabolismo de carbohidratos, indispensables en ejes embrionarios para
remocién de reservas presentes en la semilla durante el periodo de germinacién, donde la
actividad metabdlica es muy activa. La presencia de estas proteinas en los complejos, podria
ser inespecifica y no estar relacionada con factores del inicio de la traduccién. Sin embargo,
aun con lavados méas astringentes a la resina m’GTP estas proteinas se encuentran
fuertemente asociadas a los complejos. Ademas la interaccion de estas proteinas con los
complejos de unidn a cap podria ser debido a la interaccion con HSP101 o HSP70. En otro
trabajo se ha reportado que HSP70 interacciona con la enzima NADP malica en maiz; para
conferirle estabilidad y evitar la formacion de agregados proteicos (Anwar, 2002). No es
sorprendente que este tipo de proteinas estén asociadas a las chaperonas; dada la necesidad
de un correcto plegamiento para las proteinas que son claves durante la reactivacion del
metabolismo energético al inicio de la germinacion del eje embrionario. La relevancia de la
interaccién de proteinas del metabolismo energético y los complejos de unién a cap en el

inicio de la traduccidn es totalmente desconocida.
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Xl. CONCLUSIONES.

1. En ejes embrionarios quiescentes (0 h) y germinados (24 h) de maiz se identificaron
diferentes conjuntos de proteinas que co-eluyen con los complejos elF4F y elF(iso)4F.

2. HSP101 co-eluye especificamente con los complejos elF4F/elF(iso)4F.

3. ZmLOX1, ZmLEAFBLADELESS y ZmHSP70 muestran una secuencia similar a las

proteinas de unién a elF4E; que interrumpe la formacién del complejo elF4F.

Xll. PERSPECTIVAS.

La interaccién de proteinas como ZmLOX1, ZmLEAFBLADELESS y ZmHSP70 con elF(iso)4E
y/lo elFAE debe ser estudiada a fondo para demostrar su especificidad tipo 4E-BP. Su
relevancia en el control traduccional durante la germinacion debe ser elucidada. La interaccion
especifica de HSP101 con los componentes de los complejos elF4F y elF(iso)4F debe ser
abordada. El papel de HSP101 durante las primeras horas de germinacion debera ser
determinado desde el punto de vista de activacion o represion de la traduccién. Todo esto con
el objetivo de conocer los mecanismos de regulacién que permiten el reinicio de la traduccion
de los mRNA almacenados en ejes embrionarios, necesarios para la germinacioén del maiz y

el establecimiento de una nueva plantula.
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Los péptidos identificados por LC/MS/MS a lo largo de la secuencia de las proteinas que
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LGGIDKRVIE
| TIDIALWKF
VPI SGFEGDN
DKPLRLPLAQD
TGLTTEVKSYV
KKDPTGAKVT

FTLGVKQMIC CCNKMDATTP

VGYNPDKIHF
FLKNGDAGMY KMVPTKPMVYV

| GNGYAPVLD CHTSHIAVKF
VAVGVIKSVE

NMI TGTSQAD CAVLIIDSTT

STTTGHLIYK
DKLKAERERG
DLINEPKRPS
KPGMVVTFGP

LPGDNVGFNV KNVAVKDLKR GYVASNSKDD
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VVIGHVDSGK
KRSFKYAWVL
DAPGHRDFIK
GQTREHALLA
VKEVSSYLKK
PVGRVETGVI
QVIIMNHPGAQ
SGKELEKEPK

ETFSQYPPLG RFAVRDMRAQT

EMHHEALQEA
KAAAKKK

ETTKYYCTVI
PAKEAASFTS
AELVTKIDRR

16 unique peptides, 34 unique spectra, 83 total spectra, 156/447 amino acids (35% coverage)
GGFEAGI SKD

MIERSTNLDW YKGPTLLEAL

0i[2282584| gb| AAB64207.1| (100% ), 49290.8 Da
VYKIGGIGTV

elongation factor 1-alpha [Zea mays]

MGKEKTHI NI
RFEKEAAEMN
KYSKARYDE.

Factor de elongacion 1 a



Subunidad regulatoria 6 del proteasoma 26S

0i|3024431|sp|004019|PRS6A_ARATH (100% ), 46665.0 Da
26S protease regulatory subunit 6A homolog (TAT-binding protein homolog 1) (TBP-1)
5 unique peptides, 6 unique spectra, 6 total spectra, 54/419 amino acids (13% coverage)
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0i28172915|gb|AA032643.1|AF343452 1 (100% ), 31626.4 Da
cytosolic 3-phosphoglycerate kinase [Zea mays]
17 unique peptides, 30 unique spectra, 44 total spectra, 183/299 amino acids (61% coverage)

AAIVGGSKYVS
GYSVGKSLVE
DKFAADAESK
TKTVIWNGPM
I 1GGGDSVAA
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IRITLKEESQR
NIVEILEMSP
TIFLPVVGLYV
RVKAMEVDEK
QFEKLGIRPP
LAGPQLVQMEF
| GTKRFDSEV
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RKMNVNADVN
DATEVNHEDF
KLAAALPEGG
YVNDAFGTAH
GAVANPKKPF
GMIYTFYKAQ
LLLPTDIVVA
TKTFNEALDT
ELTTTKGVTT



Actina

4i|1498388| gb|AABA40105.1| (100% ), 37154.3 Da
actin [Zea mays]
16 unique peptides, 26 unique spectra, 75 total spectra, 127/336 amino acids (38% coverage)

AGFAGDDAPR AVFPSIVGRP RHTGVMVGMG QKDAYVGDEA
QSKRGILTLK YPIEHGIVSN WDDMEKIWHH TFYNELRVAP
EEHPVVLTEA PLNPKANREK MTQIMFETFN VPAMYVAIQA
VLSLYASGRN TGIVLDSGDG VSHTVPIYEG YALPHAILRL
DLAGRDLTDS LMKILTERGY SFTTTAEREI VRDIKEKLAY
VALDYDQELE NAKSSSSVEK SYELPDGQVI TIGAERFRCP
EVLFQPSFIG MEAPGIHETT YNSIMKCDVD IRKDLYGNIYV
LSGGTTMFPG | ADRMSKEIT ALAPSSMKIK VVAPPERKYS
VWIGGSILAS LSTFQAQ

Alcohol deshidrogenasa 1

0i[113359| sp|P00333|ADH1_MAIZE (100%), 40980.5 Da

Alcohol dehydrogenase 1

6 unique peptides, 7 unique spectra, 7 total spectra, 60/379 amino acids (16% coverage)

MATAGKVIKC
I LFTSLCHTD
GVTDVAPGDH
DRGVMI ADGK
AKINPQAPLD
FGLGAVGLAA
TEFVNPKDHN
AFECVHDGWG
FFGNYKPRTD
AFDLMAKGEG

KAAVAWEAGK
VYFWEAKGQT
VLPVFTGECK
SRFEFSINGKP I
KVCVLSCGYS
AEGARI AGAS
KPVQEVLAEM
VAVLVGVPHK
LPNVVELYMK
IRCI ITRMEN
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PPQAMEVRVK
AGGI I ESVGE
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HSVPFAEINK



Fructosa-bifosfato aldolasa

i|113621|sp|POS440[ALF_MAIZE (100%), 38605.0 Da

Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme

23 unique peptides, 32 unique spectra, 46 total spectra, 194/355 amino acids (55% coverage)

MSAYCGKYKD
SSINVENVEE
QKTKDGKPFV
QGHDDLGKRC
LNAQGLARYA
TETVLAACYK
EVIAEYTVRT
MNKLSTKKPW
AFLARCKANS

ELIKNAAYIG
NRRALRELLF
DVLKEGGVLP
AKYYEAGARF
' TCQENGLVP
ALNEHHVLLE
LQRTVPAAVP
SLSFSFGRAL
EATLGTYKGD

0i[1184772|gb|AAA87578.1| (100% ), 36542.1 Da
cytosolic glyceroldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPC2
15 unique peptides, 26 unique spectra, 41 total spectra, 162/337 amino acids (48% coverage)

MGKITKIGING
DYMTYMFKYD
IRNPEEI PWG
VVISAPSKDA
PLAKVIHDNF
GRAASFNIIP
DVSVVDLTVR
EDLVSTDFTG
GYSNRVVDLI

FGRIGRLVAR
TVHGQWKHSD
EAGAEYVVES
PMFVVGVNED
GITEGLMTTYV
SSTGAAKAVG
| EKGASYEEI
DSRSSIFDAK
RHMFKTAQ
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TPGKGILAAD
CCPGALQY IS
GIKVDKGTIE
AKWRAVLKIG
| VEPEILVDG
GTLLKPNMVT
AVLFLSGGQS
QASTLKAWAG
AAADTESLHV

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa citosodlica

VALQSEDVEL
|ALKDSKTLL
TGVFTDKDKA
KYTSDVNIVS
HAITTATQKTV
KVLPELNGKL
KKAIKAASEG
AGIALNDHEFI

ESTGTIGKRL
GVILFEETLY
VVGTDKETTT
PNEPSQLAID
PHDIDRCAYYV
PGSDSKKVTP
EEEATRNLNA
KVENLEKARA
KDYKY

VAVNDPFITT
FGEKPVTVFG
AAHLKGGAKK
NASCTTNCLA
DGPSAKDWRG
TGMSFRVPTV
PLKGIMGYVE
KLVSWYDNEW



Malato deshidrogenasa

elFiso4E

0i|18202485|sp|Q08062|MDHC MAIZE (100% ), 35589.4 Da
Malate dehydrogenase, cytoplasmic
3 unique peptides, 3 unique spectra, 3 total spectra, 37/332 amino acids (11% coverage)

TGAAGQIGYA
LNGVKMELVD
FPRKEGMERK
PANTNALI
NVQVSDVK
LVSDDEWL
DHIRDWYVL
SGGEWK IV

0i|3342823|gb|AAC27715.1| (100% ), 24104.2 Da

eukaryotic translation initiation factor p28 subunit [Zea mays]
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ATTDVVEACT
KSQASALEAH
KNVTCLTRLD
SQYPDVNHAT
RGAAIT I KARK
GVYSDGSYGV
KKMDATAQEL

8 unique peptides, 15 unique spectra, 20 total spectra, 72/216 amino acids (33% coverage)
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elF4E

0i|3342821|gb|AAC27714.1| (100% ), 24470.9 Da
eukaryotic translation initiation factor small subunit [Zea mays]
3 unique peptides, 5 unique spectra, 8 total spectra, 30/218 amino acids (14% coverage)
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0i[228310|prf]|1802402A (100% ), 49922.4 Da

globulin 2

<> ITXm
»w =000
— — m >0
O OX>r0o
XmM=Z==
OO XGmm
=T —wm
XOmw®

m<Tv—m
—roO X0 —

TDLACAPSPP
PIHTFSTVEE
WEDPICANGG
DEICGAVVSY
LDYKDS I GF I

8 unique peptides, 10 unique spectra, 11 total spectra, 88/450 amino acids (20% coverage)

MKVPVLLLLYV
HWTRSRQGRF
LQPSHYDADE
VIPAGAVVYS
| GGESPESFL
ITTASEEQIR
PSSLTDKKPT
| ARGSMMAPS
SPRRERGHGR
GSVIVIPAGH
GTNSALQKMD
GPQSHRVSSYV

SLCFSLALAW
RVLERFTHEL
VMFVKEGEGYV
ANTHQSEWFR
SVFSDDVIQA
ELSRSCSRGG
HSNSHGRHYE
YNTRANKI A
EEEEEREEEQ
PTALVAGEDK
RPAKLLAFGA
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QTDTESGSGR
LEDAVGNYRYV
I VLLRGGKRE
VVMLLSPVVS
SFNTRREEWE
RSSRSEGGDS
| TGDECPHLR
VLKGQGYFEM
GGGGGQAKSRS
NLAVLCFEVN
DEEQQVDRVI

PYHYGEESFR
AELEAAPRAF
SFCVREGDVM
TSGRFEEFFP
KVFEKQSKGE
GSSSSKWE I K
LLDMDVGLAN
ACPHVSGGRS
YRQVKSRIRE
ASFDDKVFLA
GAQKDAVFLR



Vicilina

gi[22284|emb|CAA41809.1] (100% ), 66160.7 Da

vicilin-like embryo storage protein [Zea mays]

2 unique peptides, 2 unique spectra, 2 total spectra, 22/582 amino acids (4% coverage)

HHGGHKSGQC
SRHEADDRSG
VVRSEQGSLR
VVPSHTDAHC

ATLLCAAAAY ASSWEDDNHH

QRPRCLEQCR

MVSARI VVLL

EEEREKRQER
YVFDRRSFRR

LLRGIRDYRV AVLEANPRSF

VRRCEDRPWH
EGSSEDEREAQ
VLRPFDEVSR

EKEKQKDRRP

VAPAGAVTYL

SYTIKQGHVF
PGEFQFFFGP

ICYVAEGEGYVY VTTIENGERR

ANTDGRKKLYV

GGRNPESFLS

I TKITLHTI SV

' VRATEEQT
LDQRPSITANQ

LFGRHGQDKG
FGESRGPYSL
SVSFANI TAG

SFSKSI QRAA YKTSSDRLER
RELRRHASEG GHGPHWPLPP

SMSAPLFNTR

SFHDLAEHDYV
SFKITAYVPNG KGYAEIVCPH

HGQLYEADAR
EEEESSEEQE

ERDKGRRSEE

ARLSPGTAFYV VPAGHPFVAYV

RQSQGGESER
KVFLAGADNYV

EAGQGYHTIR

LQKLDRVAKA

ASRDSNLQIV CFEVHADRNE
LSFASKAEEV DEVLGSRREK

EREERHGGRG

GFLPGPEESG GHEEREQEEE

EKEEEREGRH

GGREEREEEE

ERERHGREER

RHGRGRREEYV AETLMRMVTA RM

ATECP63

gi|15228014|ref|[NP_181202.1] (100% ), 48492.5 Da

ATECP63 (EMBRYONIC CELL PROTEIN 63) [Arabidopsis thaliana]

4 unique peptides, 5 unique spectra, 5 total spectra, 37/448 amino acids (8% coverage)

DLHDINKSGG ADVTMYKVTE

AEVAARLAAE

MASDKQKAER
RTTEHPPEQD
AESTKEGAQ

DAVVGKTHEA

ATVEKAKETA DYTAEKVGEY

ETANYTADKA VEAKDKTAEK

AVQGTYEHAR
EKAKETANYT

RPGVIGSVFR
ASEKAVGAKD
AKDTTAEKAK
KAVEAKDKTA

KDYTVDKAKE

ADKAKEAKDK

| GEYKDY AVD
TAEKVGEYKD
YKDYTVEKAT

DYTAEKAIEA KDKTAEKTGE

YTVDKAVEAR
EGKDVTVSKL

AKRAMGFLSG

GELKDSAVET

EKAGEVTRQK MEEMRLEGKE

ETKDTAKENM
EASQKTREST

KTEEAKGKAYV
LKEEAGAKAAQ
AKGTIFGALG
RTVVEVKVED

ARKDKGKL

KDSAAVRGNE

ESGAQKAEET

TMPSDIVEET RAAREHGGTG

NVTEAIKSKL

FNDVGRMDDD

KASDQMTGQT

SKPGKVATSL
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XIV. Glosario de términos

ATP
elF

FT

GTP

HSP
PAGE
LC/MS/MS
kDa

nt
m’GpppN
MRNA
ORF
PABP
UTR

4EBP

ML

(3¢

mL

mg

Trifosfato de Adenosina

Factor de iniciacion eucariotico
Factor asociado a los elF

Trifosfato de Guanosina

Proteina de estrés calorico
Electroforesis en gel de poliacrilamida
Cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas en tandem
kilo Dalton

Nucleotido

Estructura cap del mRNA

RNA mensajero

Region codificadora del mMRNA
Proteina de union a poli(A)

Region no traducible del mRNA
Proteina de union al factor elF4E
Microlitro

Microgramo

Mililitro

Miligramos

Litro

85



	Portada
	Contenido
	I. Introducción
	II. Resumen
	III. Antecedentes
	IV. Hipótesis
	V. Objetivos
	VI. Materiales y Estrategia Metodológica
	VII. Resultados
	VIII. Análisis de Bandas Protegidas Diferenciales por Espectrometría de Masas (LC/MS/MS)
	IX. Western blot para proteínas idnetificadas en los complejos elF4F y elF(iso)4F
	X. Discusión
	XI. Conclusiones
	XII. Perspectivas
	XIII. Bibliografía
	XIV. Apéndice

