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1. Resumen

La traduccion es uno de los principales procesos celulares, mediante el cual se producen
todas las proteinas; la traduccion, en los 3 dominios celulares presenta un paso
caracteristico (el reclutamiento de la subunidad menor ribosomal al RNAm), sin embargo
el como se lleva a cabo este paso en cada uno de los dominios ha variado. En los
Eucariontes, el inicio de la traduccion requiere de una gran cantidad de proteinas, entre
las cuales sobresale el factor de inicio de la traduccién 4E (elF4E) por su relevancia
funcional, ya que reconoce y se une a la estructura cap. Inicialmente se creia que la
familia de elF4E estaba conformada por una sola proteina, sin embargo, con el
descubrimiento de otros miembros de esta familia, esta vision cambid. Algunos analisis
filogenéticos permitieron clasificar a los distintos miembros de esta familia dentro de 3
clases estructurales, mediante los residuos de aminoacidos que se presentaban en las
posiciones 43 y 56, de acuerdo a la numeracién de elF4E de Homo sapiens. La clase
estructural | incluye a las secuencias que presentan en las posiciones 43 y 56 un residuo
de triptéfano y que participan de manera activa en el inicio de la traduccién; la clase
estructural Il consiste de secuencias que presentan en la posicion 43 residuos de leucina,
fenilalanina o tirosina y en la posicion 56 tirosina o fenilalanina, y se ha observado que
estas proteinas se unen a la estructura cap, pero algunas no pueden interactuar con
elF4G y participar en la traduccién; la clase estructural Il agrupa a las secuencias que
presentan residuos de cisteina o tirosina en la posicion 56, mientras que en la posicién 43
presentan residuos de triptéfano, esta proteinas pueden interactuar con elF4G pero
débilmente con la estructura cap. Las diferencias en los patrones de expresién aunadas a
las diferentes afinidades de unién, permiten establecer diferencias funcionales entre los
miembros de elF4E respecto a la funcién tradicional y caracteristica de esta familia, el
reconocimiento y la unidén a cap. La inclusién de las secuencias de mas miembros de esta
familia, y el empleo de métodos de reconstruccion filogenética mas robustos, permitieron
la obtencién de un arbol filogenético con una topologia distinta al obtenido a un analisis
anterior (Joshi et al 2005), en el cual se observa la formacién de 2 grandes clados, el
primero incluye a las secuencias pertenecientes a la clase estructural |, mientras que en el
segundo clado se encuentran las secuencias de la clase estructural Il y lll; asi mismo
detectamos secuencias pertenecientes a la clase estructural Ill del linaje Fungi, y la
ausencia de secuencias de la clase estructural Il en el mismo linaje, anteriormente no
reportado. Por otra parte las pruebas de deteccién de seleccion natural positiva fueron
negativas en el origen de cada una de las clases, permitiendo plantear que el
mantenimiento de los miembros duplicados de elF4E se deba a una neo-funcionalizacién
mediante el mecanismo evolutivo de la deriva génica u otro mecanismo neutral y no a la
seleccion natural positiva o adaptativa. Como un caso particular, los miembros de la clase
estructural | del linaje de Viridiplantae, se han mantenido posiblemente mediante un
proceso de sub-funcionalizacién; por otra parte los miembros de la clase estructural Il, del
linaje de Viridiplantae se han mantenido por el mecanismo de neo-funcionalizacion
posiblemente por algun proceso neutral debido a la ausencia de sitios bajo seleccion
natural. Las reconstrucciones filogenéticas y las pruebas de deteccion de seleccion, nos
permiten obtener una imagen mas completa sobre la evolucién de esta familia de
proteinas.



2. Introduccién

La traduccion es uno de los principales procesos celulares, mediante el cual se lleva a
cabo la sintesis de proteinas, y es fundamental para el crecimiento, el mantenimiento y la
diferenciacion celular, y forma parte del proceso de expresién génica que consiste en la
decodificacién de la informacion contenida en el DNA en moléculas: proteinas 0 RNAs,

necesarias para la célula.

Todos los transcritos de la RNA polimerasa |l son modificados cotranscripcionalmente
mediante la adicion de una 7-metilguanosina en el extremo 5’, a este grupo se le conoce
como el “cap”. Esta modificacion juega un papel importante en el splicing, la
poliadenilacion y la exportacion nuclear (McKendrick et al., 1999). La presencia de un cap
en el extremo 5’ del RNAm estimula la traduccion, ademas de estabilizar el RNAm contra
la degradacion (Jankowska-Anyszka et al., 1998). El primer paso critico durante el inicio
de la traduccion es el reclutamiento del complejo de pre-iniciacion, al extremo terminal
5'RNAm (Ptushkina et al., 2004 y Von der Haar et al., 2000). Este reclutamiento es un
proceso de varios pasos que involucra al menos 10 diferentes factores de iniciacion de la
traduccion elFs. La union del complejo de pre-iniciacion 43S (subunidad ribosomal 40S
cargada con el RNAt iniciador metionina) al extremo 5°del RNAm, lo cataliza un complejo
de factores de iniciacion, elF4F. El elF4F es un complejo ternario, que consiste de elF4E
(Combe et al., 2005), la subunidad de reconocimiento y unién de la estructura 5°cap 7-
metilguanosina (Joshi et al., 2004), elF4A, una RNA helicasa con caja DEAD, y elF4G, un
polipéptido que interactia con elF4A, elF4E y con la subunidad ribosomal 40S via
contactos con elF3 (Combe et al., 2005), (figura 1).



Figura 1. Complejo eucariotico del inicio de la traduccion. (Robaglia y Caranta, 2006)

elF4F se une al 5'cap del RNAm y desenreda la estructura secundaria dentro de la region
no traducible (UTR) 5" para facilitar el reclutamiento y el escaneo del complejo de pre-
iniciacion 43S. También se piensa que elF4F puede promover la reiniciacion de la
traduccion, mediante la circularizacién del RNAm a través de interacciones entre elF4G y
las proteinas de union a poliA, PABP. En adicién a elF4F, en las plantas se ha observado
la presencia de un segundo complejo de union a “cap” llamado elFiso4F, el cual esta
compuesto de diferentes subunidades elF4E y elF4G. elFiso4F consiste de elFiso4G y
una subunidad de unién a “cap” llamado elFiso4E. La actividad de elF4F es regulada

mediante la subunidad de union al cap, elF4E (Combe et al., 2005).

2.1 El Factor de Inicio de la Traduccioén elF4E

Como se menciond anteriormente el factor elF4E interactua con el RNAm y con el factor
de iniciacion elF4G; la interaccion de elF4E con la estructura cap potencia la afinidad de
elF4E por elF4G y viceversa (Joshi et al., 2004). EI componente mayor de elF4F, elF4G
sirve como un adaptador multipropdsito capaz de reclutar un numero de actividades
necesarias hacia el extremo 5°de el RNAm (Von der Haar et al., 2000) ya que tiene sitios
de unién no solo para elF4E, sino también para elF3, elF4A y la proteina de union al poliA
PABP (Ptushkina et al., 2004). La unién a la RNA helicasa elF4A es necesaria, para

romper la estructura secundaria en la regién 5'no traducible (Von der Haar et al., 2000).



La estructura de los cristales de elF4E de Mus musculus, Homo sapiens y la estructura
resuelta de elF4E de Saccharomyces cerevisiae, en cada uno de los casos unido a
analogos de “cap”, muestran que el factor elF4E consiste de 8 laminas B y de 3 a-hélices
formando la palma y el dorso de una mano en forma de copa respectivamente. El cap 7-
metilguanosina permanece en un bolsillo hidrofébico sobre la cara céncava (McKendrick
et al., 1999), el reconocimiento del cap se lleva a cabo via la interaccién de dos residuos
de triptéfano altamente conservados (posicion 56 y 102 en elF4E de Homo sapiens),
(figura 2). Un tercer residuo de Trp (Trp166 en elF4AE de humano) reconoce la presencia

del grupo N7-metil de la estructura cap (Joshi et al., 2004).

Péptido de
elF4G

W56

Figura 2. Estructura tridimensional de elF4E de ratén, en complejo con m7GDP y un péptido de elF4G (PDB 1EJ4). Los
residuos importantes para la unién del cap (W56 and W102) y el ligando (W73) se muestran en representacion de esqueleto
(Goodfellow y Roberts, 2008)

La actividad de elF4E es regulada mediante proteinas de uniéon a elF4E. En mamiferos
estas proteinas son conocidas como 4E-BP1, 4EB-BP2, y 4E-BP3. Una proteina con
propiedades similares a 4E-BP se encuentra en Saccharomyces cerevisiae, la llamada
p20. Las 4E-BPs interactuan con elF4E para inhibir la asociacion de elF4E con elF4G
(Joshi et al., 2004). 4E-BP hipofosforilado secuestra a elF4E, inhibiendo la traduccion,
cuando 4E-BP esta hiperfosforilado no se une a elF4E y éste queda libre para participar
en el inicio de la traduccién. El 4E-BP compite con elF4G para unirse a elF4E, debido a

que ellos comparten el mismo sitio de unién sobre elF4E (Goodfellow y Roberts, 2008).



Las 4E-BPs y elF4Gs contienen una region consenso de unién a elF4E, TyrXXXXLeu®,
donde ® es un aminoacido hidrofébico y X es cualquier aminoacido. Los estudios
cristalograficos de elF4E han mostrado que la His-37, Pro-38, Val-69, Trp-73, Leu-131,
Glu-132 y Leu-35 (numeracidon basada en elF4E de humano) interactuan con la regién de
unién a elF4E dentro elF4G y 4E-BPs. Los residuos de aminoacidos Val-69 y Trp-73 se
encuentran dentro de una secuencia consenso conservada filogenéticamente
(Ser/Thr)Val(Glu/Asp)(Glu/Asp)PheTrp, donde los residuos acidos no estan
completamente conservados. La sustitucion del Trp-73 de elF4E en mamiferos por un
aminoacido no aromatico rompe la capacidad de elF4E para interactuar tanto con elF4G
como con 4E-BPs. La sustitucion de Val-69 por un residuo de Gly resulta en la produccién
de una variante de elF4E que se une a 4E-BP1 eficientemente pero compromete su

capacidad para unirse tanto a elF4G como a 4E-BP2 (Joshi et al., 2004).

2.2 Filogenias Moleculares

La biologia evolutiva estd basada en el concepto de que los organismos comparten un
origen comun y que subsecuentemente divergieron en el tiempo. Las filogenias
representan nuestro intento de reconstruir su historia evolutiva, y probablemente ha
tomado mas interés hoy en dia que en el pasado. Por afos, la filogenética tenia un papel
menos importante en la biologia evolutiva y, no hace mucho, la importancia de las
filogenias se ha reconocido en la mayoria de los campos de la biologia (Huelsenbeck y
Rannala, 1997).

La filogenética molecular al igual que la gendmica comparada emplean alineamientos
multiples de secuencia moleculares, de proteinas o de acidos nucleicos, para estudiar
como han cambiado las secuencias a través del tiempo, convirtiendo la informacién
contenida dentro de las secuencias en arboles evolutivos o filogenéticos (Page y Holmes,
1998); el principal objetivo de algunos estudios, es el encontrar el arbol filogenético que
mejor describa la relacion evolutiva de las secuencias en estudio. Por otra parte, los
arboles también han proporcionado conocimiento valioso en estudios moleculares y
fisioldgicos, incluyendo cdmo el repertorio de proteinas evoluciond; la evolucion del
genoma; y el desarrollo de clasificaciones taxondmicas y conceptos de especie. Una
reconstruccion exacta de las relaciones evolutivas es importante también, no sélo en los

casos anteriores, sino en aquellos estudios donde el principal objetivo no es la inferencia



del arbol, como cuando se investiga la presién de seleccién sobre proteinas o la

identificacion de elementos conservados en el genoma (Keith, 2008).

Una filogenia o arbol filogenético es una representaciéon grafica de las relaciones
genealdgicas entre especies, entre genes, entre poblaciones, o entre individuos. Los
matematicos definen un grafo como un conjunto de vértices y un conjunto de aristas que
los conectan, y un arbol estaria definidlo como un grafo conectado sin asas. En
filogenética a menudo se usan las palabras “nodos” para referirse a los vértices y “ramas”
para las aristas. Las puntas, hojas o nodos externos representan las especies,
secuencias, genes actuales, mientras que los nodos internos usualmente representan
ancestros extintos para los cuales no hay secuencias disponibles. El ancestro para todas
las secuencias es la raiz del arbol (Yang, 2006); el conocer la ubicacién de la raiz del

arbol, nos permite determinar el orden de los eventos de divergencia (Keith, 2008).

Existen actualmente distintos métodos para la reconstruccién de las filogenias los cuales
pueden clasificarse de diversas maneras de acuerdo a sus caracteristicas. Algunos
métodos estan basados en distancia y en dichos métodos la distancia se calcula
mediante la comparacién pareada de secuencias y la generacién de una matriz de
distancia, la cual se usa en andlisis subsecuentes. A menudo se usa un algoritmo de
agrupamiento para convertir la matriz de distancia en un arbol filogenético. Los métodos
mas populares son Unweighted Pair Group Method using Aritmetic Averages (UPGMA) y
el neighbour-joining (NJ). Otros métodos se basan en caracteres e intentan ajustar los
caracteres (nucleétidos o aminoacidos) observados en todas las especies y en cada uno
de los sitios a un arbol. Los métodos de maxima parsimonia, de maxima verosimilitud y
los métodos bayesianos se basan en caracteres. Los métodos de distancia son a menudo
computacionalmente mas rapidos que los métodos basados en caracteres, y pueden
emplearse para analizar diferentes tipos de datos. Los métodos también pueden
separarse en los que construyen un arbol siguiendo un algoritmo (métodos de agrupacioén)
0 en los que se basan por el criterio de optimizacion que usan (métodos de busqueda). El
UPGMA y el neighbour-joining pueden clasificarse dentro de los primeros ya que usan un
algoritmo de agrupacién para llegar a un solo arbol desde los datos. Los métodos
basados en la optimizacién usan un determinado criterio de optimizacion para medir el
ajuste del arbol a los datos, y el arbol con la puntuacién 6ptima se estima como el arbol
real (Yang, 2006).
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Las aproximaciones mas comunes para la reconstruccion filogenéticas son el algoritmo
neighbour-joining (NJ) y la busqueda de arboles que usan un criterio de optimizacion
como lo es la maxima parsimonia (MP), la maxima verosimilitud (ML) y los métodos

bayesianos (Holder y Lewis, 2003).

Neighbour-joining es un algoritmo extremadamente popular y es relativamente rapido, y
como todos los métodos, tienen un buen desempefio cuando la divergencia entre las
secuencias es baja. El primer paso en el algoritmo es convertir las secuencias de DNA o
de proteinas en una matriz de distancia que representa un estimado de la distancia
evolutiva entre las secuencias (la distancia evolutiva es el nimero de cambios que han
ocurrido a lo largo de la rama, entre 2 secuencias). Una potencial y debilidad seria para
los métodos de distancia como neighbour-joining, es que las diferencias observadas entre
secuencias no sean precisamente reflejo de la distancia evolutiva entre ellas.
Sustituciones multiples en el mismo sitio oscurecen la distancia verdadera y hace que las
secuencias parezcan artificialmente cercanas una a otra (Holder y Lewis, 2003).
Posteriormente se construye un arbol inicial en forma de estrella, a continuacién se
agrupan los 2 nodos terminales con la menor distancia para forma un nodo interno, se
calcula la longitud de la rama del nodo interno hacia los 2 nodos externos; se crea una
nueva matriz de distancia, en la cual se calcula la distancia del nodo interno hacia los
demas nodos terminales, exceptuando aquellos nodos que agrupa el nodo interno, y se
repite el procedimiento de agrupacion de nodos terminales con la menor distancia hasta
que todos los nodos terminales estén agrupados por nodos internos (Saitou y Nei, 1987).
Neighbour-joining es un estimador extremadamente rapido de arboles filogenéticos, lo que
lo hace relativamente interesante cuando se emplean datos claros (por ejemplo,
secuencias que han divergido recientemente). Cuando el objetivo es inferir relaciones
antiguas, puede ser dificil llegar a los valores reales para la matriz de distancia que es la
entrada para el neighbour-joining. Obviamente si los datos de entrada para un algoritmo

son erréneos, tiene poco oportunidad de obtener éxito (Holder y Lewis, 2003).

Los métodos de optimizacion o de busqueda se basan sobre el principio de optimizacion o
de criterio Optimo. Bajo este principio, el arbol preferido se determina mediante la

asignacion de una puntuacion de optimizacion a todas las posibles topologias (o todas las
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topologias potencialmente correctas) de acuerdo a cierto procedimiento y eligiendo la

topologia que muestre la puntuacién 6ptima alta o baja (Tabla1) (Yang, 2006)

Tabla 1. Criterio de optimizacion usado para reconstruccion de filogenias (Yang, 2006)

Método Criterio

Maxima Parsimonia Numero minimo de cambios, minimizados sobre el estado
ancestral

Maxima Verosimilitud Puntuacion del logaritmo de la verosimilitud, optimizada

sobre la longitud de rama y los parametros del modelo
Minima Evolucion Longitud del arbol (Suma de la longitud de ramas, a

menudo estimada mediante minimos cuadrados)
Bayesiano Probabilidad posterior, calculada mediante la integracién

de las longitudes de ramas y parametros de sustitucion

Dentro de los métodos que emplean el criterio de optimizacién encontramos el método de
maxima parsimonia. El método de maxima parsimonia se desarrollé originalmente para
caracteres morfoldgicos (Nei y Kumar, 2000); sin embargo, también puede emplearse
para datos moleculares, si cada una de las columnas de un alineamiento de secuencias
es tratado como un caracter (Higgs y Attwood, 2005). La idea central en la que se basa y
se desarrollé el método de maxima parsimonia es que “la mejor hipétesis para explicar un
proceso es aquella que requiere el menor numero de suposiciones” (Nei y Kumar, 2000);
por lo tanto, el criterio que emplea el método de maxima parsimonia para la eleccion de la
topologia correcta del arbol filogenético, para un alineamiento de secuencias, es aquella

que presente el menor numero de cambios de caracter (Salemiy Vandamme, 2003).

Algunas ventajas del método de maxima parsimonia es que aparentemente hace pocas
suposiciones acerca de los procesos evolutivos, es relativamente facil de entender, y que
matematicamente se ha estudiado extensamente; sin embargo, el criterio de eleccion del
arbol mas parsimonioso es sujeto a considerables controversias (Page y Holmes, 1998).
Como principal desventaja es que son sensibles al fendbmeno de atraccién de ramas

largas o de atraccion de ramas cortas, en el cual las ramas largas o las cortas en la
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topologia correcta tienden a unirse o atraerse en el arbol reconstruido, y originan una

topologia incorrecta (Nei y Kumar, 2000).

Otro método que emplea el criterio de optimizaciéon es la maxima verosimilitud. El método
de maxima verosimilitud se acredita usualmente al estadistico inglés R. A. Fisher, quien
describié el método en 1932 y fue el primero en investigar sus propiedades. El método de
maxima verosimilitud depende de la especificaciéon completa de los datos y de un modelo
de probabilidad para describir los datos. La probabilidad de observar los datos bajo el
modelo asumido, cambia dependiendo de los valores de los parametros del modelo. El
método de maxima verosimilitud escoge el valor de los parametros que maximicen la
probabilidad de observar los datos. La aplicacion de la estimacion de la maxima
verosimilitud para el problema de filogenias la sugirié inicialmente Edwards y Cavalli-
Sforza, en los inicios de 1960. Sin embargo, ellos percibieron la dificultad computacional
en el momento e intentaron métodos de aproximacién en su lugar. La subsecuente
historia de la maxima verosimilitud puede leerse como un constante progreso en el cual
las barreras computacionales se rompieron y los modelos usados se hicieron

biolégicamente mas realistas (Huelsenbeck y Crandall, 1997).

En contraste con el método de maxima parsimonia, los métodos de maxima verosimilitud
usan el logaritmo natural del valor de la verosimilitud (InL) para cada una de las topologias
como el criterio de puntuacion que se busca a optimizar: el arbol que muestre el InL mas
alto es el que se elige como el arbol 6ptimo (Takahashi y Nei, 2000). La verosimilitud es la
probabilidad de los datos dado el modelo; y por lo tanto en evolucién molecular los datos
son el alineamiento de secuencias, y el modelo, en un sentido amplio, es el arbol que
relaciona las secuencias mas el mecanismo de cambio molecular. Es usual separar las
dos partes del modelo, y llamar a la parte del arbol “el arbol” y la parte del mecanismo “el
modelo”. La parte del mecanismo, el modelo, es una idea de la forma en que las
secuencias moleculares cambian sobre el tiempo (Foster, 2001). En maxima verosimilitud
una hipétesis es juzgada de acuerdo a que tan bien predice los datos observados; el arbol
que tiene una alta probabilidad de representar las secuencias observadas es preferido (su
probabilidad es la verosimilitud del arbol). Para usar este método, debemos ser capaces

de calcular la probabilidad de un conjunto de datos dado un arbol filogenético (Holder y

13



Lewis, 2003). A menudo se ha considerado que una de las ventajas de la maxima
verosimilitud sobre los métodos basados en parsimonia es que permite el uso de modelos
explicitos de evolucién apropiados para el conjunto de datos que se estan examinando
(Keane et al., 2006). Los modelos de evolucién de proteinas o de reemplazamiento de
aminoacidos, describen las probabilidades de cambio de un aminoacido por otro y es una
herramienta indispensable para la caracterizacion del proceso de evolucion de proteinas.
Estos modelos proporcionan la base para la reconstrucciéon de filogenias de proteinas
bajo la maxima verosimilitud y los métodos bayesianos. Dayhoff y colaboradores
introdujeron el modelo de reemplazamiento de aminoacidos mas influyente, un modelo de
Markov homogeéneo reversible en el tiempo de 20 estados. Una matriz de
reemplazamiento de 20 estados presenta un gran numero de parametros y la estimacion
de esos parametros anteriormente se obtenia a partir de un gran conjunto de bases de
datos. Debido a esto, se han propuesto diferentes matrices empiricas con tasas fijas
relativas de reemplazamiento de aminoacidos, como la matriz de Dayhoff (Dayhoff et al.,
1978), o las matrices JTT (Jones et al., 1992), mtREV (Adachi y Hasegawa, 1996) o WAG
(Whelan y Goldman, 2001). Estos modelos generalmente asumen que el proceso de
reemplazamiento de aminoacidos es muy similar a través de todas las posiciones, y
consideran que la funcién y la estructura de la proteina imponen limites sobre cual
posicién puede cambiar. Esta informacién evolutiva puede inferirse bajo la consideracion
de que una fraccion de aminoacidos puede ser invariable (+1) o asignando a cada sitio una
probabilidad a pertenecer a una categoria de tasa (+G), indicando que no todas las
posiciones tienen la misma tasa de sustitucion; adicionalmente, puede ser tomada en

cuenta la frecuencia de los aminoacidos observados (+F) (Abascal et al., 2005).

La seleccion del modelo puede verse como una forma de identificar aquel modelo que,
entre un conjunto de candidatos, se acerque mas a la realidad (Abascal et al., 2005).
Actualmente uno de los mayores retos en la filogenética es la eleccién exacta del modelo
de sustitucion de nucleotidos o de aminoacidos entre un conjunto de modelos con el fin de
inferir una filogenia exacta. Felsenstein fue el primero en mostrar en simulaciones que los
modelos simples que subestiman la sustitucion mdaltiple pueden resultar en
inconsistencias durante la estimacién de la filogenia, en ciertas situaciones (Keane et al.,
2006). Existen diversos programas para la eleccién del modelo de sustitucion para

nucleoétidos, los cuales se basan en la funcion de Verosimilitud. En contraste, estan
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disponibles muy pocos programas para la eleccion de modelos de sustitucién de proteinas
actualmente como lo son ModelGenerator y ProtTest. Este ultimo programa es el mas
popular y su tarea es buscar el mejor modelo de reemplazamiento de aminoacidos para
un alineamiento de proteinas dado y que se deriva del programa ModelTest (el cual sirve
para elegir el modelo de sustitucion para secuencias de nucleétidos). Dado un
alineamiento de proteinas y la topologia de un arbol el programa calcula la verosimilitud
(L) bajo cada uno de los modelos candidatos y estima los parametros del modelo, la
version 1.2 implementa 64 modelos empiricos: las 8 matrices WAG, mtREV, Dayhoff, JTT,
VT, Blosum62, CpREV y RtREV bajo +F, +G, +| y sus combinaciones. Para cada uno de
los modelos, la topologia del arbol puede fijarse (proporcionada por el usuario o calculada
mediante el programa BIONJ, el cual emplea una version mejorada del algoritmo NJ de
Saitou y Nei; sin embargo, BIONJ usa un modelo simple de primer orden de las varianzas
y covarianzas de las distancias evolutivas estimadas (Gascuel, 1997)), seleccionando
como la estrategia de optimizacion “fast’ en la consola de ProtTest, o puede optimizarse
(la longitud de ramas y los parametros del modelo, para cada uno de los modelos) para
asegurar que se logré la ML. La optimizacion completa puede realizarse en ProtTest,
cuando se selecciona como estrategia de optimizacién la opcién “slow”. Después de esto,
el usuario puede elegir un estrategia de seleccion del modelo como los son el criterio de
informacién de Akaike (AIC), la correccion del criterio de informacion de Akaike (AlCc) o el
criterio de informacion Bayesiano (BIC), y obtener un ordenamiento de los modelos, los
parametros promedio estimados del modelo o mediciones de parametros importantes
(Abascal et al., 2005).

En la eleccién del modelo es necesario encontrar el balance entre la exactitud y la
simplicidad del modelo. Akaike encontrd una relacion simple entre la verosimilitud (L) y el
numero de parametros (K) para estimar la distancia esperada de un modelo dado desde

el verdadero:
AIC = -2InL + 2K (Abascal et al., 2005)

Cuando el tamano de la muestra (n) es mas pequefo cuando se le compara con el
numero de parametros, el AIC podria no ser exacto y por ello es necesario usar la
correccion de AIC (AICc):

AlICc = AIC + (2K(K+1)/n-K-1) (Abascal et al., 2005)
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Una aproximacion diferente pero simple para la eleccion del modelo es el Criterio de

Informacion Bayesiana (BIC), formulado como:

BIC = -2InL + K log n (Abascal et al., 2005)

Al igual que con otros métodos de reconstrucciones filogenéticas se cuestiona la exactitud
de los arboles obtenidos por maxima verosimilitud. Sin embargo, algunos estudios de
simulacion sugieren que la maxima verosimilitud es tipicamente mas exacta (tiene mayor
probabilidades de predecir el arbol evolutivo real) y mas robusta (esto es, menos sensible
a los modelos y las suposiciones incorrectas) que otros métodos de inferencia filogenética

(Huelsenbeck y Rannala, 1997).

La inferencia bayesiana de arboles filogenéticos es una innovacién reciente que
simultaneamente estima y proporciona una medicion del arbol y de los parametros en el
modelo evolutivo (Keith, 2008). El campo de la estadistica bayesiana esta estrechamente
relacionado con la maxima verosimilitud (Holder y Lewis, 2003); la principal diferencia
tedrica entre la inferencia bayesiana y las aproximaciones que emplean verosimilitud es
que las inferencias bayesianas incluyen un factor que describe las expectativas previas o
anteriores acerca de un problema. Estas expectativas previas o anteriores en las
inferencias bayesianas, se conoce como la probabilidad anterior, y se refiere a una
distribucién de probabilidades de los parametros, incluyendo el arbol y el modelo, y
describe que tan frecuentemente uno puede esperar que los valores sean observados
antes de evaluar la evidencia desde los datos (Keith, 2008). La hipotesis éptima es la que
maximiza la probabilidad posterior. La probabilidad posterior para una hipotesis es
proporcional a la verosimilitud multiplicada por la probabilidad anterior de esa hipétesis
(Holder y Lewis, 2003). Las inferencias bayesianas examinan la distribucion posterior de
los parametros de interés, como las probabilidades relativas de los diferentes arboles. La
probabilidad posterior es una distribucion de probabilidad formada como una funcion de la
probabilidad anterior y la verosimilitud, la cual representa la informacion contenida en los
datos (Keith, 2008). Las principales ventajas de las inferencias bayesianas es que
permite la estimacion del arbol y de los parametros al mismo tiempo que proporciona

mediciones de soporte, y permite la implementacion de modelos complejos (demasiados
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parametros) de evolucion de secuencias, los cuales no pueden emplearse en métodos
basados en maxima verosimilitud, debido a que seria muy lento el calculo de los

parametros (Holder y Lewis, 2003).

Un problema con los métodos basados sobre el principio de optimizacion es la enorme
cantidad de tiempo de computo que se requiere cuando el nUmero de secuencias es
grande, especialmente con los métodos de maxima verosimilitud. Por esta razén hoy en
dia se usan algoritmos de busqueda, que tratan de aproximarse al arbol 6ptimo en forma
heuristica (Takahashi y Nei, 2000).

Un arbol filogenético es una hipétesis de las relaciones evolutivas, pero como en el
presente no podemos observar directamente el pasado, no se puede probar que tanto el
arbol propuesto refleja los verdaderos eventos evolutivos. Sin embargo, hay distintas
formas en las cuales la robustez de los datos con los que se construyen los arboles
puede probarse. Los cuantificadores que se usan mas comunmente son los valores de
soporte de bootstrap y el jack-knife (Harrison y Langdale, 2006). En el bootstrap, la matriz
de datos originales se vuelve a muestrear, con reemplazamiento para producir
pseudorreplicas de los datos, y se construye un arbol empleando cada uno estos datos. El
método de bootstrap ofrece una medicion de que partes del arbol se soportan débilmente
soportadas. Una agrupacion que esta representada en un bajo porcentaje de las réplicas
de bootstrap es sensible a la combinacién exacta de sitios que se secuenciaron. Esto
implica que si otro conjunto de datos se colectara, hay una alta probabilidad de que el
grupo pudiera no recobrarse. Los valores de jack-knife muestran el porcentaje de veces
que un clado aparece cuando un porcentaje de los caracteres especificos se remueven
aleatoriamente desde los datos y el analisis se realiza nuevamente (Harrison y Langdale,
2006). Algunos trabajos han concluido que la proporcién de bootstrap es una medida
conservadora del soporte, y un valor de 70% indica un fuerte apoyo para el grupo. Es
también importante tener en mente que la proporcion de bootstrap ayuda a predecir si los
mismos resultados se obtendrian si se colectan mas datos, y no si el resultado es correcto
(Holder y Lewis, 2003). Como una medicidon de soporte estadistico no tradicional
encontramos la probabilidad posterior, la cual se emplea especificamente en las

inferencias bayesianas. Este método al igual que en el bootstrap se genera una muestra
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de arboles, mediante la metodologia Markov chain Monte Carlo (mcmc). A partir de un
arbol inicial se propone un nuevo arbol, la aceptacién o rechazo de este nuevo arbol
involucra una eleccion que satisfaga distintas condiciones, en el caso de las inferencias
bayesianas, esta condicion es la probabilidad posterior (Holder y Lewis, 2003). Dentro de
la muestra de arboles, aquellos grupos que aparecen como monofileticos y que estén
altamente representados tienen una alta probabilidad de que esta suposicidn sea
correcta. Por ejemplo, si de una muestra de 10° arboles un clado se recobra en 975676

de ellos, dicho clado tiene una probabilidad posterior de =0.98.

El enraizamiento de un arbol filogenético nos permite darle una polaridad o direccién e
inferir el orden de los eventos de cambio. Los métodos filogenéticos dan como resultado
solamente diagramas de ramificacion, a partir de los cuales, en algunas ocasiones, es
dificil establecer el orden de los cambios, lo cual es fundamental cuando se investiga los
procesos evolutivos; sin embargo, no siempre es necesario enraizar los arboles (Harrison
y Langdale, 2006).

El método mas empleado para enraizar los arboles filogenéticos de datos moleculares es
el enraizamiento mediante un grupo externo, que es aquel que estda mas cercanamente
relacionado con el grupo de interés. Las diferencias entre ambos grupos se emplean para
inferir la direccion de los cambios. El grupo externo puede se selecciona basandonos en
el conocimiento previo que se tenga del grupo de interés, o podria aparecer durante el
alineamiento. En las familias de genes, un grupo externo adecuado debe compartir al
menos un dominio con el grupo de interés; sin embargo, no es trivial encontrar un grupo
externo apropiado, porque dentro de las secuencias candidatas, los dominios que pueden
ser adecuadamente alineadas para el analisis filogenético, pueden no proporcionar
suficiente variacion y otros dominios pueden variar demasiado. Por otra parte, también se
puede emplear la duplicacion de genes para llevar a cabo el enraizamiento, donde las
secuencias de un clado de genes se usan como la raiz del otro. EI enraizamiento
empleando genes duplicados tiene la ventaja de que pueden revelar relaciones
inesperadas entre especies 0 genes en los clados principales, donde previamente se ha

enraizado con ambigliedad (Harrison y Langdale, 2006).
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Como una alternativa a los métodos anteriores, se desarrollé6 el método de enraizamiento
de arboles reconciliados. La reconciliacion es el proceso de construccion de un mapa
entre un arbol de una familia de genes y un arbol de las especies. Bajo un modelo de
parsimonia duplicacién-pérdida, este mapa puede usarse para inferir las duplicaciones y
las pérdidas en la historia de la familia de genes, ademas de los linajes de especies en los
cuales estos eventos ocurrieron. La reconciliaciéon es un método esencial en filogenética
molecular que se utiliza ampliamente en aplicaciones evolutivas, en la medicina, en la
biologia del desarrollo y las ciencias de las plantas. La reconciliacién, después de la
reconstruccion filogenética, es la aproximacion mas segura para identificar ortélogos para
la prediccién de funcién, la anotacion de genes y la identificacion de blancos de
medicamentos. La reconciliacién se usa para correlacionar duplicaciones especificas con
el surgimiento de nuevas funciones celulares o caracteristicas morfologicas,
proporcionando pistas sobre la funciéon de nuevos genes descubiertos. La reconciliacién
es también el ndcleo de un problema relacionado, pero mas complejo: la inferencia de un

arbol de especies desde algunos arboles de genes (Vernot et al., 2007).

El método de arboles reconciliados, en una explicacion sencilla, consiste en hacer
coincidir el arbol de genes con el arbol de especies, el cual se cree que refleja
correctamente las relaciones evolutivas, cuando el arbol de genes presenta discordancias
con este ultimo. Este método parte del supuesto que ambos arboles, el de genes y el de
las especies, son correctos, sin embargo, la presencia de discordancias entre ellos se
podria explicar mediante la postulacion de duplicacién de genes y de la pérdida de estos
(Page, 2000).

Supongamos que tenemos un arbol con 4 especies que representa las relaciones de
ancestria-descendencia y por otra parte tenemos un arbol con 4 genes de las 4 especies
como se muestra en la figura 3a); sin embargo, notamos que hay discordancias cuando
los comparamos. Para poder resolver estas discordancias tenemos que postular eventos
de duplicacion en el ancestro comun de las especies 2, 3 y 4, y de pérdida, por un evento
de muestreo ostensible, figura 3b), el cual es la aparente ausencia de un gen en los
descendientes de un ancestro que presentaba el gen, estos eventos de muestreo
ostensible implican la pérdida del gen, pero también pueden reflejar fallas técnicas en la

deteccién de la copia del gen en la especie (Page, 2000).
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Figura 3. a) Discordancias entre el arbol de las especies y el arbol de genes; b) postulaciéon de eventos de
duplicacion y de muestreo ostensible para explicar las discordancias entre los arboles mostrados en la a); c)
arbol reconciliado, que explica la historia evolutiva del gen (Page, 2000).

2.3 Deteccidn de Seleccién Natural a Nivel Molecular

La seleccién natural es una de las principales fuerzas evolutivas que moldea la variacion
genética (cambios en el genoma) mediante la eliminacién o el mantenimiento de ésta. Se
consideran dos tipos de selecciéon natural mas importantes a nivel molecular, la seleccién
positiva que es el mecanismo mediante el cual las nuevas mutaciones se mantienen en
las poblaciones debido a que aumentan la adecuacioén, y la seleccidon negativa en la que
las nuevas mutaciones que poseen una adecuaciéon menor se eliminan. La seleccion
positiva promueve la diversidad genética, mientras que la seleccion negativa disminuye la

diversidad mediante la eliminacién de las variaciones. A nivel de secuencias codificantes
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de proteinas, las mutaciones que aumentan la adecuacion son aquellas que mejoran la
funcién u originan una nueva funcién, y las que disminuyen la adecuacion son las que

afectan la funcion o la estructura.

La inferencia de la presién de seleccion sobre los sitios de aminoacidos individuales
proporciona una importante aproximacion para estudiar los mecanismos de la evolucién y
de la funcion de proteinas. Se han desarrollado distintos métodos, que pueden detectar
sitios funcionalmente importantes basandose en la conservacion evolutiva. Sin embargo,
altos niveles de variabilidad también tienen importante significado funcional. La evidencia
de que cada uno de los residuos experimente seleccion positiva puede inferirse mediante
la observacién de que las tasas de sustitucion no-sinénimas (dN) es mas alta que la tasas
de sustitucion sinénimas (dS) de nucledtidos en un gene que codifica para una proteina
(Ouyang y Liang, 2007). Tomando en cuenta que las mutaciones sindnimas (silenciosas)
son en gran parte invisibles para la seleccién natural, y que las mutaciones no-sinébnimas
(reemplazamiento de aminoacidos) pueden estar bajo fuerte presion selectiva, la
comparacion de las tasas de fijacién de aquellos dos tipos de mutaciones proporcionan
una poderosa herramienta para entender el mecanismo de evolucién (Yang y Nielsen,
2000). La proporcién entre las tasas no sinénimas y sinénimas (w = dN/dS) se ha tomado
como una medicién estandar de presion de seleccion (Yang y Nielsen, 2002) de la
direccion y de la magnitud de la seleccion sobre el cambio del aminoacidos (Yang, 2007).
Se espera que w= dN/dS=1 si no hay seleccion tipo Darwiniana que esté actuando sobre
las secuencias de DNA; w <1 (seleccidon en contra de nuevas mutaciones) si hay
seleccion negativa; y w> 1 (seleccidon para nuevas mutaciones) si hay seleccion positiva
(Ouyang y Liang, 2007); una proporcion de w mayor que uno significa que las mutaciones
no-sinénimas ofrecen ventajas de adecuacion y se fijan en la poblaciéon a una tasa mas
alta que las mutaciones sindnimas (Yang y Nielsen, 2002). El problema es la estimacion
de las sustituciones (dS) sinénimas y (dN) no-sindnimas por sitio entre dos secuencias
(Yang y Nielsen, 2000). Se han propuestos distintos métodos para detectar la presencia
de la seleccién positiva en un alineamiento de secuencias homoélogas de genes
codificantes de proteinas, desde el conteo de diferencias sin6nimas y no-sinébnimas
observadas entre pares de secuencias, hasta las técnicas mas sofisticadas que toman en
cuenta las relaciones filogenéticas entre algunas secuencias y permiten una prueba

estadistica de los resultados. Estos ultimos métodos extraen mas informaciéon mediante la
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consideracion de las relaciones evolutivas entre las secuencias analizadas pero difieren

marcadamente en sus aproximaciones (Massingham y Goldman, 2004).

En las décadas pasadas, se ha sugerido un numero de meétodos intuitivos para esta
estimacion (Yang y Nielsen, 2000). dN y dS pueden estimarse basandose sobre los
métodos de aproximacion, los cuales tipicamente involucran tres pasos esenciales: 1)
conteo del numero de de sitios sindnimos(s) y no-sinénimos (N) entre las secuencias
blanco, 2) conteo del nimero de sustituciones sinénimas (S) y no-sinébnimas (N) entre dos
secuencias ortélogas, y 3) calculando el numero de sustituciones sinénimas (dS) y no-
sinbnimas (dN) por sitio después de la correccion para sustituciones multiples. La mayoria
de los métodos asume simplificaciones de rutas de sustitucién de nucleétidos e involucran
un tratamiento de datos ad hoc que no estan bien justificados (Wang et al., 2009). Dentro
de los métodos mas recientes se encuentran los de maxima verosimilitud (ML) que
emplean los modelos de sustitucién de codones desarrollado por Goldman y Yang (1994)
o por Muse y Gaut (1994). Estos modelos de codones son intuitivamente atractivos en su
uso de la relacidon de tasas de sustitucion no-sinébnimas a sinénimas (w= dN/dS) para
definir el tipo y la fuerza de la selecciéon. Los métodos ML son extremadamente flexibles,
ya que permiten que multiples modelos de evolucién de secuencia puedan ajustarse a los
datos mientras que incorporan una variedad de parametros de sustitucion, los cuales
pueden variar dentro de una filogenia o a lo largo de una secuencia. Los modelos de
codén que permiten presiones de seleccion heterogéneas entre sitios han llamado la
atencion por su poder para detectar seleccion y su potencial utilidad en la prediccion de
qué sitios estan bajo seleccién (Aagaard y Phillips, 2005). Una importante mejora en los
métodos de aproximacién, dentro de un marco de maxima verosimilitud, es el propuesto
por Yang y Nielsen (2000), los cuales consideran 2 caracteristicas importantes sobre la
evolucion del DNA, para el calculo de las tasas de sustitucidon no-sinénimas y sinébnimas,
que son los sesgos en las tasas de transicidn/transversion y en la frecuencias de los

nucledtidos.

Por otra parte se han desarrollado modelos alternos que permiten que, durante el proceso
de evolucidén, varie la relacién de las tasas de sustituciéon no-sinénima/sinénimas (w), no

sOlo entre sitios, sino también entre las ramas o en ambos. En los modelos sitio-
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especifico, se tratan la relacidon w para algun sitio (codén) en el gen como una variable
aleatoria obtenida de una distribucion estadistica, y permite que w varie entre codones
(Yang, 2007). Estos modelos permiten variar a la proporcion w entre sitios pero no entre
linajes; y la seleccion positiva se detecta en sitios individuales solo si el promedio de dN
es mayor en todos los linajes que el promedio de dS (Yang y Nielsen, 2002); a diferencia
con el modelo anterior, los modelos de rama o linaje-especifico pueden usarse para
detectar eventos de seleccién positiva cuando esta actuando sobre linajes particulares
(Yang, 2007). En estos modelos se permite variar a w entre los linajes; se asume que no
hay variacién de w entre sitios y como resultado se puede detectar seleccion positiva para
linajes solo si el promedio de dN es mayor que el promedio de dS de una rama especifica
(Yang y Nielsen, 2002). Los modelos de ramas son Utiles para detectar seleccion positiva
después de la duplicacion de genes, si una copia de las duplicadas pudo adquirir una

nueva funcion y pudo haber evolucionado con tasas aceleradas (Yang, 2007).

Como una alternativa a los métodos anteriores, los cuales parecen ser muy estrictos al
permitir variar w sélo a través de sitios o de ramas, pero no en ambos, lo cual les puede
restar poder para detectar sitios bajo seleccidén positiva, bajo ciertas circunstancias.
Existen los modelos sitio-rama para detectar seleccion positiva que solo afecte unos
pocos sitios sobre linajes pre-especificados (Yang, 2007). En este método se asume que
la filogenia se conoce o se estima independientemente, asi como se conocen las ramas
que pueden estar bajo seleccion (Yang y Nielsen, 2002). Las ramas bajo prueba para
seleccion positiva se llaman ramas foreground, mientras las demas ramas se les
denominan como ramas background (Zhang et al., 2005; Yang, 2007; Yang y Nielsen,
2002). La prueba sitio-rama requiere de una especificacion a priori de las ramas
foreground. Cuando multiples ramas sobre el arbol se prueban para seleccién positiva con
el mismo conjunto de datos, se requiere una correccion para pruebas mdultiples. Un
procedimiento simple pero conservador es la correccién de Bonferroni, lo que significa
que la prueba individual de cualquiera de las ramas se considera significativa en el nivel
de a solo si el valor p es < a/m, donde m es el nUmero de ramas que se prueban con los

mismos datos (Yang, 2007).

Sin embargo, una desventaja de los métodos de sitio-rama es que se tiene que
especificar a priori los linajes que se consideran que estan bajo seleccion positiva (ramas

foreground), lo cual implica, a su vez, la asignacién de un modelo de evolucién, del cual
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no se tiene la certeza de que sea el mejor modelo. Por otra parte, en la ausencia de una
hipotesis bioldgica, la seleccion de las ramas a ser probadas para la presencia de
seleccion positiva, ramas foreground, podria llegar a ser de una forma arbitraria, lo cual
conlleva el riesgo de hacer suposiciones erroneas de presencia de seleccién en estas
ramas. Con respecto a que la relacién de tasas de sustitucion no-sinénimas/sinénimas (w)

es la misma para todas las ramas background en la filogenia, suena poco realista.

Como una alternativa a los modelos anteriores de deteccidon de presion de seleccién, los
cuales presentan ciertas restricciones y limitaciones sobre todo en la eleccién del modelo
de evolucién, Kosakovsky-Pond y Frost (2005a) desarrollaron un nuevo meétodo llamado
GA-branch, el cual realiza la deteccion de presion de seleccion a nivel de ramas mediante
la asignaciéon de un valor de dN/dS a cada una de las ramas en el arbol filogenético y
tiene como principal ventaja que el modelo que se selecciona es aquel que mejor se
ajusta estadisticamente a los datos. Como principal desventaja del método GA-branch, es

que actualmente solo puede detectar presion de seleccién a nivel de ramas.

2.4 Antecedentes

Los proyectos de secuenciacion de genomas han revelado la existencia de familias de
genes para cada uno de las subunidades del factor elF4F, en numerosas especies
eucaridticas (Hernandez y Vazquez-Pianzola, 2005); elF4E y todas las proteinas que
presentan cierta similitud de secuencia con esta proteina, forman la familia elF4E. Dados
algunos roles criticos que juega elF4E en la célula, no es sorprendente que la secuencia
primaria de aminoacidos esté altamente conservada (Goodfellow y Roberts, 2008);
aunque las regiones amino-terminal y carboxilo-terminal son considerablemente variables
tanto en longitud como en secuencia (Joshi et al., 2004). Los alineamientos de las
secuencias completas de los aminoacidos de los factores de iniciacion de la traduccién de
Mus musculus (elF4E-1), Danio rerio (elF4E-1?), Drosophila melanogaster (elF4E-1),
Triticum aestivum (elFAE y elF(iso)4E), Schizosaccharomyces pombe (elF4E1) y
Saccharomyces cerevisiae (elF4E), sugieren la presencia de una regién core conservada.
Esta regidon se extiende aproximadamente por 160-170 residuos desde la His-37 a la His-

200 de elF4E Homo sapiens y Mus musculus (figura 4). La secuencia consenso de la
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region core conservada porta las suficientes caracteristicas para definir estas proteinas
como miembros de la familia elF4E; los residuos aromaticos de triptéfano, fenilalanina e

histidina muestran un patrén distintivo, resumido por:

His(X5)Trp(X2)Trp(X8-12)Trp(X9)Phe(X5)Phe Trp(X20)Phe(X7)Trp(X10)Trp(X9-
12)Trp(X34-35)Trp(X32-34)His (Joshi et al., 2005).

Esta secuencia consenso indica que la region core de elF4E, inicia y termina con un
residuo de histidina; los 8 residuos de ftriptéfanos y los 2 residuos de fenilalanina,
caracteristicos de estas proteinas, cada uno esta separado por un numero variable de
residuos de aminoacidos que pueden ser cualquiera de los 20 residuos (en la secuencia

consenso anterior esto es representando mediante la X seguido del numero de

* 20 40 * &0 *
H. sapiens eIF4E-1 f e MATVE-PE- -TTDTDNPPTTHHEEKTESHQE - — = —= == === == == == — : 27
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X. laevis eIF4E-1A : - -MARVE-DE- -NT- - -NDOESTSEEK - ETGOE - - : 23
D. reric eIF4E-1A P EN DR TSR TH DSN S EEKNE ENEQC : 25
D. melanogaster eIF4E-la: MQOSDFHRMKNFANPKSMFKTSAPSTECQGRPEPPTSAAADPAEAK VEPKEDPOETGEPAGNTATTTAPAGD : 70
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Identicty
H. sapiens eIF4E-1 : ; FK——ND‘SI\——— > 3 ALY o1
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M. musculus eIF4E-1 181
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Figura 4. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de miembros de la familia elF4E, en las cajas rojas se
muestran residuos aromaticos idénticos en todas las secuencias, mientras que las cajas amarillas son los
residuos de histidina que delimitan el core; los residuos en verde indican los triptéfanos 56, 102 y 166 que son
residuos que interactian con el cap. Los residuos en purpura son aquellos que interactidan con elF4G y
4EBP’s (Joshi et al., 2005).
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Los analisis filogenéticos de las proteinas de la familia de elF4E permiten agruparlas
dentro de 8 subgrupos: 1) elF4E-1 de Metazoos e (IFE1, IFE2, IFE-3 e IF5), de
Nematodos; 2) elF4E y elF(iso)4E de plantas; 3) elF4E-1 de Hongos; 4) elF4E-2 de
Metazoos; 5) nCBP de plantas; 6) elF4E-2 de Hongos; 7) elF4E-3 de Metazoos; y 8) un
conjunto de miembros atipicos de la familia elF4AE encontrados en ciertos protistas.
Variaciones en los residuos equivalentes a Trp-56 y Trp-43 de elF4E de Homo sapiens
permiten categorizar a los miembros de la familia de elF4E, no pertenecientes a protistas,
dentro de tres clases sobre bases estructurales, figura 4 (Joshi et al., 2005)
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Figura 5. Topologia del arbol obtenido con NJ, visualizado en forma radial, derivado desde un alineamiento de
secuencias de nucledtidos de la regidn core. La figura al final de cada rama terminal (forma de la hoja) indica
su clasificacion taxondémica, Metazoos (diamantes), Fungi (cuadros), Viridiplantae (triangulos) y Protistas
(circulos). El color de la hoja indican a que clase pertenece de los subgrupos; 4E-1 e IFE1, IFE2, IFE3 e IFE5
(rojo), 4E-1 de Fungi (oro), 4E-1 e iso4E de Viridiplantae (verde), 4E-2 de Metazoos (turquesa), nCBP de

platas (azul), 4E-2 de hongos (purpura), 4E-3 de Metazoos (rosa) y 4E de protistas (blanco) (Joshi et al.,
2005).

26



La clase estructural | incluye a los miembros de los subgrupos 1, 2 y 3; la comparacion de
secuencias de residuos de aminoacidos que representan la regidon core de miembros de
los subgrupos 1, 2 y 3 revela que comparten aproximadamente 35 a 40% de identidad y
de 60 a 65% de similitud; los miembros de esta clase poseen residuos de Trp
equivalentes a Trp-43 y Trp-56 de elF4E-1 de Homo sapiens e incluyen elF4E-1 de
Metazoos, elF4E(p26) y elF(iso)4E(p28) de plantas, y elFAE de Hongos (Joshi et al.,
2005). Los miembros pertenecientes a esta clase se expresan ubicuamente y son
responsables de llevar a cabo la traduccién general dependiente de cap (Joshi et al,,
2005).

Los miembros de la clase estructural Il incluyen a elF4E-2 de Metazoa (subgrupo 4);
nCBP de Viridiplantae (subgrupo 5) y elF4E-2 de hongos patégenos del sub-phylum
Pezizomycotina, incluyendo a Coccidioides posadasii y Sclerotinia schleroiorum (subgrupo
6). La comparacion de secuencias de las regiones core de los miembros de esta clase
muestra una identidad de aproximadamente 50% y una similitud de 70 a 80%; asi como
también presentan una identidad de 30 a 35% y una similitud de 60 a 65% con los
miembros de la clase |. Los miembros de la clase Il difieren de la clase | en que poseen
un residuo hidrofébico como Tyr, Phe o Leu pero no Trp, en la posicion equivalente a Trp-
43 de elF4E de H. sapiens; asi como también contienen una substitucion en la posicion
equivalente a Trp-56 por Tyr o Phe. Algunos estudios han demostrado que proteinas
pertenecientes a la clase Il, elF4E-2A (4EHP) de H. sapiens, elF4E-2 de M. musculus,
IFE-4 de C. elegans, elF4E-2 en D. melanogaster y nCBP de Arabidopsis thaliana todas
se unen a la estructura cap. Sin embargo, nCBP de A. thaliana difiere de elF4E-2A de H.
sapiens, M. musculus y elF4E-2 de D. melanogaster, ya que nCBP puede interactuar con
elF4G y participar en la traduccion (Joshi et al., 2005). El rol fisiolégico de elF4E-2A o
h4EHP en H. sapiens aun no esta claro. Sin embargo, se ha reportado que no se une a
elF4G y consecuentemente no puede llevar a cabo las mismas funciones que elF4E.
Recientemente se ha descrito una funcién para 4EHP para el homélogo en Drosophila
d4EHP, donde el desarrollo correcto del embridon requiere de una distribucién asimétrica
de la proteina caudal que se logra mediante la regulacion a nivel traduccional e involucra

a d4EHP en un complejo con la proteina bicoid. La proteina d4EHp se une tanto a la
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estructura cap 5" del RNAmM de caudal, como a bicoid que, a su vez, interactia con el
extremo 3" del RNAm, previniendo que elF4F se una y la traduccién pueda llevarse a
cabo. La expresion de caudal, por ende, depende de la concentracion local del complejo
d4EHP-Bicoid (Rosettani et al., 2007). Debido a que elF4E-2A de los Metazoos no puede
participar en la sintesis de proteinas por su inhabilidad para interactuar con elF4G, se

sugiere que tiene un rol regulatorio (Joshi et al., 2005).

En la clase estructural Ill se encuentran los miembros de la familia de elF4E,
pertenecientes al subgrupo 7, y comparten un 25 a 30% de identidad y 45 a 55% de
similitud con los miembros de la clase | y clase Il. Esta clase presenta un residuo de Cys o
Tyr en la posicion equivalente al Trp-56 de elF4E de H. sapiens. Debido a que no
presentan el residuo de Trp 56, el cual participa directamente en la union a la estructura
cap, la habilidad para interactuar con ésta puede no presentarse. Los estudios con
elF4E-3 de M. musculus han mostrado que la proteina interactua débilmente con la
estructura cap in vitro. Sin embargo, elF4E-3 de M. musculus es incapaz de rescatar el
crecimiento de S. cerevisiae carente de un gen funcional de elF4E. La interaccion débil de
elF4E-3 de M. musculus sugiere que esta proteina puede estar involucrada en el
secuestro de elF4G que resulta en la inhibicion de la traduccién dependiente de cap
(Joshi et al., 2005).

Los miembros del subgrupo 8 poseen aproximadamente un 20% de identidad y un 40%
de similitud con respecto a la regién core de los miembros de la clase I, Il y lll; presentan
un residuo de aminoacido de Trp o Tyr equivalente al Trp 56 de elF4E de H. sapiens y un
Trp equivalente al residuo de Trp 43 de elF4E de H. sapiens. Sin embargo, los miembros
de este subgrupo también presentan extensiones de 12 a 15 residuos de aminoacidos
entre los residuos equivalentes a los Trp 73 y Trp 102 de elF4E-1 de H. sapiens, y de 4 a

9 entre los residuos equivalentes a los Trp 102 y Trp 166 (Joshi et al., 2005).

Aun no esta claro a qué se deba la presencia ni cual es la funcidon de las multiples
isoformas de elF4E. Esta multiplicidad podria reflejar una simple redundancia funcional,

pero también sugiere un rol mas complejo para las isoformas de elF4E. Esta posibilidad
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se ha explorado en C. elegans, en el cual la existencia de distintas proteinas parecidas a
elF4E se atribuyo a la necesidad de reclutar RNAm con diferentes cap al complejo de
iniciacion (Li y Wang, 2005). C. elegans presenta 5 isoformas de elF4E, tres de ellas (IFE-
1, IFE-2 y EIF-5) se unen tanto a, cap 7-metilguanosina como a 2,2,7-trimetilguanosina en
el extremo 5°de los RNAm de C. elegans (Ptushkina et al., 2001). Las isoformas de C.
elegans tienen diferentes afinidades por las estructuras cap trimetiladas (Jankowska-
Anyszka et al., 1998). La presencia de elF4E especificos que se unan a caps trimetilados
es esencial en un organismo en el cual aproximadamente el 70% de sus RNAm tienen
esta estructura. Una cuarta isoforma (IFE-3) es especifica para estructuras
monometiladas y es esencial, mientras que una quinta isoforma (IFE-4), que también es
especifica de 7-metilguanosina, no es esencial. IFE-4 esta mas cercanamente relacionada
(mas que las otras isoformas de C. elegans) a las proteinas de la clase Il encontradas en
A. tahaliana (nCBP) y vertebrados (4EHP) (Ptushkina et al., 2001). En otro caso, una de
las dos isoformas de elF4E en el pez cebra, elF4E-1B, no puede unirse a la estructura
cap 7-metilguanosina y aparentemente no participa en la iniciacion de la traduccion (Li y
Wang, 2005). A pesar de ello comparte un 66% de identidad con el prototipo elF4E y
posee todos los residuos que se requieren para unirse a la estructura cap, elF4G y 4E-
BPs. Ademas, datos de los analisis de expresion en tejidos del pez cebra, de cultivos
celulares y en diferentes estados de desarrollo sugieren que la presencia de elF4E-1B no
es esencial para la sobrevivencia (Robalino et al., 2004). Sin embargo, en la mayoria de
los sistemas, el significado bioldgico de las multiples isoformas de elF4E permanece

incierto.

3. Hipotesis y Objetivos

Las mejoras metodolégicas aunadas a los avances tecnoldgicos, han permitido un
crecimiento exponencial en la cantidad de datos de secuencias moleculares. Sin
embargo, nuestro conocimiento funcional y estructural de las proteinas que se deducen
de esas secuencias no ha crecido de la misma manera. Un intento para resolver este
problema es mediante los algoritmos de prediccidon y aproximaciones de comparacion,
que también permiten agrupar las nuevas secuencias dentro de familias de genes y

proteinas. La familia del factor de inicio de la traduccion elF4E, agrupa a las secuencias
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moleculares que presentan cierta similitud de secuencia, que a su vez se han clasificado
dentro de tres clases estructurales, y posiblemente no compartan la misma funcién, de
acuerdo a Joshi et al. (2005). Con base a esto la hipotesis de trabajo que se plantea es la

siguiente:

No conocemos del todo las funciones de cada clase de elF4E, pero si encontramos
evidencia de evolucién adaptativa en el origen de cada clase, podremos concluir que

estos eventos estan asociados a la adquisicion de funciones diferentes.

Por otra parte el objetivo general de este trabajo es:

La deteccién de sitios bajo seleccion natural que puedan aportar informacion sobre las

posibles funciones de las multiples isoformas de elF4E.

En tanto que los objetivos particulares derivados de lo anterior son los siguientes:

Revision y refinamiento de la filogenia de la familia de proteinas elF4E, empleando

métodos robustos de reconstruccion de filogenias (Maxima Verosimilitud).

Deteccién de sitios, en las secuencias de las proteinas de los miembros de las 3 clases

estructurales, bajo seleccién natural.

Deteccién de sitios bajo evolucion adaptativa en las diferentes isoformas de plantas,
elF(iso)4E y nCBP.

4. Material y Métodos

Los métodos de reconstruccion de las filogenias moleculares y los analisis de deteccion
de presencia de seleccion natural requieren datos de secuencias moleculares; para este
trabajo, se tomod el alineamiento de las proteinas de la familia del factor de inicio de la

traduccion elF4E, en formato fasta de la base de datos de Pfam.
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http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF01652.

Para el analisis de deteccion de presencia de seleccion se empled el alineamiento de las
secuencias en nucledtidos que correspondian a los CDS (coding sequences) de las
secuencias de aminodacidos. Para la obtencion de los CDS se realizé una busqueda de las
secuencias del alineamiento en aminoacidos, empleando el nombre de entrada (Entry
name) de cada secuencia, en la base de datos de UNIPROT (http://www.uniprot.org),
posteriormente se siguid la liga para llegar a la secuencia del RNAm en la base de datos

del GenBank y de ahi descargar el CDS en formato fasta de cada secuencia.

4.1.- Reconstruccién Filogenética de la Familia de Factores de Inicio de la

Traduccién elF4E.

La reconstruccion filogenética de la familia de factores de inicio de la traduccién elF4E se
llevé a cabo mediante el empleo del método de maxima verosimilitud, debido a que este
método es menos sensible a los modelos y a las suposiciones incorrectas (robustez) y
tiene mayor probabilidades de predecir el arbol evolutivo real (exactitud) (Huelsenbeck y
Rannala, 1997), en comparacion con los métodos de distancia (Neighbour-Joining). Las
secuencias alineadas (en residuos de aminoacidos) empleadas para la elaboracién de la

filogenia se tomaron de la base de datos de Pfam.

Posteriormente, las secuencias se clasificaron en las 3 clases estructurales que Joshi
planted en su trabajo del 2005. El criterio que él tom6 para hacer su clasificacion fue en el
tipo de residuos presentes en la posicion 43 y 56 (de acuerdo a la numeracion de elF4EI
de Homo sapiens); las secuencias pertenecientes a la clase | presentan residuos de
triptéfano en las posiciones 43 y 56, la clase Il presenta tirosina, fenilalanina o leucina en
la posicion 43 y tirosina o fenilalanina en la posicién 56, mientras que la clase Ill presenta
solo sustituciones en la posicién 56 por cisteina o tirosina. Seguimos esta clasificacion
debido a que la nomenclatura de las secuencias en la base de datos no indica si
pertenecen a alguna de las clases antes descritas. Por otra parte mediante el empleo del
programa de Jalview (Waterhouse, et al., 2009) se eliminaron del alineamiento las
secuencias que carecian de la regidon conservada denominada “core” o estuviera

incompleta, asi como los extremos aminoterminal y carboxiloterminal, con el objetivo de
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trabajar solo con la region “core”, ya que los extremos al presentar una alta variabilidad
tanto de secuencia como de longitud en los extremos aminoterminal y carboxiloterminal
podrian ocasionar una reconstruccién filogenética erronea al depender de hipétesis
implicitas de homologia probablemente espurias. El alineamiento resultante de la
clasificacion y la edicion anterior se utilizd para realizar un alineamiento de perfiles
empleando el programa ClustalW (Larkin, et al., 2007) y como el perfil al cual se alinearia,
el alineamiento referente a la regién “core”, tomado de la base de datos de la familia 4E
(http://lumbicc3-215.umbi.umd.edu) (Joshi, et al., 2005).

El alineamiento por perfiles en el cual el perfil 2 (alineamiento de la regidon core de las
secuencias editadas y clasificadas tomadas de Pfam) se aline6 al perfil 1 (alineamiento
de la region core tomado de la base de datos de la familia 4E) se realizé para corregir

errores, si es que los hubiera, en el alineamiento tomado de Pfam.

La eleccién del modelo de sustitucion se realizd con el programa ProtTest (este programa
calcula la verosimilitud (L) bajo cada uno de los métodos candidatos y estima los
parametros del moldeo, a partir de un alineamiento de proteinas y de la topologia de un
arbol (Abascal et al., 2005)). Para la reconstruccion filogenética se empled el programa
PhyML (Guindon y Gascuel, 2003), el cual usa un algoritmo del tipo hill-climbing (realiza
varias iteraciones hasta alcanzar un éptimo maximo) que ajusta simultdneamente la
topologia del arbol y la longitud de rama. Este algoritmo inicia con un arbol construido
mediante un método de distancia y modifica este arbol para mejorar su verosimilitud en
cada una de las iteraciones. Debido a que se ajustan simultdneamente tanto la topologia
del arbol y la longitud de rama, se requieren, relativamente pocas iteraciones para

alcanzar un 6ptimo.

En la figura 6 se muestra un diagrama de flujo ilustrando la metodologia empleada para

la reconstruccion filogenética a partir del alineamiento de perfiles.
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Figura 6. Diagrama de la metodologia empleada para la reconstruccion filogenética a partir del alineamiento

de perfiles.
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4.2 Enraizamiento del arbol filogenético

El enraizamiento de los arboles filogenéticos se llevé a cabo mediante el método de
arboles reconciliados, con el programa Notung (Vernot, et al., 2007), el arbol de especies
(figura 8) requerido por Notung necesario para llevar a cabo la reconciliacion, fue
construido con base en los arboles filogenéticos de TREEBASE y de la pagina web de
Treee of life Web Proyect, asi como en la clasificacién taxondmica presentada en la
pagina web del NCBI.

Arbol Arbol de
filogenético Especies
Notung
r 3
Arbol
filogenético
enraizado
~ o

Figura 7. Diagrama de la metodologia empleada para enraizar el arbol filogenético, empleando el método de
arboles reconciliados
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Griffithsia japonica
Lactuca sativa

_|: Capsicum annuum
Capsicum chinense

_|: Solanum lycopersicum
Solanum habrochaites

r— Nicotiana benthamiana
L Nicotiana tabacum
Vitis vinifera
Arabidopsis thaliana
Pisum sativum
_|: Cucumis melo

Cucumis zeyherii

Zea mays

Triticum aestivum

_|: Hordeum vdistichum
Hordeum vulgare
— Oryza sativa subsp. japonica
L— Oryza sativa subsp. indica

Dictyostelium discoideum
r— Hydra attenuata

L— Nematostella vectensis

Schistosoma japonicum

Aplysia californica

Penaeus japonicus
— Anopheles gambiae
L— Aedes aegypti

Drosophila pseudoobscura

_|: Drosophila simulans
Drosophila melanogaster

Bombyx mori
Spodoptera frugiperda

Oikopleura dioica
Xenopus laevis
Xenopus tropicalis
Oryctolagus cuniculus

Mus musculus

Macaca fascicularis
Homo sapiens

Pongo pygmaeus
Sus scrofa
Bos taurus

Danio rerio

Oryzias latipes
Tetraodon nigroviridis
— Pisaster ochraceus

e
—
-
e
T

L— Strongylocentrotus purpuratus
Ascaris suum

_|: Caenorhabditis briggsae
Caenorhabditis elegans

Encephalitozoon cuniculi



Encephalitozoon cuniculi
Schizosaccharomyces pombe
Yarrowia lipolytica
Pichia guilliermondii
Debaryomyces hansenii
Pichia stipitis
Candida glabrata
Ashbya gossypii
Kluyveromyces lactis
_|: Vanderwaltozyma polyspora
Saccharomyces cerevisiae
— Lodderomyces elongisporus
L candida albicans
Phaeosphaeria nodorum
Sclerotinia sclerotiorum
_|: Botryotinia fuckeliana
Magnaporthe grisea
_|: Chaetomium globosum
Neurospora crassa
— Coccidioides immitis
L Ajellomyces capsulata
Emericella nidulans
Neosartorya fischeri
Aspergillus terreus

_|: Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
_|: Aspergillus clavatus
Aspergillus fumigatus
— Ustilago maydis

L— Cryptococcus neoformans
Guillardia theta

I: Paramecium tetraurelia
Tetrahymena thermophila
Cryptosporidium hominis

_|: Cryptosporidium parvum
Cryptosporidium piowa
Theileria annulata
Plasmodium falciparum

_|: Plasmodium yoelii
Plasmodium berghei
Trichomonas vaginalis g3
I: Trypanosoma brucei
Trypanosoma cruzi
Leishmania braziliensis
Leishmania infantum

_|: Leishmania mfriedlin
Leishmania major

Figura 8. Arbol de especies empleado para la reconciliacion.



4.3 Deteccioén de Sitios Bajo Presién de Seleccién Natural

La deteccién de sitios bajo presion de Seleccion Natural se llevd a cabo mediante el uso
del alineamiento de secuencias de nucleétidos, que corresponden a los CDS de las
secuencias de aminoacidos, presentes en el alineamiento obtenidos de la base de datos
de Pfam. Las secuencias de nucledtidos se tomaron del GenBank; se descargaron en
formato fasta, y se alinearon mediante el empleo del programa Tranaling, el cual alinea
las secuencias de nucledtidos dado un alineamiento de aminoacidos. Para ello el
alineamiento de aminoacidos fue el mismo utilizado en la reconstruccion filogenética.
Posteriormente se construyé un archivo que incluia el alineamiento de nucledtidos,
obtenido mediante Tranaling, y el arbol filogenético enraizado; este archivo se utilizé para
la deteccion de sitios bajo Seleccién Natural con el programa HYPHY (Kosakovsky-Pond,
et al., 2005) y el método GA-branch (Kosakovsky-Pon y Frost, 2005a), que detecta
seleccion mediante pruebas de ramas mediante la asignacién de un valor de dN/dS a
cada una de las ramas (linajes) en el arbol filogenético. Ademas, este método tiene la
ventaja de escoger, entre un conjunto de modelos, el que mejor se ajuste
estadisticamente a los datos, a diferencia de otros métodos donde existe el requisito de
especificar a priori €l modelo. Sin embargo, con la gran cantidad de modelos puede existir
un modelo que se ajuste mejor que el modelo seleccionado a priori. Para el linaje de
Viridiplantae se utilizé el método FEL (Kosakovsky-Pon y Frost, 2005b). El método FEL
(Fixed Effects Likelihood) es analogo de métodos que estiman la relacion de las tasas de
sustitucion no sinénimas y sinénimas (dN/dS) para cada uno de los sitios, sin embargo en
este método se fijan algunos parametros como la longitud de rama, lo que permite una
disminucion de tiempo computacional, pero también puede realizar pruebas de sitio-rama,
las cuales se emplean para detectar sitios que estan bajo seleccion en un linaje

especifico.
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5. Resultados

5.1 Reconstruccién filogenética de la familia de factores de inicio de la traduccién
elF4E

La reconstruccién filogenética se realizé mediante maxima verosimilitud empleando el
alineamiento de Pfam referente a la regién “core”, de la familia de factores de inicio de la
traduccion elF4E y el modelo de sustitucion LG+I+G. El soporte estadistico de bootstrap
consistio de 100 repeticiones. El arbol obtenido se muestra en la figura 9 con algunas
ramas colapsadas para una mejor visualizacién. Las ramas colapsadas incluyen
secuencias pertenecientes a la misma clase estructural, de acuerdo al criterio empleado
por Joshi et al. (2005) y agrupan secuencias de organismos del mismo grupo taxonémico,

al cual le denominamos “linaje organismico”.

La comparacion de la topologia del arbol de nuestra reconstruccion filogenética con el
arbol obtenido por Joshi et al. (2005), observamos que no aparecen los tres clados,
referentes a cada una de las clases estructurales, ni los 8 subgrupos que reporta en su
trabajo, 4E1 de Metazoa, 4E1 de Fungi, 4E1 de Viridiplantae, 4E2 de Metazoa, nCBP de
Viridiplantae, proteinas parecidas a nCBP de Fungi, 4E3 de Metazoa y 4E de Protistas, el

clado que incluya a las secuencias denominadas “atipicas” por Joshi.
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Leishmania infantum-56F

Forma de la hoja ) ) )
Leishmania major-56F

Clase | (4E-1) |:| 94[ Trypanosoma cruzi-elF4E3
Trypanosoma brucei-elF4E3

Dictyostelium discoideum-elF4E1

Clase Il (4E-2) A

Clase Ill (4E-3) O \
|
|

M Viridiplantae 4E-1
|

|
/

99

B Encephalitozoon cuniculi-elF4E1
Color de la hoja 10— B Euglenozoa 4E-1a
21 B Trichomonas vaginalis g3-elF4E1
Viridiplante ‘ o — M Euglenozoa 4E-1b
‘ 4 ~ Dictyostelium discoideum-elF4E3a
— 11
Metazoa 100 B Ustilago maydis-elF4Ela
@ Cryptococcus neoformans-elF4E3a
Parabasalide ‘ e
o 100 | @ Cryptococcus neoformans-elF4E3b
Mycetozoa 100 @ Candida albicans-56L
@ Pichia guilliermondii-elF4E3
Euglenozoa iz :mo @ Alveolata 4E-3a
8 A Alveolata 4E-2

84

Criptophyta ‘ 76 @ Trichomonas vaginalis g3-elF4E3b
‘ 3 @ Trichomonas vaginalis g3-elFAE3a
Alveolata A Viridiplantae 4E-2
8 .
Fungi ‘ ) @ Fungi 4E-3a
o] @ Yarrowia lipolytica-elF4E3
Rodophyta ‘ L] 19

A Metazoa 4E-2

Dictyostelium discoideum-elF4E3b
@ Metazoa 4E-3
@ Fungi 4E-3b
Dictyostelium discoideum-elF4E3c

@ Alveolata 4E-3b
\

/

| |
|

Bl Metazoa 4E-1|
|

| I
\ /

I \
|
|
|

B Fungi 4E-1

Figura 9. Arbol filogenético sin enraizar construido con el perfil de la regién “core” del alineamiento de Pfam,
algunas ramas estan colapsadas para una mejor visualizacion. Las ramas colapsadas incluyen secuencias de
la misma clase estructural y del mismo linaje organismico, y estan representadas mediante triAngulos negros y
el tamafio del triangulo es directamente proporcional al nimero de secuencias que incluye. Las forma de la
hoja que indican a que clase estructural pertenece; el cuadrado indica que pertenece a la clase estructural |,
el triangulo a la clase Il y el circulo a la clase Ill. El color de la hoja indica el linaje organismico al cual
pertenece. Los nimeros en los nodos internos indican el valor de los bootstrap. En los recuadros punteados
color azul se indican los 3 clados mas grandes de la clase I. Los clados sombreados en rojo indican los clados
de la misma clase estructural y del mismo linaje.
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Sin embargo, si podemos observar la formacién de 3 grandes clados, estos corresponden
a las secuencias de la clase estructural I, de los linajes organismicos de Metazoa,
Viridiplantae y Fungi. En este ultimo solamente 2 secuencias se agrupan fuera del clado
principal, las cuales corresponden a las especies de Encephalitozoon cuniculi 'y Ustilago
maydis. EI numero de secuencias, de la clase estructural |, de estos tres linajes
organismicos es mayor, lo cual ayuda a diferenciar mejor estos clados de los demas y
posiblemente la similitud de secuencia dentro de cada uno de los clados es mayor. Con
respecto a los demas linajes organismicos, no se observa la formacion de grandes clados
debido a que el numero de secuencias fue mucho menor, en comparacion con los linajes
organismicos anteriores, para la clase estructural I, también se observa la agrupacion de
secuencias de la clase estructural | en distintos linajes organismicos y la agrupacion de
secuencias de la clase estructural | del mismo linaje organismico en clados distintos,
como ocurre con el linaje organismico de los Euglenozoa (Figura 9, Euglenozoa 4E-1a y
Euglenozoa 4E-1b); esto quizas se deba, como lo menciona Joshi et al. (2005), a que las
secuencias de los protistas presentan inserciones de 12 a 15 residuos de aminoacidos
entre los residuos equivalentes a Trp 73 y Trp 102 de elF4E-1 de H. sapiens,y de 4 a 9
entre los residuos equivalentes a Trp 102 y Trp 166 (figura10), lo cual les da una mayor

variacion de secuencia intralinaje por lo que no son agrupados dentro de un sélo clado.

(2/T) VexFW
H. sapiens 4B-1
M. musculus 4BE-2A
M. musculus 4E-3 H LDESLPGA----T.
P. falciparum unc. : | EQVSDNE - --IKQS!
P. yoelii une. : EQVSDNE - - - TKQS:
N. caninum unec. EQWVQODD
E. tenella unc.
A. tamarense unc.l
C. parvum unc.
E. huxleyl unc.
P. infestans unc.
L. digitata unc.
P. triceornutum unc.:
L. major Leish4E-1 :
L. major Leishd4E-Z :
H. sapiens 4E-1
M. musculus 4E-2A
M. musculus 4E-3
P. falciparum unc. :
P. yoelii une.
N. caninum unc. H
E. tenella unc. :
A. tamarense unc.l : —%E WY LVEATTGE We:
C. parvum unc. H cHIHFRAWDSSVVEG T LVLAVIGE=N:]
E. huxleyl unc. : S EWYCREAFT- -MP QIFE
P. infestans unc. : EEE EXN el ELID
L. digitata unc. :
P. tricornutum unc.: IeeEFFCRAYFE-AD e cETTIEDALGG- - - KQDi e VREY VDN
L. major Leish4E-1 : KgKLHVNLDITSANG E JT\(c EYLDCVDKKBEBTE PR Tle IVS 8K
L. major Leishd4E-2 : REECKWVIDFTGKASRS Dl E LSEEELFEG DEEELCE VTSR

Figura 10. Alineamiento de la regién “core” en aminoacidos de secuencias de miembros de linajes
organismicos de Alveolata, Estramenophilos, Haptophyceae, y de las especies de Emiliania huxleyi, Homo
sapiens, Mus musculus 4E-2A y 4E-3. Las inserciones que presentan estas secuencias entre los residuos de
Trp 73y Trp 102 de elF4E-1 de Homo sapiens, y de 4 a 9 entre los residuos equivalentes a Trp 102 y Trp 166
son resaltadas en color verde (Joshi et al., 2005).
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Con respecto a la clase estructural I, observamos la formacién de clados mejor definidos
que incluyen secuencias del mismo linaje organismico. Con ello asumiriamos que la
similitud dentro de cada uno de los linajes organismicos es mayor, permitiendo esta
diferenciacién, a pesar de que el numero de secuencias en la mayoria de los linajes
organismicos es menor en comparacion con la clase estructural . Hay que subrayar que
no se incluyen secuencias de distinto linaje organismico dentro de algun clado. En esta
clase Il sobresale el clado de los Metazoa, debido a que es el que contiene mayor niumero
de secuencias, a diferencia de los demas linajes organismicos que no sobrepasan las 5
secuencias. Por otra parte, observamos que no existen secuencias de la clase estructural
II, dentro del linaje organismico de Fungi, por lo tanto no observamos la formaciéon de un
clado que incluya a éstas y aparezca como grupo hermano del clado de Viridiplantae,

como se observa en el trabajo de Joshi et al. (2005).

Referente a las secuencias de la clase estructural Ill, encontramos la formacion de
diversos clados del mismo linaje organismico y en algunos casos la inclusion de
secuencias de distintos linajes organismicos, exceptuando el clado de las secuencias del
linaje organismico de los Metazoa. Dentro de los linajes organismicos que presentan mas
de un clado para las secuencias de la clase estructural Ill son el Alveolata, y
sorprendentemente el de los Fungi, en donde la presencia de secuencias de esta clase
estructural 1l no habia sido reportada, de acuerdo al criterio de clasificacion estructural y
al trabajo de Joshi et al. (2005). Tal vez este fendmeno de la formacién de diversos
clados, se deba a la presencia de una variabilidad considerable de secuencia dentro del
linaje, pero con una alta similitud dentro de ciertas secuencias, la cual permite agruparlas
dentro de un mismo clado; por otra parte, ahora el linaje que tiene una mayor
representatividad, en niumero de secuencias, es el de los Fungi. Algunos clados de los
distintos linajes organismicos de la clase estructural lll pueden ser agrupados dentro de
un subarbol, que incluye a los clados de Metazoa, Alveolata y Fungi, sin embargo los
demas clados, tanto del linaje organismico de los Fungi y Alveolata se encuentra en otros
subarboles que incluyen a los clados de la clase estructural I, dentro de ellos se
encuentra el clado con el mayor nimero de secuencias de Fungis, el cual aparece como
grupo hermano del clado de secuencias de la clase estructural Il del linaje de

Viridiplantae.

En la figura 11 se muestra una imagen solamente de la topologia del arbol sin enraizar

con las ramas colapsadas y sin longitud de ramas; a diferencia del presentado en la figura
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9 ahora las ramas colapsadas no estan indicadas con triangulos negros, solamente con el

nombre del linaje seguido de la clase estructural con un tamario de letra mayor.

Forma de la hoja
Clase | (4E-1) []
Clase Il (4E-2) A

Clase Il (4E-3) O

Color de la hoja
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Rodophyta P
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Leishmania major-56F

Ur— Trypanosoma cruzi-elF4E3

L Trypanosoma brucei-elF4E3

100

Dictyostelium discoideum-elF4E1
25— @ Griffithsia japonica-e/F4E3

- W Viridiplantae 4E-1

Y — M Guillardia theta-elF4E1

_[ B Encephalitozoon cuniculi-elF4E1
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100
21— B Trichomonas vaginalis g3-elF4E1

o

25

L
100
Dictyostelium discoideum-elF4E3a

B Ustilago maydis-elF4E1a
E'_E @ Cryptococcus neoformans-elF4E3a
100 @ Cryptococcus neoformans-elF4E3b

@ Candida albicans-56L
Pichia guilliermondii-elF4E3
'® @ Alveolata 4E-3a
A Alveolata 4E-2
@ Trichomonas vaginalis g3-elF4E3b

@ Trichomonas vaginalis g3-elF4E3a
1& A Viridiplantae 4E-2
- [0 Fungi 4E-3a ]
@ Yarrowia lipolytica-elF4E3
?g A Metazoa 4E-2

Dictyostelium discoideum-elF4E3b

—1 2 @ Metazoa 4E-3

@ Fungi 4E-3b

_[ Dictyostelium discoideum-elF4E3c
2 @ Alveolata 4E-3b

B Metazoa 4E-1

* M Fungi 4E-1
64

Figura 11. Arbol filogenético sin enraizar, de la regién “core” del alineamiento de Pfam con algunas ramas
colapsadas. Las ramas colapsadas incluyen varias secuencias de la misma clase estructural y linaje
organismico, y estan indicadas por el nombre del linaje organismico en un tamafo de letra mayor y el color
correspondiente al color de la hoja. Los numeros en los nodos internos indican los valores de bootstrap. En

recuadro rojo se muestra la clase estructural Ill del linaje de los Fungi.
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Con respecto a los valores de bootstrap en algunas ramas son muy bajos, sobre todo en
las ramas internas, las cuales llegan a tener hasta valores de cero, lo cual nos indica que
esas ramas estadisticamente estan pobremente soportadas. Por otra parte encontramos
ramas que presentan valores de bootstrap de 100 principalmente en las ramas basales de

clados formados por secuencias de la misma clase estructural y linaje organismico.

Al realizar la clasificacion se observd que diversas secuencias de los distintos linajes y
clases estructurales presentaban sustituciones en algunas posiciones referentes a los 8
triptéfanos (43, 46, 56, 73, 102, 113, 130, 166) que caracterizan a los factores elF4E, las
posiciones que presentan sustituciones son 46, 73, 113 y 130, de acuerdo a la
numeracion de elF4E1 de Homo sapiens; asi como en la secuencia consenso que
interactia con 4G y 4EBP, la cual incluye a las posiciones 69, 72 y 73. Las sustituciones

que se observaron se muestran en la tabla 2.

Tabla 2 Sustituciones encontradas en las secuencias del alineamiento obtenido de Pfam, en las posiciones
46, 69,72, 73, 113 y 130, la numeracién corresponde a la secuencias de elF4E1 de Homo sapiens

Posicién Aminoécido Sustitucion
Esperado

46 Triptéfano (W) Tirosina (Y), Histidina (H), Leucina (L)

69 Valina (V) Isoleucina(l), Alanina(A), Leucina (L),
Cisteina (C)

72 Fenilalanina (F) Tirosina (Y), Leucina (L), Triptéfano (W)

73 Triptéfano (W) Tirosina (Y), Fenilalanina (F), Leucina (L),
Alanina (A)

113 Triptéfano (W) Fenilalanina (F), Isoleucina (l), Leucina (L),
Valina (V)

130 Triptéfano (W) Alanina (A), Fenilalanina(F)

Los triptéfanos de las posiciones 102 y 166 son muy conservados y en sus posiciones
homodlogas no se presenta alguna sustitucion. Esto es lo que se espera ya que el
triptéfano 102 es clave para la interaccién con el cap, y el 166 también se ha reportado

que interactua con él, aunque en menor medida (Joshi et al., 2004).
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Por otra parte se observd sustituciones distintas a las empleadas para realizar la

clasificacion estructural, en la posiciéon 56. Estas sustituciones son:
Leucina (L), Valina (V) y Fenilalanina (F)

Estas sustituciones se presentan cuando en la posicion 43 se encuentra un residuo de
triptéfano, tomando en cuenta la clasificacion estructural hecha por Joshi et al. (2005),

podrian ser clasificadas como pertenecientes a la clase estructural lll.

De acuerdo a la tabla 2, la mayoria de los residuos de aminoacidos que sustituyen al
triptéfano original, son residuos no polares, exceptuando a los residuos de histidina y
cisteina los cuales son polares. Observamos que en la posicion 46, puede haber
sustituciones por residuos no polares, tirosina y leucina, y polares como la histidina. Estas
sustituciones se presentan principalmente en las clases estructurales | y lll, y en distintos
linajes organismicos: Euglenozoa, Viridiplantae, Mycetozoa, Fungi y Metazoa. Por otra
parte la incidencia de esta sustitucion relativamente es mayor en la clase estructural lll, y
con mayor frecuencia el residuo de triptéfano es sustituido por otro residuo no polar como
lo es la tirosina, y por lo contrario la histidina sélo se presenta en una ocasion, lo cual
puede ser légico al ser un residuo polar. No podemos hablar de un patron de distribucion
de esta sustitucion en los linajes organismicos, sin embargo la presencia de esta

sustitucion es mayor en el linaje organismico de los Fungi.

En la posicion 69 el residuo de valina es sustituido por residuos no polares y polares
como lo es la cisteina. Las sustituciones se presentan en las 3 clases estructurales
aunque con mayor frecuencia en la clase estructural | y Ill, dentro de estas dos son mas
comunes en la clase lll; en la clase estructural Il solamente se presentan en el linaje
organismico de los Alveolata; en los linajes organismico de Viridiplantae, Criptophyta y
Metazoa las sustituciones se presentan en la secuencias pertenecientes a la clase
estructural | mientras que en la clase estructural Il la sustituciones se presentan en los
linajes organismicos de Metazoa, Mycetozoa, Parabasalide y con mayor frecuencia en el
grupo de los Fungi. En la mayoria de los casos la alanina y la isoleucina sustituyen a la

valina, ambos residuos no polares. El residuo alanina es mas comun encontrarlo en
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secuencias de Euglenozoa, Alveolata y Fungi, mientras que la isoleucina en los linajes
organismicos de Viridiplantae, Metazoa y Fungi. La cisteina es la sustitucién que sélo se

presenta en dos ocasiones, una en el grupo de los Parabasalides y en el de los Fungi.

Con respecto a la fenilalanina en la posicion 72, es sustituida solamente por residuos no
polares. Las sustituciones se presentan en las 3 clases estructurales aunque con menor
presencia en la clase |, ya que se encuentra solo en una secuencia de Metazoa. La
distribucién de las sustituciones en las otras clases parece tener un patron o ser
exclusivas de ciertos grupos, en la clase estructural Il la sustitucién de la fenilalanina por
triptéfano solamente se presenta en el grupo de los insectos dentro de los Metazoa,
mientras que la sustitucion por leucina soélo ocurre en secuencias de la clase estructural 11l

en los Fungi, aunque en clados distintos.

Por otra parte, el triptéfano en la posicién 73, que esta dentro de los 8 residuos de
triptéfano caracteristicos del factor de inicio de la traducciéon elF4E y que junto con los
residuos de valina y fenilalanina en las posiciones 69 y 72, forma parte de la secuencia
consenso que interactua con 4G y 4EBP’s, y puede sustituirse por residuos no polares.
Las sustituciones solamente se presentan en miembros de las clases estructurales | y lll,
con un poco de mayor frecuencia en la lll; las sustituciones se encuentran en las
secuencias de los linajes organismicos de los Metazoa, los Euglenozoa, los Criptophyta,
los Alveolata y los Fungi, y en este ultimo es mas comun encontrar esta sustitucion.
Algunas sustituciones son caracteristicas de ciertos clados, por ejemplo la fenilalanina es
la sustitucién mas frecuente y se observa en un clado de los Euglenozoa, miembros de la
clase estructural | y en un clado de los Fungi que incluye secuencias de la clase lll. La
alanina es la segunda sustituciébn con mayor frecuencia y es caracteristica de las

secuencias de la clase estructural Il de los Alveolata.

El residuo de triptéfano en la posicion 113 puede sustituirse por residuos no polares, y se
presenta en las 3 clases estructurales, pero mas frecuente en la clase lll. Los linajes
organismicos en los cuales se puede encontrar secuencias con esta sustitucion son los
Euglenozoa, los Alveolata, los Parabasalide, los Mycetozoa y los Fungi; en este ultimo
solamente se encuentra en una secuencia, perteneciente a la clase estructural I. Las
sustituciones mas frecuentes son la fenilalanina y la isoleucina, en algunos grupos estas

sustituciones son caracteristicas como en el clado los Alveolata de la clase estructural lll.
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Referente al triptéfano de la posiciéon 130, solamente 2 residuos de aminoacidos se
observaron como sustituciones en esta posicion, ambos no polares. Las sustituciones se
presentaron en secuencias pertenecientes a la clase estructural lll y en 3 linajes: los
Euglenozoa, los Fungi y los Mycetozoa. La sustitucion mas frecuente es por fenilalanina, y
ocurre en los Euglenozoa y en algunos Fungi. La sustitucion del triptéfano 130 por alanina

se encontrdé en una secuencia de los Mycetozoa.

Debido a lo anterior se elaboraron dos filogenias, en las cuales se eliminaron del
alineamiento aquellas secuencias que presentaban sustituciones, con la finalidad de
obtener un arbol mas resuelto. La metodologia empleada para la obtencion de estos

arboles fue la misma que se describié en la figura 5.

En la primera de estas dos filogenias, se eliminaron del alineamiento las secuencias que
presentaban sustituciones en las posiciones 46, 113 y 130, y solamente se permitio
variabilidad en la secuencia consenso de unién a 4Gy 4EBP, posiciones 69, 72y 73. El
modelo de sustitucién que se utilizé fue el JTT+I+G y el soporte estadistico se evalu6 con
bootstrap de 100 repeticiones. El arbol que se obtuvo en esta segunda reconstruccion se
presenta en la figura 12, algunas ramas estan colapsadas para una mejor visualizacion.
Las ramas colapsadas agrupan las secuencias de la misma clase estructural y del mismo
linaje, y estan representadas con un triangulo negro, cuyo tamafo es directamente

proporcional al nUmero de secuencias que agrupa.
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Figura 12. Filogenia sin enraizar con algunas ramas colapsadas obtenida con el alineamiento de las
secuencias que solo preggntan sustituciones en la secuencia consenso de unién a 4G y 4EBP, posiciones
69,72 y 73. Las ramas colapsadas estan representadas con triangulos negros y el tamafio del triangulo es
directamente proporcional al nimero de secuencias que agrupa. Las ramas colapsadas agrupan secuencias
de la misma clase estructural y linaje organismico. La forma de la hoja que indican a que clase estructural
pertenece; el cuadrado indica que pertenece a la clase estructural I, el triangulo a la clase Il y el circulo a la
clase lll. El color de la hoja indica el linaje organismico al cual pertenece. Los numeros en los nodos internos
indican el valor de de soporte de bootstrap.
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En el arbol anterior observamos la formacién de clados bien diferenciados, que incluyen
secuencias de la misma clase estructural y del mismo linaje, dentro de ellos sobresalen
por su tamafo, el nUumero de secuencias que agrupan, los clados referentes a la clase
estructural | de los linajes de Viridiplantae, Fungi y Metazoa. Asi mismo, podemos notar
que todos los clados formados por las secuencias de la clase estructural | de los diversos
linajes organismicos (Viridiplantae, Fungi, Metazoa y Euglenozoa) se localizan en un
subarbol (Figura 13 subarbol A) y que tiene como grupo hermano al subarbol formado por
el clado de la clase estructural lll de Metazoa y una de las dos secuencias que presentan
Chaetomium globosum y Neurospora crassa de la clase estructural Ill, a las cuales les
hemos denominado elF4E3a (Figura 13 subarbol B). Lamentablemente el soporte
estadistico para esta relacion filogenética es muy bajo. El clado que incluye la mayoria de
las secuencias de la clase estructural Il del linaje de los Fungi aparece como grupo
hermano de los dos subarboles anteriores (subarbol A y B), y en él encontramos la
segunda secuencia de Chaetomium globosum y Neurospora crassa elF4E3b. Con
respecto a las secuencias de la clase estructural I, estan agrupadas dentro de dos clados
que corresponden a los linajes organismicos de Viridiplantae y Metazoa, y al igual que las
secuencias de la clase |, se encuentran dentro del mismo subarbol (figura 13 subarbol C)
y que tiene como grupo hermano al subarbol formado por las secuencias de la clase
estructural Ill de Pichia guillermondii, Yarrowia lipolytica y Candida albicans. En la
secuencia de esta ultima, en la posicion correspondiente al triptéfano 56, de acuerdo a la
numeracion de elF4E de H. sapiens, presenta un residuo de leucina, que es un residuo
distinto a los caracteristicos de las secuencias de la clase estructural Il (cisteina o
tirosina) de acuerdo a Joshi et al (2005), pero, a pesar de ello, se agrupa en la filogenia
con secuencias de la clase estructural 1ll del mismo linaje organismico (Fungi), con lo cual
podemos inferir que podria incluirse dentro de la clase estructural lll. Las unicas
secuencias que pertenecen a la misma clase estructural y al mismo organismo que no
forman un clado, son las secuencias de Paramecium tetraurelia a las cuales les hemos
denominado elF4Ea, elF4Eb y elF4Ec para poder diferenciarlas, sin embargo esto podria

deberse a que el arbol no esta enraizado.

Para una mejor visualizacién de lo anterior en la figura 13 se muestra una imagen, de la
topologia del arbol sin enraizar y sin longitudes de ramas, pero a diferencia del
presentado en la figura 12, ahora las ramas colapsadas no se indican con triangulos
negros, sino con el nombre del linaje seguido de la clase estructural con un tamafo de

letra mayor.
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Figura 13. Filogenia sin enraizar con algunas ramas colapsadas obtenida con el alineamiento de las
secuencias que solo presentan sustituciones en la secuencia consenso de unién a 4G y 4EBP, posiciones
69,72 y 73. Las ramas colapsadas incluyen varias secuencias de la misma clase estructural y linaje
organismico, y estan indicadas por el nombre del linaje organismico seguido de la clase estructural al que
pertenecen con un tamano de letra mayor. La forma y color de la hoja indican a que clase estructural y a que
linaje organismico pertenecen. Los numeros en los nodos internos indican los valores de bootstrap. El
subarbol A agrupa a todas las secuencias de la clase estructural I, el subarbol B incluye a las secuencias de la
clase estructural Ill de Metazoa y dos secuencias de Fungi y el subarbol C incluye a las secuencias de la clase
estructural Il. En el recuadro naranja se indican las 3 secuencias de Paramecium tetraurelia que pertenecen a
la clase Il y no estan formando un clado.
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También podemos notar que los valores de bootstrap para las ramas mas profundas
aumentaron en comparacién con la primera filogenia, ya que no se presentan ramas con
valores de cero, y al igual que en la primera filogenia se observan valores de bootstraps
de100 principalmente en las ramas basales de clados formados por secuencias de la
misma clase estructural y del mismo linaje. Al parecer la eliminacion de secuencias con
sustituciones en las posiciones 46, 113, 130 permite obtener un arbol con clados mas
definidos, reduciendo la agrupacion de secuencias que pertenecen a clases y linajes

organismicos distintos, asi como ramas con mejor soporte estadistico.

Con respecto a la segunda filogenia en ella, no se permiti6 ninguna sustitucién en las
secuencias, mas que aquellas referentes a las posiciones 43 y 56, por lo tanto s6lo debian
de presentar triptéfanos en las posiciones 46, 73, 102, 113, 130 y 166, valina en la
posicién 69 y fenilalanina en la posicidon 72, residuos caracteristicos de la secuencia
consenso. La metodologia empleada para la reconstruccion de esta filogenia fue la misma
que se muestra en la figura 1, con la variante que el alineamiento empleado como
segundo perfil, es el alineamiento de secuencias carentes de sustituciones en las
posiciones antes mencionadas. El modelo de sustitucion empleado fue JTT+I+G vy el
soporte estadistico se evalud con bootstrap de 100 repeticiones. La filogenia obtenida sin
enraizar se muestra en la figura 14, algunas ramas estan colapsadas para una mejor
visualizacién. Las ramas colapsadas agrupan secuencias de la misma clase estructural y
del mismo linaje organismico, y estan representadas con tridngulos negros, en donde el
tamafo de los triangulos es directamente proporcional al nimero de secuencias que

agrupa.
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Figura14. Arbol filogenético sin enraizar construido con la regién core del alineamiento de secuencias sin
sustituciones en las posiciones 46269, 72, 73, 113 y 130; algunas ramas estan colapsadas para una mejor
visualizacién. Las ramas colapsadas incluyen secuencias de la misma clase estructural y del mismo linaje
organismico, y estan representadas mediante triangulos negros y el tamafo del triangulo es directamente
proporcional al numero de secuencias que incluye. La forma de la hoja indica a que clase estructural
pertenece y el color de la hoja indica el linaje organismico. Los nimeros en los nodos internos indican el valor
de bootstrap.
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En la figura anterior se presenta esta Ultima reconstruccién, y en donde podemos
observar que ciertas caracteristicas que encontramos en la reconstruccion filogenética
que se hizo con la regién core del alineamiento de secuencias, que presentaban
sustituciones en las posiciones homodlogas a las posiciones 69, 72 y 73 de elF4E de H.
sapiens, destacan por su tamano los clados de la clase estructural | de Fungi, Metazoa y
de la clase estructural Il el clado de Metazoa. Al igual que en la filogenia pasada (figura
12), se encuentra como grupo hermano del clado de secuencias de la clase estructural Il
del linaje de Viridiplantae, por lo tanto todas las secuencias de la clase estructural Il se
encuentran en un subarbol (figura 15 subarbol A), que a su vez tiene como grupo
hermano, a diferencia de la reconstruccién pasada, una sola secuencia de la clase
estructural 11l de Fungi, esta secuencia pertenece a Y. lipolytica. Otra diferencia, es que el
subarbol formado por las secuencias de la clase estructural Il y la secuencia de la clase
estructural Il de Y. lipolytica tienen como grupo hermano el clado de las secuencias de la
clase Il de Fungi, sin embargo, el nimero de secuencias que incluye es menor en
comparacion con el arbol anterior. Por otra parte, este clado aparecia como grupo
hermano del subarbol que agrupaba todas las secuencias de la clase estructural | y de la
clase estructural lll de Metazoa y Fungi en la reconstruccién de la figura 12. Un subarbol
que permanece constante es el formado por el clado de la clase estructural lll de Metazoa
con las secuencias de elF4E3a de Chaetomium globosum y Neurospora crassa (figura 15
subarbol B). Una diferencia notoria, en comparacion con la filogenia anterior (figura 13),
es que las secuencias de la clase estructural | no se encuentran en un sélo subarbol y las
secuencias de la clase estructural | del linaje de Viridiplantae se encuentran en varios
clados dispersos en el arbol. Sin embargo, esto puede deberse a que el arbol no se
encuentra enraizado, ya que si la raiz estuviera entre la rama que agrupa a las clases
estructurales Il y Il por un lado y la rama que agrupa a la clase estructural | por otro, las
secuencias de la clase | de Viridiplantae se agruparian formando un solo clado . Al
parecer el mayor numero de secuencias que presentaban sustituciones en las posiciones
homalogas a valina 69, triptéfano 72 y fenilalanina 73 de elF4E de H. sapiens pertenecia
al clado de la clase estructural Il de los linajes organismicos de Fungi y Metazoa, ya que
su numero en esta ultima filogenia disminuyd con respecto a reconstruccion realizada con
el alineamiento de secuencias que presentaban sustituciones en las posiciones
anteriormente mencionadas. En la figura 15 se muestra una imagen de la topologia del
arbol sin enraizar, con sus valores de bootstrap y sin longitudes de rama, para una mejor

visualizacién de los clados. Sin embargo, las ramas colapsadas no se indicadan con
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triangulos negros y solamente se etiquetan con el nombre del linaje seguido de la clase

estructural con un tamaro de letra mayor.
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Figura 15. Filogenia sin enraizar con algunas ramas colapsadas obtenida con la region core del alineamiento
de secuencias sin sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113 y 130. Las ramas colapsadas incluyen
varias secuencias de la misma clase estructural y linaje organismico, y estan indicadas por el nombre del
linaje seguido de la clase estructural al que pertenecen con un tamano de letra mayor. La forma y color de la
hoja indican a la clase estructural y al linaje organismico al que pertenecen. Los numeros en los nodos
internos indican los valores de bootstrap. El subarbol A agrupa a las secuencias de la clase estructural Il y el
subarbol B agrupa al clado de la clase estructural lll de Metazoa y 2 secuencias de Fungi. Los recuadros en
rojos indican los diversos clados de la clase estructural | del linaje organismico de Viridiplantae
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Podemos observar que los valores de bootstrap aumentaron significativamente en
algunas ramas profundas en comparacion a la filogenia anterior. Al igual que en el arbol
de la figura 12 se observan valores de bootstraps de100 principalmente en las ramas
basales de clados formados por secuencias de la misma clase estructural y del mismo
linaje. Aunque los soportes de todas las ramas no son muy altos podrian considerarse
mejor soportados estadisticamente en comparacién con las 2 reconstrucciones anteriores
(figura 9 y 12). Al eliminar las secuencias que presentaban sustituciones, la cantidad de
linajes incluidos en la reconstruccién de la filogenia disminuyen sesgandose hacia
secuencias pertenecientes a los linajes de Metazoa, Viridiplantae y Fungi; sélo una
secuencia del linaje de Mycetozoa y una de Rodophyta se mantiene en esta ultima

filogenia, las cuales se agrupan en un clado.

5.2 Enraizamiento del Arbol Filogenético

Los métodos de reconstrucciones filogenéticas nos dan como resultado arboles no
enraizados, es decir solamente diagramas de ramificacion a partir de los cuales es dificil
establecer el orden de los eventos de cambio y las relaciones de ancestria-descendencia.
El enraizamiento de un arbol filogenético nos permite darle una polaridad o direccién e
inferir el orden de estos eventos y relaciones. Un arbol enraizado tiene un nodo
identificado como la raiz desde el cual todos los demdas nodos descienden, por ello un

arbol enraizado tiene direccion.

Mediante el programa Notung (Vernot, et al 2005) se enraizaron los arboles obtenidos de
las tres reconstrucciones (figuras 9, 12 y 14). Este programa emplea el método de arboles
reconciliados para llevar a cabo el enraizamiento y permite elegir de una serie de ramas
aquella que sera la raiz, de acuerdo a la puntuacién del programa. El arbol enraizado de
la primera reconstruccion se muestra en la figura 16 mediante una representacién de

circulo.
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Figura16. Arbol enraizado representado en forma circular de la reconstruccién filogenética empelando el
alineamiento de secuencias de la region core con sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113, 130,
mediante el método de arboles reconciliados; el color de la hoja indica el linaje organismico al que pertenece
y el color de la rama a que clase estructural pertenecen
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Observamos que al enraizar él arbol se revelan nuevas relaciones filogenéticas que no se
observaban en la reconstruccién sin enraizar, probablemente se deba a que el arbol no
tenia una direccién. Podemos distinguir claramente la formacion de dos ramas principales,
la primera que tiene el mayor nimero de secuencias, agrupa a todas las secuencias de la
clase estructural | y 5 secuencias de la clase estructural lll; dentro de esta notamos la
formacion de 3 clados bien definidos, que incluyen solo secuencias del mismo linaje
organismico, y que corresponden a los linajes de los Metazoa, los Viridiplantae y los
Fungi. En este ultimo linaje solamente una secuencia no se agrupa dentro de este clado.
Respecto a las relaciones filogenéticas notamos la formacién de un subarbol (al que
denominaremos subarbol A), que incluye al clado de los Fungi y como grupo hermano 4
secuencias pertenecientes a la clase estructural Il del linaje de los Euglenozoa que
corresponden a Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Lesihmania infantum vy
Leishmania major (las secuencias de estos dos ultimos organismos presentan en la
posicién homoéloga a la posicion 56 de elF4E de H. sapiens un residuo de fenilalanina) y
una secuencia de la clase estructural | del linaje de Mycetozoa; este subarbol A formado
por el clado de los Fungi y el clado de los Euglenozoa y Micetozoa se observa como
grupo hermano del subarbol (al que denominaremos subarbol B) que incluye el clado del
linaje organismico de Viridiplantae y una secuencia de la clase estructural Ill que
corresponde a Griffithsia japonica, algo que no se notaba en el arbol sin enraizar. Por otra
parte, el clado del linaje organismico de Metazoa se encuentra como grupo hermano del
subarbol (al que denominaremos subéarbol C) formado por el subarbol A y el subarbol B.
Otro subarbol que observamos como grupo hermano del subarbol formado por el linaje de
Metazoa y el subarbol C, es aquel que incluye las secuencias de los linajes organismicos
de Euglenozoa, Criptohyta y la secuencia de Encephalitozoon cuniculi que pertenece a
Fungi, y por ultimo observamos la formacién de otro subarbol que agrupa ofras
secuencias del linaje de Euglenozoa y una de Parabasalide. En los subarboles que
incluyen secuencias del linaje de Euglenozoa, encontramos organismos que presentan
mas de una secuencia de la clase estructural | y que se agrupan en clados distintos, como
es el caso de Leishmania infantum y Leishmania braziliensis. A las secuencias de estos
organismos se les denominé elF4Ea y elF4Eb respectivamente. En el subarbol que
incluye las secuencias de los linajes organismicos de los Euglenozoa, los Criptophyta y
una de los Fungi, se encuentran las secuencias elF4Eb de cada organismo, por otra parte
las secuencias de elF4a de Leishmania infantum y Leishmania braziliensis se agrupan en

el subarbol formado por secuencias del linaje organismico de Euglenozoa y de
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Parabasalide, posiblemente esto se deba a que las secuencias (elF4a y elF4b) presenten
una alta variacién a nivel de secuencia y por lo tanto son agrupadas en clados distintos,

en donde la similitud de secuencia dentro del clado es mayor (figura 17).

Color de la hoja Color de larama
Viridiplante € Criptophyta < Clase |
Metazoa <& Alveolata <& Clase Il m
Parabasalide * Mycetozoa

Clase lll [ ]
Fungi * Euglenozoa
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B Metazoa 4E-1
B Fungi 4E-1
Dictyostelium discoideum elF4E1
Leishmania major 56F .
—I: . - Subarbol A
Leishmania infantum 56F .
— ) Subarbol C
_|: Trypanosoma brucei elF4E3
Trypanosoma cruzi elF4E3
B Viridiplantae 4E-1
—— @ Grifiithsia japonica elF4E3

Leishmania infantum elF4E1b
Leishmania braziliensis elF4E1b

}Subérbol B

Leishmania mfriedlin elF4E1
Trypanosoma cruzi elF4E1b
Trypanosoma cruzi elF4E1a
Trypanosoma brucei elF4E1

B Encephalitozoon cuniculi elF4E1

B Guillardia theta elF4E1
Leishmania major elF4E1

[ Leishmania infantum elF4E1a }

Leishmania braziliensis elF4E1a

B Trichomonas vaginalis g3 elF4E1

Figura 17. Topologia de la rama que incluye a todas las secuencias de la clase estructural |, del arbol
enraizado presentado en la figura 16, con las ramas colapsadas. Las ramas colapadas agrupan secuencias
del mismo linaje, y son indicadas con el nobre del linaje seguido de la clase estructural. El color de la rama
indica la clase a la que pertencen. La forma y el color de la hoja indica la clase y el linaje al que pertenecen.
Los corchetes indican los subarboles, el Subarbol A incluye el clado de Fungi, una secuencia del linaje
Mycetozoa y 4 secuencias de la clase estructural lll de Euglenozoa, el Subéarbol B incluye el clado de
Viridplantae y una secuencia de la clase estructural Il del linaje organismico de Rodophyta, el Subarbol C
incluye los Subarboles A y B. En los recuadros de color rojo se indican las secuencias elF4Ea y elF4Eb de
Leishmania infantum y Leishmania braziliensis.
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La segunda rama que observamos al enraizar el arbol presentado en la figura 16 incluye
las secuencias pertenecientes a la clase estructural 1l y lll, a diferencia de la primera
rama, encontramos que la distribucion de los clados que se observaban en el arbol sin
enraizar (figura 9) aun se mantiene. Continuamos observando la formaciéon de varios
clados del mismo linaje organismico y clase estructural, como el caso del linaje de Fungi o
la formacién de clados que incluyen secuencias de diferentes clase estructural y del
mismo linaje organismico, como el que incluye secuencias de la clase estructural Il y IlI
del linaje organismico de los Alveolata; asi mismo observamos con mayor claridad la
formacion de un subarbol que incluye solamente secuencias de la clase estructural Il de
los linajes organismicos de Metazoa, Fungi, Mycetozoa y Alveolata, y la formacion del
subarbol que incluye las secuencias de la clase estrutural Il, exceptuando las del linaje
organismico de Alveolata. En este subarbol encontramos la formacion de dos clados, uno
que agrupa las secuencias de la clase estructural Il de Metazoa y como grupo hermano la
secuencia de la clase estructural Il de Y. lipolytica, y el segundo que agrupa a las
secuencias de la clase estructural Il de Viridiplantae y un clado de secuencias de la clase

estructural lll de Fungi.

Con respecto a los arboles enraizados de las dos reconstrucciones restantes, las
relaciones filogeneticas que se observan en los arboles sin enraizar, se hacen mas
visibles: en algunos casos se agrupan los diversos clados de la misma clase estructural y
linaje dentro de un solo clado, como se observa en la ultima filogenia con las secuencias
de la clase estructural | del linaje de Viridiplantae o con el linaje de Alveolata en la
segunda reconstruccion. El arbol enraizado de la reconstruccion filogenética que se
realizé con el alineamiento de secuencias de la regidon core que presentan sustituciones
en las posiciones 69, 72 y 73 se muestra en la figura 18, mientras que el arbol enraizado
del arbol obtenido de la reconstruccion filogenética hecha con el alineamiento de
secuencias de la region core sin sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113 y 130

se muestra en la figura 19.
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Figura 18. Arbol enraizado representado en forma circular de la reconstruccién filogenética empelando el
alineamiento de secuencias de la region core con sustituciones en las posiciones 69, 72, 73, mediante el

método de arboles reconciliados; el color de la hoja indica el linaje organismico al que pertenece y el color de
la rama a que clase estructural pertenecen.
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Figura 19. Arbol enraizado representado en forma circular de la reconstruccién filogenética empelando el
alineamiento de secuencias de la region core sin sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113, 130,
mediante el método de arboles reconciliados; el color de la hoja indica el linaje organismico al que pertenece
y el color de la rama a que clase estructural pertenecen.
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De acuerdo a los tres arboles enraizados de las reconstrucciones filogenéticas,
encontramos ciertos patrones que permanecen constantes en la topologia. Dentro de
éstos observamos la formacién de dos ramas principales, una que agrupa a las
secuencias de la clase estructural |, la cual es mas evidente en los dos ultimos arboles
enraizados (figuras 18 y 19), ya que sélo se presenta la inclusién de una secuencia de la
clase estructural Il de G. japonica. Asi mismo observamos que en esta rama los clados
formados por las secuencias de los linajes de los Viridiplantae y de los Fungi se
encuentran como grupos hermanos formando un subarbol, mientras que el clado de los
Metazoa lo encontramos como grupo hermano del subarbol, que incluye al clado de
Viridiplantae y Fungi. Con respecto a la segunda rama notamos que agrupa a los
miembros de la clase estructural 1l y lll, y en los tres arboles enraizados observamos la
formacién de un subarbol que agrupa a las secuencias de la clase estructural Il de
Metazoa y Fungi. Por otra parte la formacién de un subarbol que incluye a las secuencias
de la clase estructural Il se observa mas claramente en los dos ultimos arboles enraizados
(figuras 18 y 19), y este subarbol (compuesto por los clados de Metazoa y Viridiplantae)
siempre aparece como grupo hermano de un clado formado de secuencias de la clase

estructural lll del linaje de Fungi.

Con base en la formacion de las dos ramas principales que se observan en los tres
arboles enraizados, se realizé una busqueda para encontrar que posicion y residuos son
caracteristicos para cada una de las ramas, mediante el empleo del programa Mesquite
(Maddision y Maddison, 2007). Con este programa mapeamos que residuo se presentaba
en cada una de las posicién del alineamiento de secuencias de la regién denominada core
a través del arbol enraizado de la primera reconstruccion filogenética. El alineamiento
presenta una gran variabilidad en las secuencias, pero a pesar de ello identificamos
algunas posiciones que presentan sustituciones caracteristicas que podrian ser tomadas
en cuenta para diferenciar ambas ramas, estas posiciones y sustituciones se muestran en
la tabla 3.

61



Tabla 3. Sustituciones en las posiciones que pueden ser empleadas para diferenciar las ramas principales, la
numeracion es de acuerdo a la secuencia de elF4E de H. sapiens. La rama denomina “1” corresponde a la
rama que incluye a todas las secuencias de la clase estructural | y 5 secuencias de la clase estructural Ill ( 4
del linaje de Euglenozoa y una de Rodophyta), mientras que la rama denominada “2” incluye a todas las
secuencias de la clase estructural 1l y Il

Posicibnenla Rama 1 Rama 2
secuencia

56 WYC YCWLFV

116 STQPMNVIALKCHGFD RKHLTNS
162 KRT IVLRQSHM
167 TVLG NTHVFYLASI
180 GAERLKS RGMTSLVEP
198 IQSFETNMVYHDP KRQPSVIYN

De acuerdo la tabla anterior notamos que en cada una de las posiciones se presentan un
gran numero de sustituciones, como minimo tres sustituciones y como maximo 16. Asi
mismo observamos que en algunas posiciones se presentan mas sustituciones en una
rama en comparacion con la otra. En la figura 20 se muestran las sustituciones en cada
una de las ramas mediante diagramas de circulo, en los cuales observamos la frecuencia
de ciertas sus sustituciones en cada una de las ramas (indicado por el tamafio de letra).
Basandonos en esto encontramos que en algunas posiciones se observa la
predominancia de una sustitucion, mientras que en otras posiciones encontramos varias
sustituciones que son mas comunes; por otra parte también podemos observar que en
algunas posiciones las sustituciones mas comunes son por un residuo con la misma
propiedad de polaridad, por ejemplo en ambas ramas, para la posicién 56, la sustitucion
predominante es por un residuo no polar, y por lo contrario en las posiciones 116 y 167
las sustituciones son por residuos polares, mientras que en las posiciones 162 y 180 las
sustituciones difieren en la polaridad entre la rama 1 y la rama 2; en la posicion 162, las
sustituciones en la rama 1 son por residuos polares, mientras que en la rama 2 las
sustituciones mas comunes son por residuos no polares; en las posicione 180 las
sustituciones en la rama 1 son por residuos no polar, y en la rama 2 es por residuos
polares. En la posicién 198 para la rama 1 las sustituciones mas comunes incluyen

residuos con distinta polaridad, polares, como la isoleucina y no polares como la
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glutamina y serina; mientras que en la rama 2 la sustitucion predominante es por un
residuo polar.
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Figura 20. Representacion mediante circulos de las sustituciones en las posiciones, 56, 116, 162, 167, 180 y
198, la numeracién de acuerdo a la secuencias de elF4E de H. sapiens. El circulo sin color, representa la
rama 1, mientras que el circulo relleno en color gris representa la rama 2, el color de las letras indica las
propiedades que comparten los residuos, el color rojo indica que son polares, mientras que el color negro
indica que son no polares. El tamano de la letra es proporcional al nUmero de veces que se presenta ese
residuo en cierta posicién.
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En las siguientes imagenes se muestran la distribucion de las sustituciones a través del
arbol enraizado (de la reconstruccion elaborada con el alineamiento de la regidon core que

presentaba sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113 y 130) para cada una de

las posiciones mostradas en la tabla 3.
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elFAE de H. sapiens, a través de la filogenia enraizada de la primera reconstrucciéon elaborada con el
alineamiento de la region core que presentaba sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113 y 130; el
color de la hoja indica que residuo se presentan en esa posicion; mientras que el color de la rama indica a
que rama pertenece, la “rama 1” incluye a todas las secuencias de la clase estructural | y 5 secuencias de la
clase estructural Il (4 de Euglenozoa y 1 de Rodophyta) mientras que la “rama 2” incluye a las secuencias de

la clase estructural Il y III.
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Figura 22. Distribucion de las sustituciones que se presentan en la posicion 116 de acuerdo a la numeracion
de elF4E de H. sapiens, a través de la filogenia enraizada de la primera reconstruccion elaborada con el
alineamiento de la region core que presentaba sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113 y 130; el
color de la hoja indica que residuo se presentan en esa posicidon; mientras que el color de la rama indica a
que rama pertenece, la “rama 1” incluye a todas las secuencias de la clase estructural | y 5 secuencias de la
clase estructural Ill (4 de Euglenozoa y 1 de Rodophyta) mientras que la “rama 2” incluye a las secuencias de
la clase estructural Il y Ill.
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Figura 23. Distribucidn de las sustituciones que se presentan en la posicion 162 de acuerdo a la numeracion
de elF4E de H. sapiens, a través de la filogenia enraizada de la primera reconstruccion elaborada con el
alineamiento de la region core que presentaba sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113 y 130; el
color de la hoja indica que residuo se presentan en esa posicidon; mientras que el color de la rama indica a
que rama pertenece, la “rama 1” incluye a todas las secuencias de la clase estructural | y 5 secuencias de la
clase estructural Il (4 de Euglenozoa y 1 de Rodophyta) mientras que la “rama 2” incluye a las secuencias de

la clase estructural Il y III.
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Figura 24.Distribucion de las sustituciones que se presentan en la posicién 167 de acuerdo a la numeracion
de elF4E de H. sapiens, a través de la filogenia enraizada de la primera reconstruccion elaborada con el
alineamiento de la region core que presentaba sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113 y 130; el
color de la hoja indica que residuo se presentan en esa posicion, aquellas secuencias sin forma de la hoja no
presentan ningun residuo en esa posicién; mientras que el color de la rama indica a que rama pertenece, la
‘rama 1” incluye a todas las secuencias de la clase estructural | y 5 secuencias de la clase estructural Il (4 de
Euglenozoa y 1 de Rodophyta) mientras que la “rama 2” incluye a las secuencias de la clase estructural Il y lIl.
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Figura 25. Distribucion de las sustituciones que se presentan en la posicion 180 de acuerdo a la numeracion
de elF4E de H. sapiens, a través de la filogenia enraizada de la primera reconstruccion elaborada con el
alineamiento de la region core que presentaba sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113 y 130; el
color de la hoja indica que residuo se presentan en esa posicion, aquellas secuencias sin forma de la hoja no
presentan ningun residuo en esa posicion; mientras que el color de la rama indica a que rama pertenece, la
“rama 1” incluye a todas las secuencias de la clase estructural | y 5 secuencias de la clase estructural Ill (4 de
Euglenozoa y 1 de Rodophyta) mientras que la “rama 2” incluye a las secuencias de la clase estructural Il y Ill.
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Figura 26.Distribucion de las sustituciones que se presentan en la posicién 198 de acuerdo a la numeracion
de elF4E de H. sapiens, a través de la filogenia enraizada de la primera reconstruccion elaborada con el
alineamiento de la regién core que presentaba sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113 y 130; el
color de la hoja indica que residuo se presentan en esa posicion, aquellas secuencias sin forma de la hoja no
presentan ningun residuo en esa posiciéon; mientras que el color de la rama indica a que rama pertenece, la
“rama 1” incluye a todas las secuencias de la clase estructural | y 5 secuencias de la clase estructural lll (4 de
Euglenozoa y 1 de Rodophyta) mientras que la “rama 2” incluye a las secuencias de la clase estructural Il y Ill.
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Observando las figuras 21-26, podemos notar que la principal caracteristica que
permanece constante a través de las diversas posiciones es la alta variacion en
sustituciones que se presentan en una de las ramas, mientras que en la otra se observan
una menor variacion ya presenta uno o dos residuos como las sustituciones con mayor
frecuencia. Una posible explicacién es que esto se deba a que las ramas se originaron de
un evento de duplicacion, liberando a uno de los duplicados resultantes de ciertas

limitaciones estructurales o funcionales permitié sustituciones en ciertas posiciones.

Por otra parte, también observamos que la rama 2, que incluye a secuencias
pertenecientes a la clase estructural 1l y Ill, se puede subdividir en 2 ramas; la rama 23,
contiene a las secuencias pertenecientes a la clase estructural Il de Metazoa, Viridiplantae
y Alveolata, y secuencias de la clase Ill de Fungi y Alveolata. La rama 2b, solamente
presenta secuencias de la clase estructural Il de los Metazoa, los Alveolata y los Fungi.
Al igual que las ramas principales, se observa sustituciones caracteristicas en ciertas
posiciones, y que se muestran en la tabla 4, la numeracién es de acuerdo a la secuencia
de elF4E de H. sapiens

Tabla 4. Sustituciones en las posiciones que pueden ser empleadas para diferenciar las sub-ramas

secundarias de la rama 2, las posiciones son de acuerdo a la numeracion de la secuencia de elF4E de H.
sapiens.

Posicibn enla Rama 2a Rama 2b
secuencia

43 WYFL W

70 EQRD QEGA

81 RKHL QPLSDN
114 IVTLQ KTEHRVD
117 LFVC VIAFC

131 EAL NKTHL
153 VISA SGRYV
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En la tabla 4 se observa que hay diversas sustituciones que pueden presentarse en cada
una de las posiciones. En la figura 27 se muestran las sustituciones en cada una de las
sub-ramas mediante diagramas de circulo, en los cuales observamos la frecuencia de
ciertas sustituciones indicado por el tamano de letra; también podemos observar que en
ambas ramas, en la mayoria de las posiciones la sustituciones mas comunes mantienen
la misma propiedad. La excepcién a ésto son las posiciones 114 y 153, en las cuales la
sustitucion mas comun en la sub-rama 2a es por un residuo no polar, mientras que en la
rama 2b el residuo es polar. Por otra parte, en la posicion 81 notamos que en la sub-rama
2a el residuo predominante es polar, y en la sub-rama 2b las sustituciones mas comunes
son por residuos con propiedades diferentes, polar y no polar, lo cual podria indicar que

en esta sub-rama la propiedad del residuo no es importante, y por lo tanto no se conserva.
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43 I I 70 I I
81 114
“ “
117 131
“ “
153 I I

Figura 27. Representacion mediante circulos de las sustituciones en las posiciones, 43, 70, 81, 114, 117, 131
y 153, la numeracion es de acuerdo a la secuencias de elFAE de H. sapiens. El color del circulo indica la sub-
rama, el color verde representa la sub-ramaZ2a (secuencias pertenecientes a la clase estructural Il de Metazoa,
Viridiplantae y Alveolados, y secuencias de la clase Il de Fungi y Alveolados ), el color gris representa a la
sub-rama 2b (secuencias de la clase estructural Ill de Metazoa, Alveolados y Fungi); el color de las letras
indica las propiedades que comparten los residuos, el color rojo indica que son polares, mientras que el color
negro indica que son no polares. El tamafio de la letra es proporcional al numero de veces que se presenta
ese residuo en cierta posicion.




En la siguiente imagen se muestran la distribucion de las sustituciones en las posiciones

mencionadas en la tabla 4 a través de la rama 2, tomada del arbol enraizado de la primera

reconstruccion filogenética, construido con el alineamiento de secuencias de la region

core que presenta sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113y 130
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Figura 28. Distribucion de las sustituciones a través de la rama 2 tomada del arbol enraizado de la primera
reconstruccion filogenética, que se construyd con el alineamiento de secuencias de la region core que
presentaba sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113 y 130; el color de la rama indica a que rama
secundaria pertenece Rama 2a (secuencias pertenecientes a la clase estructural Il de Metazoa, Viridiplantae y
Alveolados, y secuencias de la clase Ill de Fungi y Alveolados ), Rama 2b (secuencias de la clase estructural
Il de Metazoa, Alveolados y Fungi) , el color de la hoja indica los residuos que se presentan en la posicion,
aquellas ramas que no presentan hojas, es porque no presenta ningun residuo en esa posicién del
alineamiento. Las posiciones se indican en A) posicién 43, B) posicién 70, C) posicion 81, D) posicion 114, E)
posicion 117, F) posicién 131y G) posicién 153, el numero de las posiciones es de acuerdo a la numeracion
de elF4E de H. sapiens.

Al igual que en las ramas principales (Rama1 y Ramaz2), en las ramas secundarias (Rama
2a y Rama 2b) observamos una alta variacién de sustituciones, mientras que en la otra
rama la variacién es menor y predominan una o dos sustituciones. Posiblemente esta

caracteristica sea resultado de un evento de duplicacion.

En las figuras 29 y 30 se muestran las posiciones para la diferenciacion de las ramas

principales y para las ramas secundarias, en un diagrama de listones 3D para elF4E de H.

sapiens.
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A)

B)

Figura 29. Distribucion de las posiciones presentadas en la tabla 3 en un diagrama de listones 3D de elF4E de
H. sapiens. En amarillo se muestran las posiciones 56, 116, 162, 167, 180, 198, empleadas para diferenciar
las ramas principales. A) Vista frontal de la parte cdncava de elF4E, B) Vista lateral de elF4E.
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Figura 30. Distribucién de las posiciones presentadas en la tabla 4 a través de un diagrama de listones 3D de
elF4E de H. sapiens. En azul se muestran las posiciones 43, 70, 81, 114, 17, 131, 153, empleadas para
diferenciar las ramas secundarias. A) Vista frontal de la parte concava de elF4E, B) Vista lateral de elF4E y C)
Vista frontal de la parte convexa de elF4E.

De acuerdo a las figuras 29 y 30 notamos que la distribucion de las posiciones que se
muestran en la tabla 3, ocurren mayoritariamente en la parte concava de la proteina,
mientras que las posiciones de la tabla 4 se ubican tanto en la parte concava como en la
convexa de elF4E. No sabemos si aquellos residuos ubicados en la parte concava de la

proteina tengan alguna interacciéon con el cap, pero por su ubicacion cabe la posibilidad
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que esta interaccion pueda llevarse a cabo. Con respecto a las posiciones ubicadas en la
parte convexa, la posicién 70 es la unica de ellas que participa en la interaccién con 4G y
las 4EBP’s.

5.3 Deteccidn de Sitios bajo Seleccion Natural.

La deteccion de seleccion natural, se realizé con el programa GA-Branch (Kosakovsky-
Pond et al 2005) el cual detecta seleccion a nivel de ramas utilizando el arbol enraizado
de la primera reconstruccion filogenética (figura 9), ya que incluye un mayor numero de
secuencias y de diversos linajes. El modelo con el cual se detecté la presencia de
seleccion utilizé 5 clases de tasas dN/dS (tasas de sustitucion no sindnimas/ tasas de
sustitucion sinébnimas) indicando que las ramas pueden ser clasificadas dentro de estas 5

clases de acuerdo a la dN/dS que presenten.

De las 5 clases de dN/dS que el modelo empled, la que nos interesa es la clase que
presenta una tasa de dN/dS de 8.1451, ya que indica que las ramas agrupadas dentro de
esta clase presentan seleccién natural positiva. Con respecto a las 4 clases restantes de
dN/dS que utilizé el modelo, claramente nos indican que estas ramas estan bajo seleccion
natural negativa. Sin embargo, la presion que ejerce la seleccion sobre cada una de las
clases puede variar, como se observa en la clase que presenta una dN/dS de 0.7541 que
es ligeramente menor a 1. Por lo tanto, las ramas agrupadas dentro de esta clase
presentan sustituciones no sinénimas, sin embargo son menores en comparacion con las
sustituciones sindnimas; por otra parte observamos que en las demas clases su dN/dS
(0.0953, 0.0223 y 0.0014) es muy cercana a 0 por lo tanto la seleccién negativa esta
actuando con una mayor presion, ya que las sustituciones no sinébnimas son mucho
menos frecuentes y predominan mas las sustituciones sinénimas. En la figura 31 se
muestra la distribucion de las ramas que se agrupan dentro de las 5 clases de dN/dS a
través del arbol enraizado representado en forma circular de la primera reconstruccion

filogenética.
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Figura 31. Distribucién de las ramas agrupadas dentro de las 5 clases de dN/dS en la primera reconstruccion
filogenética enraizada representada en forma circular. El color de la rama indica a que clase pertenecen, las
ramas internas solo son coloreadas cuando pertenecen a la clase que presenta una dN/dS de 8.1451 ya que

estan bajo seleccion natural positiva.

En la figura anterior podemos observar como las ramas pertenecientes a las 5 clases de
dN/dS se distribuyen a través de todo el arbol, incluyendo miembros de las 3 clases
estructurales. Sin embargo, existe un mayor nimero de ramas de la clase dN/dS con valor

de 8.1451 en miembros de la clase estructural I. Algunos ejemplos de ello se muestran en

la figura 32.

80



A) Clases de dN/dS

Arabidopsis thaliana elF4E 1d 1) 07541 W
ﬂ) 2) 00953 M
Arabidopsis thaliana elF4E1c 3) 00223 M
4) 00014 H
B) 5) 8.1451
@ Anopheles gambiae elF4E1b
Anopheles gambiae elF4E1a
C)
Arabidopsis thaliana elF4E1g
44) Arabidopsis thaliana elF4E1f
Arabidopsis thaliana elF4E1e
D)
4@ Danio rerio elF4E1d
Danio rerio elF4E1c
E) @ Magnaporthe grisea elF4E1b
Magnaporthe grisea elF4E1a

Figura 32. Se muestran diversos subarboles tomados de la primera filogenia enraizada, el color de la rama
indica a qué clase de dN/dS pertenece. En A, B, C D y E después de un evento de duplicacién sélo hay una
rama con seleccién positiva interna o terminal. El circulo rojo indica un evento de duplicacién del cual uno de
los duplicados resultantes presenta seleccion natural positiva

En la figura anterior (32) se muestran diversos subarboles, en los cuales comparten la
caracteristica de pertenecer a la clase estructural | y presentar un evento de duplicacion, y
posterior a este evento en uno de los duplicados resultantes se observa evidencia de
eventos de seleccion natural positiva detectada mediante pruebas de rama. Por ello estas
ramas se agrupan en la clase que presenta una dN/dS de 8.1451, que es lo que se
espera después de un evento de duplicacién. Uno de los duplicados resultantes se libera
de las restricciones funcionales permitiendo que el aminoacido cambie en algunas
posiciones importantes para la funcion, con lo cual la tasa de sustituciéon no sinénima sea
mayor que la tasa de sustitucion sinonima. Observamos en los subarbol de la figura 32,
que después del evento de duplicacion uno de los duplicados resultantes presenta un

valor de dN/dS > 1, mientras que el otro una dN/dS < 1.
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Un caso distinto al anterior podria observarse en la figura 33 en donde se muestra tres
subarboles en los cuales secuencias de la misma clase estructural y que pertenecen al
mismo organismo que se originaron de varios eventos de duplicaciéon, solo una rama
terminal presenta seleccion natural positiva, con lo cual podemos inferir que los

duplicados que presentan seleccién negativa son aun importantes funcionalmente.

Clases de dN/dS

A Drosophila melanogaster elF4E1e 1) 07541
2) 0.0953

b Drosophila melanogaster elF4E1c 3) 0.0223
4) 0.0014

Drosophila melanogaster elF4E1h 5) 8.1451

~E.:| Drosophila melanogaster elF4E1d

Drosophila melanogaster elF4E1a

Mus musculus elF4E2e

B)
Mus musculus elF4E2a
Mus musculus elF4E2b
Mus musculus elF4E2¢c
Mus musculus elF4E2d
C)

Arabidopsis thaliana elF4E1g

Arabidopsis thaliana elF4E1f
Arabidopsis thaliana elF4E1e

Figura 33. Se muestran dos subarboles tomados de la primera filogenia enraizada, el color de la rama indica a
qué clase de dN/dS pertenece. En A) subarbol que agrupa las secuencias de elF4E de la clase estructural |
de Drosophila melanogaste; en B) subarbol que agrupa las secuencias de de la clase estructural Il de Mus
musculus y en C) subarbol que agrupa secuencias de la clase estructural | de Arabidopsis thaliana. El
recuadro rojo indica un evento de duplicacién del cual uno de los duplicados resultantes presenta seleccion
natural positiva.

Por otra parte puede haber casos contrarios al presentado en la figura 33. Secuencias

que se originaron de varios eventos de duplicacion que pertenecen al mismo organismo y
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a la misma clase estructural presentan seleccion natural positiva, es lo que se espera. Sin
embargo, lo sobresaliente de estos casos es que la mayoria pertenecen a miembros del
linaje organismico de Viridiplantae y especialmente en aquellos que son atacados por
virus (potyvirus). Estudios han demostrado que la resistencia contra estos virus se debe a
la sustitucién de unos cuantos aminoacidos en elF4E. Estas sustituciones se localizan en
dos regiones cercanas al sitio de unién a cap en la superficie de la proteina (Robaglia y
Caranta, 2006). En la figura 34 se muestran los subarboles que agrupan las secuencias

de la clase estructural | de P. sativum 'y C. annuum.

A) . . Clases de dN/dS
— Pisum sativum elF4E1g ) 07541 M
[4] L Pisum sativum elF4E1f 2) 00953 W
Pisum sativum elF4E1e 3) 00223 W
4) 0.0014 H
Pisum sativum elF4E1d 5) 8.1451
Pisum sativum elF4E1a
— Pisum sativum elF4E1c
Pisum sativum elF4E1b
B
) [ﬂ_ Capsicum annuum elF4E1I
Capsicum chinense elF4E1b
[D_ Capsicum annuum elF4E1j
Eb Capsicum annuum elF4E1i
Capsicum annuum elF4E1h
_E] Capsicum annuum elF4E1g
Capsicum annuum elF4E1b
E] :| Capsicum annuum elF4E1c

Capsicum annuum elF4E1d
:| [D Capsicum annuum elF4E1k
Capsicum annuum elF4E1a

Capsicum annuum elF4E1e

1]
 I—

Capsicum annuum elF4E1f

Capsicum chinense elF4E1a

Figura 34. Se muestran dos subarboles tomados de la primera filogenia enraizada, el color de la rama indica a
qué clase de dN/dS pertenece. En A) subarbol que agrupa las secuencias de elF4E de la clase estructural |
de Pisum sativum; en B) subéarbol que agrupa las secuencias de de la clase estructural | de Capsicum
annuum. El recuadro rojo indica un evento de duplicacién del cual uno de los duplicados resultantes presenta
seleccion natural positiva.
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Los subarboles de las figuras 32, 33 y 34 presentan ramas bajo seleccién positiva, e
involucran subarboles de distintos linajes organismicos y distintas clases estructurales; sin
embargo, la mayoria de estos que presentan ramas con evidencia de seleccion natural
positiva pertenecen a la clase estructural | con excepcion de un solo un subarbol de la
clase estructural Il (figura 33 panel B). También notamos que algunas especies presentan
multiples secuencias paralogas derivadas de rondas de duplicacion. La evidencia de
presion de seleccién positiva en estas ramas podria indicarnos que todas las secuencias

estan aun en el proceso de evolucidon o en proceso de adquisicion de nuevas funciones.

5.4 Deteccion de Seleccion Natural en elF(iso)4E de Viridiplantae.

La deteccién de seleccion natural en elF(iso)4E de Viridiplantae se realizé mediante el
método FEL (Kosakovsky-Pond et al 2005b) habilitado para la deteccién seleccion natural
sitio-rama; los modelos sitio-rama pueden detectar seleccién positiva que soélo afecte
algunos sitios sobre ramas especificas. Como rama foreground se tomé la rama de la cual
se origina el subarbol de elF(iso)4E de Viridiplantae, la hipétesis biolégica para la eleccion
de esta rama como la rama foreground es que se originé de un evento de duplicacion y la
deteccion de sitios bajo seleccion positiva en esta rama pueda explicar el mantenimiento
de este duplicado en el genoma. Como rama background se tomo el resto del arbol. En la
figura 35 se muestra la rama foreground, y en la figura 36 se muestra las longitudes de

rama del clado de elF4E de Viridiplantae.
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Color de la Rama
Foreground |:|

Background

Metazoo 4E-1 Clado de elF(iso)4E
Fungi 4E-1

Dictyostelium discoideum elF4E1

Lactuca sativa elF4E1b
Arabidopsis thaliana elF4E1g
Arabidopsis thaliana elF4E 1f
Arabidopsis thaliana elF4E1e
Solanum lycopersicum elF4E1g

Vitis vinifera elF4E1c

y

elF(iso)4E de Viridiplantae

Capsicum annuum elF4E1m
Nicotiana tabacum elF4E1b

[ | Zea mays elF4E1b

Oryza sativa subsp japonica elF4E1d
Triticum aestivum elF4E1b

N

Pisum sativum elF4E1h
Viridiplantae 4E-1
Criffithsia japonica elF4E3

N

Encephalitozoon cuniculi elF4E1
Guillardia theta elF4E1

Trichomonas vaginalis g3 elF4E1
Cryptococcus neoformans elF4E3b
Cryptococcus neoformans elF4E3a

Ustilago maydis elF4E1a

Dictyostelium discoideum elF4E3a
Pichia guilliermondii elF4E3
Candida albicans 56L

Alveolata 4E-3

Alveolata 4E-2

Trichomonas vaginalis g3 elF4E3a

Trichomonas vaginalis g3 elF4E3b
Viridiplantae 4E-2

Fungi 4E-3

Metazoo 4E-2

Yarrowia lipolytica elF4E3
Metazoo 4E-3

Fungi 4E-3

Dictyostelium discoideum elF4E3b
Alveolata 4E-3

Dictyostelium discoideum elF4E3c

Amﬂ\m

Figura 35. Arbol enraizado de la reconstruccién filogenética, mostrada en la figura 31; el corchete indica el
subarbol de elF(iso)4E de Viridiplantae, las ramas en color azul indican el clado de elF(iso)4E de Viridiplantae;
la rama tomado como rama foreground es la que origina al subarbol de las elF(iso)4E de Viridiplantae y se
indica con el recuadro rojo y las ramas background se muestran en color negro. Los valores de bootstrap no
son mostrados.
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Vitis vinifera-elF4E1c
Lactuca sativa-elF4E1b

Arabidopsis thaliana-elF4E1g
—lArabidopsis thaliana-elF4E1f
Arabidopsis thaliana-elF4E1e

Solanum lycopersicum-elF4E1g
Capsicum annuum-elF4E1m

COIOr de Ia rama Nicotiana tabacum-elF4E1b
Zea mays-elF4E1b
. Oryza sativa subsp. japonica-elF4E1d
elF(sosE M

Triticum aestivum-elF4E1b
'————— Pisum sativum-elF4E1h

el F4E Vitis vinifera-elF4E1b
Vitis vinifera-elF4E1a
Arabidopsis thaliana-elF4E1a
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0.1
Figura 36. Subarbol de la filogenia enraizada, mostrada en la figura 31, que incluye el clado de elF4E de
Viridiplantae con longitudes de ramas, el color de la rama indica a que variante pertenece, en color verde
oscuro elF(iso)4E y en color verde claro elF4E. Los valores de bootstrap no son mostrados.
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En la figura 36 se muestra el subarbol tomado de la filogenia enraizada, que incluye
solamente al clado de elF4E de Viridiplantae, con longitudes de rama, que corresponden
al numero de cambios entre secuencias. Podemos observar que la longitud de la rama
que da origen al clado de la variedad de elF(iso)4E (en color verde oscuro), es mas corta
comparada con la rama que origina a el clado de las secuencias de elF4E (en verde
claro), indicando que las secuencias de este ultimo clado han sufrido un mayor nimero de

cambios después del evento de duplicacién del cual se originaron.

Son muy pocas las posiciones que presentan evidencia de seleccién natural positiva, la
mayoria presenta régimen selectivo neutral. Dentro de los que estan bajo seleccion
positiva su valor de w es mayor a 1 sin embargo no es un valor muy grande, la posicién
(en el alineamiento) 257 presentan un valor de w de 1.33815, la posicién 725 presenta un
valor de 1.5422 y la posicién 788 de 1.3818, lo cual nos esta indicando que en estas tres
posiciones las sustituciones no sinébnimas son mas frecuentes en comparaciéon con las
sustituciones sindnimas, teniendo como resultado cambios de los aminoacidos para esas
posiciones. En las secuencias de elF(iso)4E estas posiciones presentan un residuo
distinto al que se observa en las posiciones homoélogas de eFI4E de Viridiplantae. En la
tabla 5 se muestra las posiciones del alineamiento, en las cuales se detecto evidencias de
seleccion natural positiva; mientras que en la tabla 6 se muestran que residuo de
aminodacido se presenta en elF4E y elF(iso)4E en esas posiciones.

Tabla 5. Posiciones que presenta evidencia de seleccidn positiva, indicando la posiciones en el alineamiento y

en la secuencia de elF(iso)4E de A. thaliana y de elF4E de T. aestivum, asi como el valor de dN/dS en cada
posicion.

Posicion en el Posicion en la Posicion en la Valor de dN/dS
alineamiento secuencia de secuencia de
elF(iso)4E de A. elF4E de T.
thaliana aestivum
257 57 57 1.33815
725 136 149 1.5422
788 149 160 1.3818
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Tabla 6. Residuos de aminoacidos que se presentan en elF4E y elF(iso)4E en las posiciones detectadas a

estar bajo presion de seleccion positiva.

Posicion en
el

alineamiento

257

725

788

Residuo de

aminoacido

presente en
elF4E

Serina

Glutamico

Lisina

Residuo de
aminoacido

presente en
elF(iso)4e

Aspartico o
Glutamico
Aspartico o
Glutamico
Serina,
Arginina,
Triptofano o

Lisina

En la figura 37 se muestra la distribucion de las posiciones mostradas en la tabla 5 en el

diagrama de listones de elF4E de trigo; podemos observar que las tres posiciones se

ubican en las asas de la parte concava de la estructura. Dos posiciones se ubican en asas

que estan distantes de la region que interactua con la estructura cap, por lo tanto no

estamos seguros si participan directamente en la unién.
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Figura 37. Distribucién de los sitios detectados a estar bajo seleccidn natural positiva (mostrados en la tabla 5)
a través del diagrama de listones 3D de elF4E de trigo. En color azul se muestran los residuos de Triptéfano
equivalentes a Trp 56 y 102 de elF4E de H. sapiens y en color rosa los sitios 57, 149 y 160 de T. aestivum
equivalentes a las posiciones 57, 136 y 149 de A. thaliana, bajo Seleccion Natural Positiva. En A) Vista frontal
de la parte cdncava, en B) Vista lateral de elF4E de trigo.

5.5 Deteccion de Seleccion Natural en nCBP de Viridiplantae.

La deteccion de sitios bajo seleccion natural positiva se realizd con el método FEL
habilitado para la deteccién sitio-rama en la isoforma nCBP, la rama que se tomé como
foreground corresponde a la rama que da origen al subarbol que incluye las 5 secuencias
de las nCBP de los Viridiplantae. La eleccién de esta rama para realizar la deteccion de
evidencia de seleccién natural se debid a que esta isoforma posiblemente lleve a cabo
una funcion diferente a la de elF4E, y la deteccion de sitios bajo seleccidén natural positiva
nos permitiria inferir que esos sitios posiblemente estan relacionados con la nueva
funcion. Como rama background se tomo el resto del arbol, como se muestra en la figura
38.
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Color de la Rama Metazoo 4E-1
|:| Fungi 4E-1

Foreground . o
Dictyostelium discoideum elF4E1

Background .

Clado de nCBP de | Viridiplantae 4E-1
Viridiplantae Griffithsia japonica elF4E3

_|: Encephalitozoon cuniculi elF4E1

Guillardia theta elF4E1

.

L Trichomonas vaginalis g3 elF4E1

Cryptococcus neoformans elF4E3b
_|_£ Cryptococcus neoformans elF4E3a
— Ustilago maydis elF4E1a

Dictyostelium discoideum elF4E3a

— Pichia guiliermondii elF4E3

L Candida albicans 56L

— Alveolata 4E-3

L— Alveolata 4E-2

— Trichomonas vaginalis g3 elF4E3a
L Trichomonas vaginalis g3 elF4E3b
Oryza sativa subsp japonica elF4E2

Oryza sativa subsp indica elF4E2

Triticum aestivum elF4E2 nCBP de Viridiplantae
Vitis vinifera elF4E2

Arabidopsis thaliana elF4E2

Fungi4E-3

Metazoo 4E-2

Yarrowia lipolytica elF4E3

Metazoo 4E-3

Fungi 4E-3

Dictyostelium discoideum elF4E3b

Alveolata 4E-3

Dictyostelium discoideum elF4E3c

o [

Figura 38. Arbol enraizado de la primera reconstruccion filogenética (figura 31). El corchete indica el clado de
nCBP de Viridiplantae, mostrando en color rojo las ramas de las 5 secuencias que componen este clado; el
recuadro azul indica la rama que da origen al clado y que fue tomado como rama foreground, las ramas
background se muestran en color negro. Los valores de bootstrap no son mostrados.

La prueba de deteccion de sitios bajo seleccion natural positiva no identifico sitios bajo
presion de seleccién positiva; posiblemente se deba a que el nUmero de secuencias de la
rama foreground era muy reducido.
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6. Discusion

6.1 Reconstruccion filogenética de la familia de factores de inicio de la traduccién
elF4E

Al comparar los arboles que se obtuvieron de las distintas reconstrucciones con el arbol
que reportd Joshi et al. (2005), a primera vista podemos notar diferencias en la topologia.
Sin embargo, encontramos la formacién de 7 clados que podrian corresponder a 7 de los
8 subgrupos descritos por Joshi et al. (2005) y que se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Comparacion de los subgrupos obtenidos por Joshi et al. (2005) y en las reconstrucciones hechas en
este trabajo

Subgrupo (Joshi et al., 2005) Clados en las Reconstrucciones
Filogenéticas

1) elF4E-1 de Metazoa, IFE-1, IFE-2, IFE-3 e Metazoa 4E-1

IFE-5 de Nematodos

2) elF4E y elF(iso)4E de plantas Viridiplantae 4E-1
3) elF4E-1 de Hongos Fungi 4E-1

4) elF4E-2 de Metazoa Metazoa 4E-2

5) nCBP de plantas Viridiplantae 4E-2
6) elF4E-2 de Hongos Fungi 4E-3

7) elF4E-3 de Metazoa Metazoa 4E-3

El subgrupo 8 en nuestras reconstrucciones filogenéticas podria estar formado por
distintos clados agrupando secuencias de distintas clases estructurales, que a diferencia
del arbol de Joshi (en el cual todas las secuencias de Protistas se encuentran agrupadas
en un solo clado, sin importar a que clase estructural pertenezcan) corresponderia a los
linajes organismicos Alveolata, Parabasalide, Euglenozoa, Criptophyta y Mycetozoa. Por
otra parte no se observa el subgrupo 6 que corresponderia a las secuencias de Fungi
pertenecientes a la clase estructural Il. Sin embargo, dentro de los diversos clados que
observamos de Fungi, que de acuerdo a la clasificacién estructural (Joshi et al., 2005)

pertenecen a la clase estructural 11l uno de ellos podrian ocupar el lugar de este subgrupo,
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ya que notamos en la primera reconstruccion la misma relacion filogenética que se
observa en el arbol de Joshi et al. (2005); en la figura 39 se muestra el arbol obtenido por
Joshi y sus 8 subgrupos, mientras que en la figura 40 se muestra el arbol de nuestra
primera reconstruccién y los clados que podrian equivaler a 7 de los 8 subgrupos
mencionados por Joshi.
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Figura 39. Topologia del arbol obtenido con NJ, visualizado en forma radial, derivado desde un alineamiento
de secuencias de nucleétidos de la region “core”. La forma de la hoja indica su clasificacion taxonémica,
Metazoo (diamantes), Fungi (cuadros), Viridiplantae (triangulos) y Protistas (circulos). El color de la hoja
indican a que clase pertenece de los subgrupos; 4E-1, IFE-1, IFE-2, IFE-3 e IFE-5 (rojo), 4E-1 de Fungi (oro),
4E-1 e iso4E de Viridiplantae (verde), 4E-2 de metazoa (turquesa), nCBP de plantas (azul), 4E-2 de hongos
(purpura), 4E-3 de metazoo (rosa) y 4E de protistas (blanco); los niumeros en los nodos internos indican los
valores de bootstrap (Joshi et al., 2005).
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Figura 40. Arbol filogenético sin enraizar, de la regién “core” del alineamiento de Pfam con algunas ramas
colapsadas. Las ramas colapsadas incluyen varias secuencias de la misma clase estructural y linaje
organismico, y estan indicadas por el nombre del linaje organismico seguido de la clase estructural en un
tamafio de letra mayor, y el color correspondiente al color de la hoja. Los recuadros sombreados indican las 7
clados que corresponderian a los 7 subgrupos que observo Joshi et al. (2005) en su arbol, el recuadro
sombreado en rojo equivale al subgrupo 1, el recuadro sombreado en verde al subgrupo 2, el recuadro
sombreado en amarillo al subgrupo 3, el recuadro sombreado en negro al subgrupo 4, el recuadro sombreado
en azul al subgrupo 5, el recuadro sombreado en morado al subgrupo 6 y el recuadro sombreado en rosa al
subgrupo 7. Los numeros en los nodos internos indican los valores de bootstrap.
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Las posibles discordancias entre la topologia de los arboles presentados aqui y la
obtuvieron Joshi y colaboradores (2005), podria deberse a distintos factores: uno de ellos
seria el tipo de datos empleados en ambas reconstrucciones, en la reconstrucciéon hecha
por Joshi y colaboradores (2005) se emplearon como datos secuencia de nucledtidos,
mientras que en las reconstrucciones filogenéticas obtenidas en este trabajo, se
emplearon secuencias de aminoacidos. Qué tipo de dato se debe de emplear para
generar una filogenia o cual es el mejor, es aun un tema de debate. Los caracteres que
evolucionan lentamente han sido favorecidos sobre caracteres que evolucionan
rapidamente para inferir relaciones filogenéticas profundas, por ello, han sido usados con
mayor predileccion el caracter aminoacido en lugar del caracter nucleétido cuando se
busca resolver filogenias profundas como seria el caso aqui (Simons et al., 2002a); sin
embargo, los caracteres que evolucionan lentamente no han demostrado
convincentemente su superioridad sobre los caracteres que evolucionan rapidamente
(Simons et al., 2002b). El principal argumento del uso de aminoacidos en las
reconstrucciones filogenias es que hay mas estados de caracter para aminoacidos (20
estados de caracter para aminoacidos, basados en el cédigo genético universal) que para
nucledtidos (4 estados de caracter para nucleétidos) (Harrison y Langdale, 2006), esto
incrementa el espacio de estado de caracter lo que hace que la convergencia sea menos
probable (Simons et al., 2002b). El argumento en contra del uso de nucledtidos es que
con solo 4 posibles estados de caracter en una posicién la presencia de ellos en los
nodos terminales puede darse por azar (Harrison y Langdale, 2006).Sin embargo
incrementando el numero de caracteres de nucledtidos (aumentando la longitud de la

secuencia) puede permitir una mejor resolucion del arbol (Simons et al., 2002b).

Otro factor que hay que tener en cuenta es la cantidad de secuencias empleadas en cada
reconstruccion y en la forma que se obtuvieron; en el trabajo de Joshi et al. (2005) las
secuencias empleadas se adquirieron desde el GenBank NR y dbEST usando secuencias
de nucledtidos codificantes y de aminoacidos de elF4E-1, elF4E-2 y elF4E-3 de M.
musculus, elF4E y elF(iso)4E de T. aestevium, nCBP de A. thaliana, IFE-1,2,3,4y 5 de C.
elegans y elF4E S. cerevisiae como sonda para la busqueda con BLAST de secuencias
homodlogas (Joshi et al., 2005). El numero de secuencias empleadas para hacer la
filogenia no se especifica, solamente se menciona que son mas de 100. Las secuencias

aqui empleadas para las reconstrucciones se tomaron de la base de datos de Pfam, en la
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cual las familias se construyen con base en alineamientos multiples de secuencias y
modelos ocultos de Markov (HMMs). Pfam esta compuesta de 2 bases de datos: Pfam-A,
en donde las familias estan curadas manualmente y Pfam-B en la cual las familias se
generan automaticamente. Aunque de menor calidad, las familias de Pfam-B pueden ser
empleadas en ciertos analisis. La familia de elF4E se tom¢é de la base Pfam-B lo cual
puede generar cierto margen de error en la reconstruccion. El numero de secuencias
empleadas para la primera reconstruccion fue de 263, la inclusion de mas secuencias de
diversos linajes organismicos puede influir en obtener una topologia distinta a la reportada
por Joshi et al. (2005), asi como una mejor resolucidon de las relaciones filogenéticas de
ciertos clados o la presencia de algunos no encontrados, como el caso de los clados de la

clase estructural lll de Fungi.

Por otra parte, un factor que influye en gran medida sobre la topologia del arbol es con
que meétodo fue construido: el arbol de Joshi et al. (2005), se construyé mediante el
empleo del método de Neighbour-doining. La principal ventaja de este método es que el
tiempo requerido para la reconstruccidon es menor en comparacion con otros métodos,
como maxima verosimilitud y métodos Bayesianos. Sin embargo, tiene las desventajas
de que solo construye un arbol, lo cual no permite examinar las diferentes topologias
posibles, y el resultado puede verse afectado por el orden en el que se adicionan las
secuencias al arbol inicial (Harrison y Langdale, 2006). Al ser un método basado en
distancia evolutiva, la presencia de sustituciones multiples en un mismo sitio puede no
reflejar la distancia verdadera entre secuencias, y hace que artificialmente parezcan
cercanas. Mientras el método que empleamos en las reconstrucciones de este trabajo, se
obtuvieron con un meétodo que es considerado mas robusto, la maxima verosimilitud cuya
principal desventaja es el tiempo computacional que requiere; sin embargo, analiza un
mayor numero de topologias y escoge solamente una, de acuerdo al criterio de
optimizacion. Este método es mas robusto ya que es menos sensible a modelos
incorrectos y a la atraccion de ramas largas (Huelsenbeck y Rannala, 1997). Ademas, la
inclusién de un modelo de sustitucion permite caracterizar mejor el proceso de evolucion,

el arbol obtenido es mas confiable.
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6.2 Enraizamiento del Arbol Filogenético.

El enraizamiento de los arboles filogenéticos nos permitid observar mas claramente las
relaciones filogenéticas, algunas de las cuales coinciden con las mostradas en el arbol de
Joshi y colaboradores (2005), lo cual nos indica que si hubieran enraizado su arbol
posiblemente obtuviera un arbol enraizado parecido a los nuestros. Sin embargo, una de
las principales caracteristicas de nuestras filogenias es la presencia de diversos clados,
que de acuerdo a la clasificacion estructural pertenecen a la clase lll del linaje
organismico de los Fungi y la ausencia de la de la clase Il en este mismo grupo, lo cual
difiere con la filogenia de Joshi et al. (2005). Las secuencias de los clados de la clase
estructural Il del linaje organismico de los Fungi pertenecen en su mayoria al subphyllum
Pezizomicotina, en él se agrupan especies parasitas de plantas y de animales. La
relacion filogenética de estos clados de la clase estructural lll de Fungi con los clados de
la clase estructura Il de Viridiplantae y Metazoa o con el clado de la clase estructural |l de
Metazoa posiblemente reflejen la relaciéon parasito-hospedero; por otra parte las dos
secuencias de la clase estructural || de Fungi que Joshi y colaboradores (2005) presentan
en su arbol también pertenecen a este mismo subphyllum, lo que nos permite especular
que posiblemente estas dos secuencias se clasificaron de acuerdo a su filogenia y no al

criterio estructural que ellos emplearon con las demas secuencias.

Homo_sapiens-elF4E 1al-164 PLQNR LWF - - - - NDKSK QANLHLIEKFD'I';V DF'I-'-@ALYN

F
Homo_sapiens-elF4E 1b/1-164 PLGNR LWF - - - - FIENDKSK QANLRLIEKFD'I';V DF'I-'I.EAL‘FN
Chaetomium_globosum-elF §E30/1-162 FLRENHN FWFRFF | SEANGF | EKTLHPIAT"u"DE:I QF F;GV‘FR
Neuwmspora_crassa-elF JE3b/1-162 QLRNS FWYRFF | SEANGF | EKTLHF IATL’:ET;A QF Fg.ﬁ.V‘FQ
Magnaporthe_grisea-elFJEI1-162 FLRETP FWFRFF | SEANGY | EKTLHAMAEWG T'"u" DF F;AVYA
Botryolinia_fuckeliana-elF4E3D/1-161 QF RHG FWYRFF | SESNGF WY EKTLHPMAAFNE.A ELF;D"u"F o]
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Aspergillus_fumigatus-elF4E371-159 ALKST IWYRFFTFE- - -5 EKSTIPLASI SE:"u" SF'I.I'-&S 15T
Aspergillus_oryzae-elF 4E3/1-159 PLKST IWYRFFTFE- - -5 EKETUPLASISE:V SF'I-'I&SI‘FS
Aspergillus_nigerelF4E3/1-159 FPLESTWI IWYRFPTFE- - -¥5 EKETAPLASISE:V SF'I-'I.ESI‘FS
Emericella_nidulans-elFFE30/1-159 WLRSTW I ITWYRFPTFE- - - Y5 EKSTAFPLASI HE:"u" SF'I-'I.@SV‘FS
HAellomyces_capsulata-elF4EDM-159 PIRSTM I VWYRPFPTPI- - -HS EKSTIALASI 55:"u" SF'I-'I.EAV‘FS
Coccidioides_immitis-eFJE31-159 PLKST VWYRFFTFE- - -¥5S EKET I ALAS I SE;"u" SF'I-'I.E:AV‘FS

Figura 41. Segmento del alineamiento de la region core de 2 secuencias de H. sapiens de la clase estructural |
y 14 secuencias de linaje organismico de los Fungi de la clase estructural lll. En el recuadro rojo estan
indicadas las posiciones homologas a la posicidon 43; en los recuadros negros se indican las posiciones
homologas a la posicion 56 y en el recuadro punteado en color rosa se indican las posiciones homologas a la
region consenso que interactia con 4G y 4EBP (Val69XXPhe72Trp73). La numeracion es de acuerdo a elF4E
de H. sapiens.
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En la ultima filogenia enraizada se observa una distribucion caracteristica de los dos
clados de la clase estructural Ill de Fungi; el clado que incluye mas secuencias es grupo
hermano de la clase estructural Il; por otra parte el clado formado por 2 secuencias es
grupo hermano de la clase estructural lll. Una sola secuencia aparece en el clado que

corresponde a la clase estructural Il (figura 42).

Color de la hoja
Color de larama

Viridiplante €

Clase |
Metazoa ‘
Clase Il
Mycetozoa
Cl 1]
Fungi . ase .
ROdOphyta ’ ......................................................................................................................................................
o M Yarrowia lipolytica-elF4E3
100 T
Viridiplantae 4E-2
: 66
19 y Metazoa 4E-2
8 — Fungi4E3 ..
Metazoa 4E-3
S —rrl Fungi 4E-3
Fungi 4E-1
49 98 \ .y
Viridiplantae 4E-1
21 Dictyostelium discoideum-elF4E1
38 M Griffithsia japonica-elF4E3

Metazoa 4E-1
69

Figura 42. Filogenia enraizada con las ramas colapsadas para una mejor visualizacion, construida con el
alineamiento de secuencias sin sustituciones en las posiciones 46, 69, 72, 73, 113, 130. El color de la rama
indica a que clase estructural pertenecen. Las ramas colapsadas estan indicadas con el nombre del linaje
organismico seguido de la clase estructural, clase | (4E-1), clase Il (4E-2) vy clase lll (4E-3); las ramas que no
estan colapsadas estan indicadas con el nombre del organismo al cual pertenece la secuencia seguido de la
clase estructural al que pertenece, el color de la hoja de estas ramas indica el linaje organismico al que
pertenecen. En los recuadros punteados se indica los clados que corresponden a miembros de la clase
estructural Ill de Fungi. El recuadro verde, indica los subarboles que presentan a los miembros de la clase llI
de Fungi con la clase Il; el recuadro azul indica la relacion de grupos hermanos de la clase Ill de Fungi con la
clase Ill de Metazoo. Los numeros en los nodos internos representan los valores de bootstrap.

Las secuencias de los miembros de la clase estructural lll de Fungi, que esta como grupo

hermano de la clase estructural Il, pertenecen a especies de la subclase Eurotiomycetidae
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y de los 6rdenes Eurotiales y Onygenales; mientras que las secuencias mas cercanas a la
clase estructural 1ll de Metazoa, pertenecen a la subclase Sordariomycetidae, del orden
Sordariales. La secuencia que se encuentra en el mismo clado de la clase estructural Il,
pertenece al orden Saccharomycetales. En el clado que incluye las secuencias de la
Subclase Eurotiomycetidae, la division de las secuencias de acuerdo a su orden
taxondmico no se da, ya que aparecen en un mismo clado las secuencias de ambos

ordenes, cuando deberian de agruparse como clados hermanos (figura 43).

A)
43
19 Metazoa 4E-2
24 p~ Viridiplantae 4E-2
Yarrowia lipolytica ] Saccharomycetales
- Aspergillus terreus ]
44, [ Aspergillus clavatus
100 — Aspergillus oryzae
—33: Emericella nidulans Eurotiales
2 Aspergillus niger Eurotiomycetidae
P _80: Aspergillus fumigatus
Neosartorya fischeri J
15 Coccidioides immitis ]
40 Ajellomyces capsulata _] _
B)
96
Metazoa 4E-3
I Chaetomium globosum-elF4E3a .
1 Sordariales
100 Neurospora crassa-elF4E3a

Figura 43. A) Subarbol mostrado en el recuadro punteado de color verde de la figura 39, con la clasificacion
taxonoémica de las especies con secuencias que pertenecen a la clase lll de Fungi mas cercanas a la clase
estructural Il de Metazoa y Viridiplantae. B) Subarbol mostrado en el recuadro punteado de color azul de la
figura 39, con la clasificacién taxonémica de las especies que presentan secuencias de la clase Ill, en el clado
que aparece como grupo hermano del clado de la clase Il de Metazoo. Los niumeros en los nodos internos
indican los valores de bootstraps.
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Mediante el enraizamiento observamos la formacién de 2 ramas principales, que tienen
como diferencia esencial el residuo que presentan en la posicién homologa a la posicion
56 de elF4E de H. sapiens que es uno de los dos residuos que interactian con el cap.
Una de las ramas agrupa a las secuencias que presentan un residuo de triptéfano en la
posicién 56 (clase estructural 1), mientras que la segunda rama agrupa a las secuencias
que presentan un residuo distinto al triptéfano como lo seria tirosina, fenilalanina o
cisteina (clase estructural Il y 1ll). Lo que nos indica que, posiblemente después del
evento de duplicacion que origind6 ambas ramas, la segunda rama queddé libre de
restricciones funcionales permitiendo sustituciones en la posicion 56. La posible
acumulacién de sustituciones en las secuencias agrupadas en esta rama, quizas les
permita desempefar una funcién distinta a la canoénica de elF4E (participacion en el inicio
de la traduccién mediante el reconocimiento y unién a la estructura cap), que se lleva a
cabo en los miembros de la primera rama que presentan los dos residuos de triptéfano
esenciales (56 y 102 de acuerdo a la numeracion de elF4E de H. sapiens) para la
interaccion con el cap. Posteriormente al primer evento de duplicacion, se puede observar
que la segunda rama sufre un segundo evento de duplicacion, del cual se originan dos
subramas, una de ellas agrupa a las secuencias de la clase estructural Il de Metazoa,
Viridiplantae y el clado de la clase estructural Ill de Fugi; la segunda rama agrupa a las
secuencias de la clase estructural Ill de los Metazoa y los Fungi. La formacién de estas
dos subramas nos indica que presentan diferencias a nivel de secuencia y que
posiblemente estas diferencias les confieran una funcién distinta a cada rama. Lo que
concuerda con las observaciones que miembros de la clase estructural Il (elF4E-2A o
4EHP de H. sapiens, elF4AE-2 de M. musculus, IFE-4 de C. elegans, elF4E-2 en D.
melanogaster) pueden interactuar con la estructura cap de los RNAm. Sin embargo, son
incapaces de interactuar con elF4G, por lo tanto su participacion en el inicio de la
traduccion es dudosa y quizas un rol regulatorio sea la funcion que desempefie (Joshi et
al., 2005) como se ha formulado para el homélogo de 4EHP en Drosophila d4EHP donde
el correcto desarrollo del embrién requiere de una distribucién asimétrica de la proteina
caudal. Esto se logra mediante la regulacion a nivel traduccional e involucra a d4EHP en
un complejo con otra proteina, bicoid. Mientras d4EHp se une a la estructura cap 5 del
RNAm de caudal, también se une a bicoid que interactia con el extremo 3" del RNAm,
previniendo que elF4F se una y la traduccién no puede llevarse a cabo. La expresion de
caudal por ende es dependiente de la concentracién local del complejo d4EHP-Bicoid

(Rosettani et al., 2007); la excepcion dentro de este grupo es nCBP de Arabidopsis
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thaliana que se unen a la estructura cap y puede interactuar con elF4G vy participar en la
traduccion (Joshi et al., 2005). Con respecto a la funcién de la segunda subrama que
incluye secuencias de la clase Ill de Metazoa y Fungi se ha mostrado que la interaccion
con la estructura cap es débil, como sucede con elF4E-3 de M. musculus ademas es
incapaz de rescatar el crecimiento de S. cerevisiae carente de un gen funcional de elF4E.
La interaccion débil de elF4E-3 de M. musculus sugiere que esta proteina puede estar
involucrada en el secuestro de elF4G resultando en la inhibicién de la traduccion
dependiente de cap (Joshi et al., 2005).

En la figura 44 se muestra las relaciones filogenéticas de las diversas isoformas de elF4E
basandonos en las reconstrucciones filogenéticas realizadas y las posibles funciones

propuestas para cada una de las ramas.

eF4E Ramat)  Participacion en el inicio de la traduccion
jE1|] i eF4E (Rama-22)  Rol regulatorio (Sin interaccion con elF4G)
eF4E (Rama-2b) Rol regulatorio (secuestro de elF4G)

Figura 44. Relaciones filogenéticas de las diversas isoformas con base a las reconstrucciones filogenéticas
hechas en este trabajo y las posibles funciones de cada una de las ramas. La rama azul representa a la rama
1 incluye secuencias de la clase estructural |, la rama roja representa la rama 2, la rama verde indica la rama
2a que agrupa secuencias de la clase estructural Il de Viridiplantae y Metazoa y secuencias de la clase
estructural 1ll de Fungi, la rama morada indica la rama 2b que contiene las secuencias de la clase estructural
Il de Metazoa y Fungi; los recuadros negros indican los eventos de duplicacion.

Basandonos en la figura 44 pareceria que una clasificacion filogenética de los miembros
de esta familia seria mas adecuada que la clasificacion estructural propuesta por Joshi et
al., (2005) actualmente empleada. Algunas posiciones que podrian ser empleadas para

diferenciar las secuencias a la rama 1 o 2 se presentan en la tabla 8.
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Tabla 8. Posiciones que pueden ser empleadas para diferenciar las secuencias de la rama 1 (clase estructural
I) y la rama 2 (clase estructural Il y 1lI) la numeracién de las posiciones es de acuerdo a elF4E de H. sapiens.

Rama Posicion Posicion Posicion Posicion Posicion Posicion
56 116 162 167 180 198
1 W Variable KoR T G Variable
2 YoC RoK Variable Variable Variable K

Las posiciones que pueden ser empleadas para diferenciar las subramas 2a y 2b se

muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Posiciones que pueden ser empleadas para diferenciar las secuencias de la rama 2a (clase
estructural 1l de Metazoa y Viridiplanate y clase estructural Ill de Fungi) y la rama 2b (clase estructural Il de
Metazoa y Fungi) la numeracion de las posiciones es de acuerdo a elF4E de H. sapiens.

Rama Posicion Posicion  Posicion Posicion Posicion Posicion Posicion
43 70 81 114 117 131 153
2a WoY E R | LoF E \Y
2b W Q Variable Variable Variable Ko N Variable

Mediante las tablas 8 y 9 podria llevarse a cabo la clasificacion filogenética de los

miembros de la familia de elF4E.

6.3 Deteccién de Sitios bajo Seleccion Natural.

La mayoria de las ramas que estan bajo seleccion natural son ramas terminales mientras
que pocas ramas internas y ninguna de las ramas mas profundas muestran huellas de
seleccion natural positiva. La ausencia de seleccién natural positiva en las ramas mas
profundas, que dan origen a las ramas secundarias 2a y 2b puede deberse a dos posibles
escenarios que permiten estos resultados; 1) Errores y falta de poder en los métodos de
deteccion de seleccion natural positiva y 2) la ausencia de seleccién natural positiva en la

evolucién de los genes duplicados.

101



Respecto al primer escenario, la mayoria de los métodos de deteccion de seleccidon
natural positiva son capaces de detectar sustituciones mas recientes con mayor seguridad
que sustituciones antiguas, y por ello es dificil detectar seleccidon positiva sobre ramas
profundas en una filogenia (Fletcher y Yang, 2010); por otra parte el periodo de tiempo en
el que la seleccion natural actua es probablemente muy corto y en algunas ocasiones se
puede esperar que solo actué sobre unos cuantos sitios. Ademas, el método empleado
para la deteccion de seleccion natural tiene la ventaja de seleccionar de un conjunto de
modelos el que tenga el mejor ajuste estadistico a los datos, a diferencia de otros
meétodos como los de sitio-rama, donde el requisito de la asignacién de un modelo de
evolucién sobre las ramas es a priori y dado un gran niumero de modelos que pueden ser
asignados a las ramas, pueden existir modelos que se ajusten mejor a los datos que el
modelo asignado a priori (Kosakovsky-Pond y Frost, 2005); sin embargo la deteccion de
seleccion es a nivel de ramas y no entre sitios, ya que en las pruebas de ramas, la
seleccion positiva es detectada sobre la rama si el promedio de w sobre todos los sitios es
mayor que 1 (Fletcher y Yang, 2010), pero en algunos casos el promedio de w raramente
es mayor que uno debido a que la seleccion solamente se presenta en un sub-conjunto de
aminoacidos especificos (Bielawski y Yang, 2003), y al detectar la seleccion como un

promedio de w, la sefial de estos sitios puede quedar oculta o diluida.

Por otra parte la ausencia de seleccion natural positiva en las ramas profundas podria
deberse a que en el origen de las subramas 2a y 2b no actué la seleccion natural
adaptativa, por lo tanto “no detectamos seleccién porque no hubo”. Existen 3 principales
razones del porqué un gen duplicado se conserva: 1) la evolucién de una nueva funcion
en uno de los duplicados (neo-funcionalizacion), 2) la divisién de las funciones ancestrales
entre los duplicados resultantes (sub-funcionalizacion), y 3) la conservacion de todas las
funciones en ambos duplicados (conservacién de genes) (Hahn, 2009). El resultado mas
importante de la duplicacion de genes es el origen de una nueva funcién, sin embargo una
funcién relacionada mas que una funcién completamente nueva surge después de la
duplicacion de genes (Zhang, 2003). Como observamos las subramas 2a y 2b
(secuencias de las clases estructurales Il y lll) se originaron de un evento de duplicaciéon y
la presencia de sustituciones en posiciones importantes funcionalmente nos permite
considerar que las secuencias incluidas en estas ramas se han conservado debido a que

presentan una funcién diferente a la candnica de elF4E, llevada a cabo por las secuencias
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de la rama 1 (clase estructural |), por lo tanto se conservaron por un proceso de neo-
funcionalizaciéon. Los 2 modelos mas comunes para explicar la neo-funcionalizacion
difieren en el papel que juega la seleccién natural adaptativa en el surgimiento de la
nueva funcién. EI modelo Dyhkhuizen-Hartl propone que ninguna de las mutaciones que
presenta el gen duplicado es fijada por seleccion positiva, sino que las mutaciones se
acumulan debido a la deriva génica u otros procesos neutrales, y en algun punto del
tiempo las condiciones ambientales cambian provocando que la nueva version del gen
duplicado le confiera una ventaja al organismo. La caracteristica importante de este
modelo es que ninguna de las mutaciones que surjan recientemente en el gen duplicado
aumenta la adecuacion con respecto al otro gen, hasta que se fijen y cambien las
condiciones ambientales o algun aspecto del background genético (Hahn, 2009). Por otra
parte, el modelo de adaptacién requiere de seleccién positiva y plantea que después de la
duplicacion algunas sustituciones neutrales o casi neutrales crean una nueva funcién en
uno de los genes duplicados; sin embargo, esta nueva funcion no se desempefia
correctamente hasta que la seleccion natural positiva acelera la fijacion de mutaciones
ventajosas que potencien la nueva funcion (Zhang, 2003). Hasta que una funcion llegue a
establecerse o se potencie completamente la seleccion natural positiva cesa y la
seleccion purificadora actia manteniendo la nueva funcion. Para genes que codifican
proteinas, esto significa que las sustituciones no sinénimas podrian ser acelerada
después de la duplicacion y posteriormente decaiga para incrementar el efecto de la

seleccion purificadora (Bielawski y Yang, 2003).

De acuerdo a los modelos anteriores y con base en la ausencia de seleccién natural
positiva que arrojan los resultados de deteccion, nos indica que posiblemente el modelo
Dyhkhuizen-Hartl de neo-funcionalizacién sea el mas adecuado para explicar la evolucién
de los genes duplicados de la clase estructural Il y I, de acuerdo a Joshi et al. (2005), o

2ay 2b en nuestra filogenia.

6.4 Deteccion de Seleccion Natural en elF(iso)4E de Viridiplantae.

Sélo se detectaron tres posiciones que estarian bajo presién de seleccién, que se ubican

en las asas cercanas a la parte céncava de elF4E (figura 37). Sin embargo, no sabemos
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si estas posiciones le confieren una funcién distinta a la isoforma elF(iso)4E, pero al
parecer no son esenciales estructuralmente, ya que no coinciden con las posiciones que
se ha propuesto que estarian conservadas en elF4E ni en las posiciones que se han
identificado como caracteristicas de plantas (linaje-especifico) (Mozingo et al., 2007). Por
otra parte, asi como han identificado residuos linaje-especificos, también los han
identificado para isoformas en plantas (isoforma-especifico), esperariamos que las
posiciones que presentan evidencia de presién de seleccion positiva coincidieran con
algunas de estas posiciones, que son consideradas excelentes candidatos para ser los
sitios claves para funciones especificas de isoforma (Mozingo et al., 2007),
lamentablemente no fue asi, no hubo coincidencia. En la tabla 10 se muestran el residuo

caracteristico en cada una de las isoformas.

Tabla 10. Posiciones y residuos especificos de isoformas en plantas, (Mozingo et al., 2007)

Posicion del Residuo en elF4E ~ Residuo en elF(iso)4E
residuo

53 Pro Glu

55 Variable Lys

59 GIn/Lys Gly

83 Asn Asp/Glu
94 Gly Asp/Ser
99 Cys Leu

103 Lys Gly

112 lle/Val Glu

127 Lys Variable
128 Ser Leu/Phe
134 His/Tyr Glu

183 GIn Lys

193 Ser/The Lys
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La mayoria de estos residuos especificos de isoforma son localizados en posiciones
relativamente accesibles sobre la superficie de la proteina, de los cuales 5 de esos residuos
(53, 55, 59, 103 y 112) son localizados en los loops relativamente cercanos al sitio de union
del m7GTP, sugiriendo que elF4E y elF(iso)4E pueden diferir en sus interacciones con el cap
del RNAm o una region del RNAm cercana a él cap. Otros distintos residuos especificos de la
isoforma (83, 127, 128, 134, 183 y 193) estan también localizados sobre la superficie de la
proteina, aunque relativamente lejos del sitio de unién del cap (Mozingo et al., 2007).

En la figura 45 se muestra un alineamiento de secuencias en aminoacidos pertenecientes
a elF4E y a elF(iso)4E de 3 plantas, asi como de una secuencia de un mamifero y una
levadura, ilustrando las posiciones especificas de elF4E y las especificas de elF4E de

plantas e isoforma (Mozingo et al., 2007).
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1 5 10 15 20 25 30 35 40 45
wheat eIF4E MAEDTETRPASAGAEEREEGETIADDGDGSSAARAAGRTITA[F|P[T]ENA
wheat iso-eIF4E MAEVEAALPVAATETPEVAAEGDAGAAERAKGP|HEK|LIQRQ
arabi eIF4E (26 2.4.)- YEEEGDDAEEGEIAGGEGDGNVDESSKSGVPES|B[PI[LIEH S
arabi iso-eIF4E (10 a.a.)-EENTTAKNMATDDVNEPLPAAAELPATEAEKQP|H[K|L|IERK
nicot eIF4E (132.4.)-SKTNTREVEEEGEIVGESDDTMSSLGNPSMAMEK|B[A|LIEHS
nicot iso-eIF4E MATEAPIEATEVPPPASATETUVAKOQP|HK|LIERR
human eIF4E MATVEPETTPTPNPPTTEEEKTESNQEVANPEHYIK|HPI[LIQNR
yeast eIF4E MSVEEVSKKFEENVSVDDTTATPKTVLSDSAHFDYVK[H|P|L|INTK

€« pfl —> loop 1 p2 al loop

50 55 6 65 70 75 80 85 90

wheat eIF4E T|F w Fp|N|{P|0|G|K s R|o|V A|w|G|s|T|z|8 P I H|TYF|S|T VE D F w|G|L|Y|N|N|I|a N P S

wheat iso-eIF4E T|F w ¥fp|z|o|T|x|P K P|6c|a A|w|G|T|S|L|k K ¢ Y|T|F|D|T VE E F w[c|L|¥Y|D|o|I|F R P S

arabi eIF4E T|F w Ffp|N|P(a|V|K s K |o|T s|w|e|s|S|L[r P Vv F|T|F|S|T VEE F w[s|L|y|n|N|M|k H P S

arabi iso-eIF4E s|F w Fp|n|o|s [K|X - - |c|a a|w|G|A|S|L|R K A Y|T|F|D|T vV E D F W|G|L|H|E|T|I|F QTS

nicot eIF4E T|F w F|p{n|P|s |G|k s x[o|a a|w|G|s|s|z|R P I Y|T|F|s|r VEDF ws|v|ly|n|N|z|la B P S
nicot iso-eIF4E T|F w FJRIN|Q|s |K|P K 0 |G|A a|w|G|s[S|L[R K 2 Y|TYF|E|T VE E F W[S|L|Y|D|Q|I|F K P S [K
human eIF4E ALWF|FKXNDXKSK---"T[WQAN|LI[RL ISK|F|ID|TVEDTFW[A[L|Y NE[I|]QLSSN
yeast eIF4E TILWY|TKPAVDKS -EsuspL|ufrRPVvTS|FlolrvEE Fwalrl[toN|I|PEPHE
loop «—f3—> loop 2 pe a2

95 100 105 110 115 120 125 130
wheat eIF4E L|n v[c|ap|r kc|F k|n [T E P|&R}w E]p|PlI|c|A N[c ¢ K W|T[T]s cGRrRG - - - - D|T F
wheat iso-eIF4E n|v ¢|s|a|p|F E|L|F K|A|6|v E P|K|w E|D|PJE|C|A N|G G K W|T|V|I S SRK T - - - p|T M
arabi eIF4E L|A B|G|A|D|F Y|c|F K[H|I|1 E P|R}w E|D|PJI|C|A N|G G K W|T[M|T FPKE - - - - D|K 8
arabi iso-eIF4E LT Aln|a|E|1 E|L|F K|A|c|v E P|K}w E|D|PJE|C|A N|G G K W|T|W|VVTANRK - D|k G
nicot eIF4E L|la v|c|a|D|F E|c|F KR[N || E P|R}w E|D|P|V|C|A N|G G K W|T[M|S FSRG - - - - p|T ¢
nicot iso-eIF4E L|T A|N|A[D|F E|L|F K[A|G|T E P|K|w EfD|PJE|C|A S|G G K W[T|V[T S SRKA - - - E|T M
human eIF4E LIMPGC|D|Y S[ILFK[DG|T EP[M[WEID|JEKNKR|GGRWL[IITLNRKQQRRS D|R F
yeast eIF4E L|PLKSID|[YHEVFR[ND[VRPIEWEIDJEANAKXK|GGKWS[FIOLRGKG - -2 D|E L

—_— 2 ——> loop «—pf5—> <« pfo—>
135 140 145 150 155 160 165 170

wheat eIF4E WwLlE|r L LAMIGE|QIFD|FG-DE|I|c|c AV V|S|V|R|Q K - - Q E[R|V|A|I|w|T|Kk N A A

wheat iso-eIF4E wLlEjrcMA L IGE|QIFD|ES -QE|I|c|c v VvAl|s|VIRIQR - - 0 DIK|L|s|L{w|T|k T A s

arabi eIF4E wijYjrLLALIGE|QIF D|H G -DE|I|c|c AV V|N|IJR|G K - - Q E|R|I|s|I|w|T[k N A &

arabi iso-eIF4E WLIE[TLMAL I GE|QIF D|E A - D E|Tfc|c v v AlS|V|R[P 0 s K @ D|R|L|S|L|W|T|R T K §

nicot eIF4E wifylrLLaMIGE|QIFD[cG-DE|I|C|c AV I|N|V|R|V R - - Q E[R|I|A|L{w|T|R N A A

nicot iso-eIF4E WLIEJTL MA LV GE|QIFDIES - EE|I|C|c v VA|S|VIR|IR S - - 0 DIR|L|s|Lfw|T|k T A s
human eIF4E WLlE[rLLcLIGE|S|FD|DYSDD|V[C|cAa vV V|N|V[R|AK - - 6 D|KJI|A|I{w|T|T ECE N
yeast eIF4E WLIRITLLAVIGE|T|ID|EDDSOQ|I|N|cVVL|S|I|R|K 6 - - ¢ N|R|F|A|L|w|T|K - S ED
a3 <« p7T—> loop 3 «— p§—>
175 180 185 190 195 200 205 210 215
wheat eIF4E E|a A Q I s|IG|K K|E FIL|ID Y X D[S|I G|F|I VHE|DJAKR - ~--SDKGPKNR|Y|T|V
wheat iso-eIF4E E(A V Q V D|I G|K K|IEV|I[DYNDX[M V|[Y|S FEDID|SRS---QKPSRGGR|Y[T|V
arabi eIF4E E|A A Q V S|I G|K K|IEF|LID Y NN|S|[IG|F|[I I HEE/DJAKK---LDRNAEKNVNA|y|T|A
arabi iso-eIF4E E[A VL MG|I G|K KIEI|ILIDVTDIX|[I T|[F|[N NEDID|SR ==~ == - = = - R S R|F|T|V
nicot eIF4E E[T A Q vV S|I G|K K|E F|[L|D Y ND|S|V G|F|[I FED|DJA KK - - =L DRAAKNR|Y[s|v
nicot iso-eIF4E E[A I 0 M S|I G|R K|E 1|1|D A - E[K|I s|Y|Ss FED|DJSKR----ERSAKSR|Y|T|V
human eIF4E REAVTH|I G|R KIER|ILIGLPPKIV|I|GYQSEADTATKSGSTTERKNR|F|V|V
yeast eIF4E K EPLLR|IG|e KIQVILIKLTDDGH|L|IEFFPESSA---NGRHPQPS|IT[L

Figura 45. Secuencias de aminoacidos de elF4E y sus isoformas de plantas superiores alineadas con elF4E
de humano y levadura. Las secuencias son de elF4E y elF(iso)4E de Trigo, Arabidopsis (arabi), y Nicotiana
tabacum (nicot), alineadas con elF4AE de Homo sapiens (human) y levadura. Los aminoacidos que estan
involucrados con m7GTP estan en recuadros rojos. Los aminoacidos que son importantes para estabilizar la
estructura de la proteina estdn en recuadros negros; aquellos estan localizados en el core hidrofébico o
involucrados en otra interaccion ternaria y estan bien conservados a través de los eucariontes. Los
aminoacidos especificos de plantas estan en recuadros en verdes; los aminoacidos especificos de plantas
incluyen Cys-113 y Cys-151, los cuales forman el puente disulfuro en la estructura del cristal de elF4E, tal
como ofros distintos residuos de superficie. Los recuadros azules indican aminoacidos que estan mas del 90%
conservados en una isoforma de elF4E de planta, mientras que es variables o conservado como otro tipo de
residuo en elF(iso)4E vy, por ello, indicando si la proteina pertenece a la familia de elF4E o elF(iso)4E. La
mayoria de los residuos especificos de la isoforma estan relativamente accesibles sobre la superficie de la
proteina (Mozingo et al., 2007)
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Claramente notamos que ninguna posicién que se detecté a estar bajo seleccion natural
positiva coincide con las posiciones especificas de isoforma, de linaje-especificos o
importantes estructuralmente de elF4E. Tampoco sabemos si las posiciones detectadas le
confieren una funcién distinta a la isoforma de elF(iso)4E de plantas; con lo cual surge la
pregunta jpor qué tener una copia extra, que al parecer no tiene une funcion distinta?
Tomese en cuenta que las secuencias de aminoacidos de elF4E y elF(iso)4E son
aproximadamente 50% conservada e incluyen los 2 residuos de tript6fano encargados del
reconocimiento de la estructura cap en el RNAmM y ambas tiene un nimero de funciones
similares, apoyan la traduccién in vitro, facilitan la actividad de helicasa dependiente de
ATP, y exhiben actividad de ATPasa dependiente de RNA (Miyoshi et al., 2008).

Los mecanismos que explican porque un duplicado se mantiene en el genoma de un
organismo son: la neo-funcionalizacién, la sub-funcionalizacién y la conservacion de
genes (Hahn, 2009). Dejando de lado la hipotesis de la neo-funcionalizacion como la
razon de la conservacion del gen duplicado (debido a la falta de evidencias), podemos
emplear los dos mecanismos restantes para explicar la conservacion de los duplicados de
elF4E.

Los dos modelos mas comunes para explicar el mecanismo de conservacion de genes
son el modelo de redundancia y el modelo de cantidad. El primer modelo de redundancia
considera que los genes duplicados que mantienen la misma funcidon ancestral se
conservan por si las mutaciones inhabilitan uno de los genes duplicados (Hahn, 2009).
Por otra parte el modelo de cantidad plantea que ambos genes se conservan porque el
producto de estos genes se necesita en grandes cantidades y es una ventaja (Hahn,
2009). Un ejemplo de esto se observa principalmente en genes que son altamente
expresados cuyos productos se requieren en grandes cantidades, como lo son genes de
rRNAs e histonas (Zhang, 2003).

A menos que la presencia de los dos genes con funciones idénticas sea una ventaja, es
improbable que se mantengan en el genoma, se predice que ambos duplicados pueden

ser mantenidos cuando ellos difieren en algunos aspectos de sus funciones, lo cual puede
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ocurrir mediante sub-funcionalizaciéon (Zhang, 2003). La sub-funcionalizacion se define
como la divisién de las funciones ancestrales entre los duplicados resultantes, la division
de estas funciones pueden comprender patrones de expresion (por ejemplo, una
expresion diferencial en multiples tejidos), la funcion de la proteina (funciones llevadas
mediante diferentes sitios activos del mismo péptido) o alguna otra funcién genética.
Existen dos modelos principales para explicar la sub-funcionalizacion, uno de ellos es el
modelo de Duplicacién-Degeneracion-Complementacion que no requiere mutaciones
adaptativas para el mantenimiento de los duplicados y plantea que uno de los dos genes
resultantes de la duplicacion sufre la pérdida de una de las funciones ancestrales por
mutaciones, posteriormente el gen duplicado sin mutar sufre una mutacién que resulta en
la pérdida de una funcion diferente, los 2 genes duplicados se complementan uno con otro
y el organismo requiere ambos genes para una funcién apropiada. El segundo modelo es
conocido como el modelo de Especializacién y plantea que hay un conflicto entre las dos
funciones llevadas a cabo por el gene ancestral, de forma que no se puede mejorar el
desempefno de una funcion sin afectar la otra. Este conflicto adaptativo no puede ser
resuelto hasta que la duplicacion de genes permita a uno de los duplicados resultantes
especializarse mediante el mejoramiento de una de las dos funciones, gracias a la

seleccion positiva (Hahn, 2009).

Ambos mecanismos podrian ser adecuados para explicar la presencia y conservacién de
la isoforma de elF4E; ya que ambas proteinas presentan un numero de funciones
similares y sobre todo apoyan la traduccién in vitro (Miyoshi et al., 2008), podriamos
especular que la presencia del gen de elF(iso)4E es debida a la necesidad de altas
cantidades de proteina, por lo tanto la presencia de una copia extra del gen proporciona
un aumento en la adecuacién, como lo menciona el modelo de conservacion de genes
debido a la cantidad; sin embargo la relativa abundancia y actividad de las isoformas de
elF4E puede variar, por ejemplo se ha demostrado que las isoformas de elF4E pueden
unirse a estructuras cap 5’-hipermetiladas, asi como la cantidad de elF(iso)4F en
extractos de germen de trigo es de 3 a 5 veces mas alta que la cantidad de elF4F, y los
transcritos de AtelF4E1 (gen que codifica elF4E1 en A. thaliana) han sido detectados en
todos los tejidos de la planta excepto en raiz, mientras que el RNAm de AtelF(iso)4E (gen
que codifica elF(iso)4E1 en A. thaliana) se detecta en los tejidos jévenes como los

meristemos, semillas jovenes y flores (Duprat et al., 2002). Estas diferencias en los
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patrones de expresion y cantidad podrian ser explicadas mejor mediante el mecanismo de
conservacion de genes de sub-funcionalizacién, dentro del cual el modelo de Duplicacién-
Degeneracion-Complementacion parece explicar mejor la presencia de la isoforma, ya
que no estamos seguros de que el gen ancestral desempefiara mas de una funcion y asi

apoyar el modelo de especializacion.

6.5 Deteccidén de Seleccién Natural en nCBP de Viridiplantae.

Las pruebas de sito-rama de deteccién de seleccidon natural positiva para el clado que
incluye secuencias de nCBP de Viridiplantae fueron negativas, posiblemente se deba al
numero reducido de secuencias; el escaso numero de secuencias nos permite
plantearnos si esta isoforma es caracteristica de todos los miembros de Viridiplantae o de
grupos especificos ya que sbélo encontramos secuencias de Vitis vinifera, Triticum
aestivum, Arabidopsis thaliana, Oryza sativa sub especie indica y Oryza sativa sub

especie japonica, mientras que el numero de especies que presentan elF4E es mayor.

Lamentablemente estos resultados de ausencia de seleccion positiva deben de tomarse
con reserva, ya que no estamos seguros de que sean correctos debido al numero
reducido de secuencias empleadas. En el supuesto caso que en verdad no exista
seleccion positiva esto no indica que la isoforma nCBP no presente una funcién diferente
a la candnica de elF4E ya que de acuerdo a la reconstruccion filogenética el clado de esta
isoforma se encuentra en una rama distinta al clado que incluye a elF4E y elF(iso)4E,
agrupada con el clado de elF4E-2 de Metazoa (en la rama que denominamos 2a), lo que
nos permite plantear que tiene una mayor similitud con estas secuencias, las cuales se
consideran que desempefien una funciéon distinta. En la figura 46 se presenta las
relaciones filogenéticas de los 3 miembros de elF4E que presenta el linaje organismico de

Viridiplantae.
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[:] elF4E
elF(iso4E
nCBP

Figura 46. Representacion de las relaciones filogenéticas de elF4E,elF(iso)4E y nCBP; el color de la rama
indiaca a que clase estructural pertenece, color verde clase estructural I, color naranja clase estructural I, Los
recuadros rojos indican eventos de duplicacion.

Bajo el supuesto que nCBP presente una funcion diferente a elF4E, el mantenimiento de
esta isoforma en el genoma podria deberse al mecanismo de neo-funcionalizacion y la
ausencia de seleccion nos indica que el modelo Dyhkhuizen-Hartl podria ser el mas

adecuado para explicar el mantenimiento de esta isoforma.

Por otra parte no podemos descartar el mecanismo de sub-funcionalizacion como el
responsable del mantenimiento de este duplicado, ya que a pesar de que es agrupada
con elF4E-2 de Metazoa (los cuales no pueden interactuar con elF4G a diferencia de
nCBP que si lo puede hacer) puede participar en el inicio de la traduccién, y posiblemente
un patron diferente de expresion de este duplicado es lo que lo mantiene en el genoma, y
esta expresion diferencial sea el resultado de mutaciones no adaptativas lo cual explica la
ausencia de sitios bajo seleccién positiva, y es esperado de acuerdo al modelo de

Duplicaciéon-Degeneracion-Complementacion.
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7. Conclusiones

Inicialmente se asumié que la familia de elF4E estaba constituida por un sélo tipo de
proteina, debido a que so6lo un polipéptido de 25 KDa se obtuvo en mamiferos por
cromatografia de afinidad. Sin embargo, ahora se reconoce que virtualmente todos los
Eucariontes expresan multiples miembros de la familia elF4E (Rhoads, 2009). Al parecer
la historia evolutiva de la familia de factores de inicio de la traduccion 4E (elF4E) es
compleja. Como se observé en la reconstruccién filogenética los eventos de duplicaciéon
que dieron origen a los diversos miembros de esta familia son considerables. La
duplicacion de genes ha sido tradicionalmente considerada como la mayor fuente para la
evolucion de proteinas con nuevas funciones, lo que permite considerar que los miembros

de esta familia desempefien una funcion distinta a la original.

La inclusion de mas secuencias de los miembros de esta familia y el empleo de métodos
mas robustos para la reconstruccion filogenética, nos permiten tener una imagen mas
completa sobre el origen y la evolucion de esta familia. La topologia del arbol filogenético
enraizado difiere con la reconstruccion filogenética obtenida por Joshi et al.,, (2005)
quienes emplearon un menor numero de secuencias y un método distinto; adicionalmente
se identificaron secuencias pertenecientes al linaje de los Fungi que, de acuerdo al criterio
de clasificacién estructural (Joshi et al., 2005) pertenecen a la clase Ill, asi como la
ausencia de miembros de la clase Il en este mismo linaje organismico, algo que no se ha
reportado anteriormente y contrasta con los resultados obtenidos por Joshi et al., (2005).
Esto permite cuestionar el actual criterio estructural de clasificaciéon para los miembros de
esta familia; al parecer una clasificacién basada en las relaciones filogenéticas de los
distintos miembros de esta familia podria ser mas adecuada. Tomando esto en cuenta se
identificaron algunas posiciones que podrian ser consideradas como diagndsticas para

realizar esta clasificacion.

Por otra parte, los métodos de deteccién de seleccion natural nos ayudan a dilucidar si
este mecanismo estuvo involucrado en la evolucion de esta familia. La ausencia de
seleccion natural positiva en el origen de las clases estructurales Il y Ill, permite plantear

que los mecanismos que actuaron sobre los duplicados fueron la deriva génica o algunos
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otros proceso neutrales (modelo Dyhkhuizen-Hartl), bajo el supuesto de que ambas

clases presentan una funcion distinta a la original (neo-funcionalizacion).

Como un caso particular tenemos la evolucion de los miembros de la familia de elF4E
pertenecientes al linaje de Viridiplantae. Este linaje so6lo presenta secuencias de las
clases estructurales | y Il. Dentro de las secuencias que pertenecen a la clase estructural |
encontramos 2 isoformas elF4E y elF(iso)4E, la conservacién del duplicado podria
deberse a la sub-funcionalizacién mediante el modelo de Duplicacion-Degeneracion-
Complementacién, debido a la ausencia de seleccion natural positiva. Con respecto a la
conservacion de la secuencia perteneciente a la clase estructural Il, la nCBP, existen dos
escenarios diferentes, en el primero plateamos que este duplicado se ha mantenido por
que presenta una funcion distinta (neo-funcionalizacién) a la de elF4E y la ausencia de
seleccion positiva estaria explicada mediante el modelo Dyhkhuizen-Hartl; en el segundo
escenario consideramos que la conservacion es debida a una expresion diferencial del

duplicado (sub-funcionalizacién).

La falta de informacién acerca de los roles fisiologicos de los diversos miembros de la
familia de elF4E dificulta establecer el mecanismo exacto de evolucion de cada miembro
perteneciente a la Familia de elF4E; sin embargo el trabajo realizado es una buena
aproximacién al ser un estudio global que incluye un mayor nimero de secuencias y
diversos linajes en comparacion con estudios previos, permitiendo la obtencion de
informacion mas general sobre la evolucion de esta familia. Finalmente el empleo de las
reconstrucciones filogenéticas complementado con los métodos de deteccion de seleccidon
natural permite obtener una imagen mas completa sobre la historia evolutiva de esta

familia.
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8. Perspectivas

Los RNAm de los eucariontes actuales tiene tres grandes diferencias comparados con los
de procariontes, 1) Son monocistronicos, 2) son poliadenilados en el extremo 3', y 3)
presentan una estructura cap %', siendo este ultimo, de gran importancia para el inicio de
la traduccion dependiente de cap, el mecanismo mediante el cual la mayoria de los RNAm

eucarionticos son traducidos.

El mecanismo de la traduccion del RNAm de la mayoria de los organismos comienza con
un paso fundamental y caracteristico, el cual es el reclutamiento de la subunidad menor
ribosomal al RNAm; el cédmo se lleva a cabo este paso ha variado en cada uno de los
dominios celulares, comenzando desde mecanismo relativamente sencillos, como lo seria
la interaccion directa del ribosoma con el RNAmM mediante secuencias de reconocimiento
y el empleo de unos pocos factores proteicos de inicio de la traduccion, hasta mecanismo
mas elaborados que requieren un gran numero de distintos factores de inicio de la
traduccion, como en el caso de los eucariontes. Sin embargo, a pesar de la gran cantidad
de informacién, referente al inicio de la traducciéon dependiente de cap, el cobmo cada uno
de los distintos factores surgieron y evolucionaron permitiendo el establecimiento de este
mecanismo, no se ha resuelto totalmente. Dentro de los distintos factores que participan
en el inicio de la traducciéon dependiente de cap, elF4E sobresale, debido a su relevancia
funcional, ya que reconoce y se une a la estructura cap, y por ello también es un blanco

de regulacion de inicio de la traduccién dependiente de cap.

Dentro de este marco, resulta conveniente estudiar el origen del factor de inicio de la
traduccion elF4E, debido a que su origen de este factor esta altamente relacionado con el
origen y el establecimiento del mecanismo de la traduccion dependiente de cap.
Recordemos que la mayoria de las proteinas son el resultado de la duplicacion de
proteinas ancestral y que posteriormente divergieron adquiriendo una funcion diferente a
la funcién original; por otra parte algunos mecanismo celulares se originaron mediante la
inclusion de proteinas que participaban en un mecanismo diferente, realizando la misma

funciéon, como en el caso de algunas rutas biosintéticas. Teniendo esto en cuenta se

113



podria realizar una busqueda de homologia remota a elF4E para saber si esta participaba
en un mecanismo distinto al del inicio de la traduccion dependiente de cap vy
posteriormente fue reclutada para participar en este mecanismo. La busqueda de
homologia podria llevarse a cabo mediante el programa PSI-BLAST tomando como sonda
la secuencia de eFIl4E; de las proteinas que sean identificadas homologas a elF4E nos
interesaria aquellas que realicen una funcion diferente y que no pertenezcan a la familia

de elF4E, ya que nos indicarian que se originaron de la misma secuencia ancestral.
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