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RESUMEN 

La slntesis de protelnas en organismos eucariontes es un proceso complejo que involucra 

la participación de muchos factores y es altamente regulado en cada etapa de su 

desarrollo. En las primeras horas de germinación de maíz. este proceso es posible a partir 

de los mensajes almacenados en la semilla, sintetizados durante el proceso de 

maduración. y con la maquinaría de traducción presente en el eje embrionario quiescente. 

Uno de los mecanismos de regulación de la síntesis de proteinas a nivel de iniciación de 

la traducción es mediado por el factor 4E que se une al CAP en el extremo S' de los 

ARNm. En ejes embrionarios de maiz se encuentran 2 isotermas para el factor 4E: elF4E 

y e1Fiso4E. formando parte de 2 complejos diferentes: elF4F y e1Fiso4F y siendo e1Fiso4E 

(e1Fiso4F) la isoterma mas abundante en el estado quiescente. Durante el proceso de 

germinación. e1Fiso4E se sintetiza de forma activa desde las primeras horas. para 

mantener sus niveles de proteína constantes. La expresión de e1Fiso4E es regulada a 

nivel de movilización del mensaje correspondiente a polisomas por una via de 

transducción de señales que involucra la fosforilación de la proteína ríbosomal S6 en la 

subunidad ribosomal 40S. La otra isoforma. e1F4E. está presente a niveles mas bajos. 

tanto de mensaje como de proteína. en el eje embrionario quiescente y durante las 

primeras horas de germinación. Su expresión. que se incrementa hacia el final de fa 

germinación. no parece seguir el mismo patrón de regulación que e1Fiso4E. 

Las isotermas elF4E y e1Fiso4E muestran actividad diferencial sobre la traducción in vitro 

de diferentes grupos de mensajes. Se encontró que e1Fiso4E es la isoforma mas 

importante para traducir de forma selectiva la mayoría de los mensajes almacenados en la 

semilla de maiz. Esto indica que la relación diferencial entre la disponibilidad de elF4E y 

e1Fiso4E constituye un mecanismo de regulación para la síntesis de proteínas durante la 

germinación de maiz. Esta relación, es regulada a su vez mediante control traduccional 

sobre la expresión de e1Fiso4E, lo cual constituye un mecanismo de regulación novedoso 

y especifico del sistema. 
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ABSTRACT 

Protein synthesis in eukaryotic organisms is a complex process. which involves the 

requirement of many factors and appears highly regulated during the development. During 

the first hours of maize germination, this process is based on the set of mRNAs 

synthesized during maturation and stored in the seed, and on the availability of the 

translation machinery in quiescent embryonic axes. 

One of the mechanisms of protein synthesis regulation at the level of initiation of 

translation is mediated by e1F4E, that recognizes CAP at the 5' end of the mRNAs. Two 

isoforms of the 4E factor: e1F4E and e1Fiso4E, forming par! of two different complexas: 

elF4F and e1Fiso4F, are present in maize quiescent embryonic axes. being e1Fiso4E 

(e1Fiso4F) the most abundan! isoform. During germ1nation, e1Fiso4E is actively 

synthesized early in gerrnination. to keep constan! its protein level. e1Fiso4E transcript 

mobilization into polysomes is regulated by a signar transduction pathway that involves 

ribosomal protein S6 phosphorylation on !he 40$ ribosomal subunit. On the other hand, 

!he 4E isoform is present at lower level than e1Fiso4E in !he quiescent embryonic axes, as 

well as during the first germination hours. lts expression raises toward the end of 

germination and seems not to follow !he elF1so4E pattern of regulation. 

The elF4E and e1Fiso4E isoforms display differential activity when assayed in in vitro 

translation of different mRNA sets. lt was found that e1Fiso4E is the most importan! 

isoform far selective translat1on of most of the stored mRNAs in maize seed. These data 

indicate a differential relation between elF4E and e1Fiso4E levels. that represents a 

regulatory mechanism of protein synthesis regulation during rnaize germination. The fact 

that this relation is regulated by translational control of e1Fiso4E expression, reveals a new 

and distinctive mechanism of regulation. 
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CAPITULO 1 

ANTECEDENTES 



1.1 Eventos moleculares durante la germinación de semillas de maíz 

El maíz (Zea mays L.) es una planta que pertenece a la familia de gramíneas en el grupo 

de monocotiledoneas. La semilla agrícola de esta planta es un fruto, sin embargo para los 

fines de este trabajo se mencionara como semilla. En la semilla de malz existe un único 

embrión rodeado por tejido de reserva llamado endospermo. El embrión esta formado por 

un eje embrionario el escutelo que lo rodea. El eje embrionario puede dividirse en 

coleoplilo, mesocotílo (el cual esta unido al escutelo) y radícula (Fig. 1). La germinación 

en este tipo de semillas inicia a partir de su imbibición en agua y termina con la protrusión 

de la radícula a través de la cubierta del embrión (Bewley, 1997). 

A B 
Cub-rt. .. mineJ 
EndrcMP9'rno oCw'neo (cxl•~llnol 
E~rno 9'nllK.a (o~) 

Cottledón ¡ 
Co'eóc>tJk> 

Ph.•muLe 

R-rcu•• E"""Oón 
~iptr• 

Coaec>c"rl.Ea 

Figura 1. Estructura de Ja semilla de maíz. (A) Semilla y embrión quiescentes; (B) Eje 
embrionario germinado, aproximadamente 24 h después de imbibición. 

Las semillas maduras, secas. sin germinar poseen un mínimo de agua (aproximadamente 

15 %) y se encuentran en un estado metabólico practicamente inactivo. Durante la 

imbibición, la semilla se rehidrata rapidamente y se activa el metabolismo celular que 

permitiré llevar a cabo Ja elongación del eje embrionario, la protrusión de la radícula y el 

posterior establecimiento de la plantula (Bradford, 1995). En una etapa temprana de la 
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germinación, inmediata a la imbibición, se producen cambios estructurales como 

reparación de membranas celulares, abastecimiento energético, respiración mitocondriaf 

(Bewley & Black, 1994) y se sintetizan proteínas importantes para completar el evento de 

germinación (Guy & Black, 1998). 

Desde el punto de vista molecular. la síntesis de proteínas es uno de los eventos más 

importantes y de ocurrencia temprana durante la germinación de semillas, aún antes de la 

síntesis de ARNs mensajeros (ARNm) (Spiegel & Marcus. 1975; Sánchez de Jiménez & 

Aguilar, 1984, Bewley & Marcus. 1990). Hay muchos estudios donde se ha evidenciado 

que en embriones secos existe Ja presencia de muchos de los componentes requeridos 

para el proceso de síntesis de proteínas (Bewley & Black, 1994). Sin embargo, en esta 

etapa del desarrollo no hay polisomas formados, lo cual indica que no hay actividad de 

síntesis de proteínas (Sánchez de Jiménez et al., 1981). A partir de la imbibición, la 

cantidad de polisomas activos comienza a incrementarse rápidamente (Dommes & Walle, 

1990; Pramaníck et al .. 1992). En esta etapa temprana la traducción tiene fugar a partir de 

un conjunto de ARNm muy específicos producidos durante la maduración de la semilla y 

que son almacenados en su estado quiescente en el eje embrionario. Se ha considerado 

por numerosos autores que la traducción de estos mensajes ocurre de manera 

diferencial: algunos son traducidos en etapas muy tempranas de la germinación 

(indispensables). otros se traducen de manera mas tardía, mientras que algunos no se 

traducen y son degradados (remanentes del proceso de maduración de la semilla) 

(Sánchez de Jíménez & Aguilar. 1984; Sánchez-Martínez et al .. 1986; Bewley & Marcus, 

1990). 

La transcripción de genes. aunque inicia de manera posterior a la traducción, es otro 

evento molecular temprano de la germinación (Bewfey, 1997). Se considera que a medida 

que avanza el proceso germinativo, Ja sintesis de proteinas se hace mas dependiente de 

la transcripción de novo de ARNm, debido a que los mensajes almacenados son 

degradados. Algunos de estos mensajes también pueden codificar para las mismas 

proteínas que los mensajes almacenados. pero muchos codificarán para productos 

diferentes, probablemente esenciales para Ja división celular y el posterior crecimiento 

(Guy & Black. 1998). 

La síntesis de ADN de tipo repficativo y Ja división celular son eventos tardíos durante fa 

germinación. La expansión de la radicula dentro de la semilla ocurre inicialmente por 
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elongación celular y la emergencia puede o no estar acompañada de división celular 

(Baiza et al., 1989; Bewley & Black, 1994). En el caso de semillas de maíz la replicación 

inicia alrededor de las 15 horas de germinación, precediendo la protrusión de la radfcula 

(21-24 h después de la imbibición). Sin embargo, la germinación no es producto de la 

división celular, lo cual sugiere que el papel de la replicación de ADN es garantizar el 

crecimiento y desarrollo de tejidos en una etapa post-germinativa (Cruz-García et al., 

1998). 

1.2 El mecanismo de síntesis de proteinas en organismos eucariotes 

El proceso de síntesis de proteínas se divide en tres fases: iniciación, elongación y 

terminación. Cada una de estas fases está caracterizada por la secuencia de eventos en 

la traducción de un ARN mensajero especifico y por la participación de diversos factores 

solubles llamados factores de iniciación (elF). de elongación (eEF) y de terminación 

(eRF). En organismos eucariotes ef número de factores involucrados en la síntesis de 

proteínas es mucho mayor que el que está presente en el sistema procariote, lo cual 

indica una mayor complejidad tanto en la vía de traducción como en su regulación 

(Merrick & Hershey, 1996; Gingras et al., 1999). 

Durante el proceso de iniciación ocurre el reconocimiento del ARN mensajero por parte 

del complejo de traducción (Fig. 2). Como un primer paso se produce la interacción entre 

la subunidad ribosomal 40S y los factores elF-3 y elF1A (1); el ARNt portador del primer 

aminoácido (ARNt-Met) y el factor elF-2 se unen para formar el complejo 43S (2); este 

complejo interactúa con el extremo 5' del ARNm previamente reconocido por los factores 

elF-4 (4F, 4A y 48) (3); con la ayuda de la actividad de helicasa de los factores 4A y 48 el 

complejo 43S realiza la búsqueda en la región no traducible 5'UTR del ARNm hasta 

encontrar el codón de iniciación AUG en el contexto apropiado (Kozak, 1991) (4); 

posteriormente ocurre la liberación de los factores de iniciación (5) y la unión de la 

subunidad ribosomal 60S (6). Recientemente se ha demostrado que durante el proceso 

de iniciación de la traducción en eucariotes hay un acercamiento entre el extremo 5' 

(7mGpppG) y el 3' (cola de poliA) del ARNm, implicando una interacción estrecha entre 

los factores y proteínas que reconocen estos extremos (Tarun et al., 1997; Gallie, 1998). 
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(7mGpppG) y el 3' (cola de poliA) del ARNm, implicando una interacción estrecha entre 

los factores y protelnas que reconocen estos extremos (Tarun et al .. 1997; Gallie, 1998). 

Q=<f.:.'.-:~~ ~-
~~~; ~ 

l-i_f2 
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''"o"~'·""" " J 
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Figura 2. Mecanismo de iniciación de la traducción en organismos eucariontes (Gingras 
eta/., 1999). Para la descripción detallada, vertexto. 



La fase de elongación ha sido pobremente estudiada en organismos eucariotes (Merrick 

& Hershey, 1996). Se considera que ocurre de manera similar a lo que se ha descrito 

para organismos procariotes con la participación de los correspondientes factores de 

elongación eucarióticos eEF1A y 18 y el eEF2 (Merrick, 1992). Esta fase de elongación 

involucra la adición secuencial de aminoácidos con la formación de enlaces peptidicos, 

mediante una actividad peptidil transferasa que puede ser atribuida a una actividad 

catalitica del ARNr ylo a un grupo de fosfoproteinas ácidas de la subunidad 60S (Moller, 

1990; Remacha et al., 1995). 

La fase de terminación ocurre cuando aparece un codón de terminación (UAA, UAG o 

LIGA) que no puede ser reconocido por ningún ARNt. En bacteria. estos codones son 

reconocidos por los factores de terminación (RF1. RF2, RF3 y RF4) que promueven la 

hidrólisis del último ARNt unido y la liberación de la cadena polipeptldica. En organismos 

eucariotes. hasta el momento se han encontrado solo dos factores de terminación, eRF1 

y eRF3, de los cuales eRF1 es capaz de reconocer los tres codones de terminación y 

eRF3 tiene actividad de GTPasa dependiente de la formación del complejo eRF11eRF3 

(Merkulova et al., 1999). 

1.3 Mecanismos de control traduccional 

La expresión de genes se encuentra regulada tanto a nivel transcripcional (Tjian, 1995) 

como a nivel postranscripcional (Hershey, 1991 ). En los últimos diez años se ha 

producido una explosión en las investigaciones relacionadas con eventos de control 

traduccional (Mathews et al.. 1996; Gingras et al .. 1999), lo que ha permitido revelar que 

este tipo de regulación juega un papel fundamental en los patrones de expresión genética 

durante el crecimiento. desarrollo y diferenciación celular. 

La regulación a nivel de traducción puede darse a través de múltiples mecanismos 

dirigidos a los diferentes componentes de la maquinaria de sintesis de proteinas. La 

eficiencia de traducción de un ARNm dado depende de los elementos estructurales 

propios de sus regiones no traducibles (5' y 3' UTR). incluso de su región codificante 

(elementos cis) que serán reconocidos por proteínas (factores trans) tanto generales 

como especificas (Pain, 1996). Dentro de la región 5'UTR, los elementos importantes 

son la estructura CAP (Sonenberg, 1996), la presencia de estructuras secundarias y la 
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longitud de esta región (Kozak, 1991 ). la presencia de codones de iniciación "rlo arriba" 

de la región codificante (Geballe, 1996) y la presencia de sitios de entrada interna del 

ribosoma (IRES) característicos de muchos ARN virales (Pestova et al .. 1996). Los sitios 

IRES son capaces de promover la traducción cap-independiente de los ARN mensajeros 

obviando la participación del factor elF4E que une el extremo S'CAP (Gossert et al .. 

2000). Este mecanismo de regulación es el responsable de que durante la infección viral 

se traduzcan preferencialmente los ARN virales. apagando la traducción de Ja mayoría de 

los ARNm celulares que son cap-dependientes. Recientemente se ha descubierto que 

también algunos ARNm eucarióticos celulares poseen este tipo de estructura y por tanto 

pueden ser traducidos por una vía cap-independiente (Gan et al.. 1998; Stoneley et al .. 

2000). 

Dentro de la región 3' UTR se han encontrado múltiples elementos cis que participan en 

la estabilidad y localización citoplásmica de los ARNm como mecanismos para su control 

traduccíonal (Spirin. 1996; Gallie. 1998). En esta región otro factor importante es la 

poliadenilación. común a un gran número de ARNm eucarióticos. la cual juega un papel 

crucial en la estabilización de los mensajes (Stutz et al .. 1998). Además, la cola de poliA 

actúa de manera sinérgica con el extremo S'cap para incrementar la eficiencia 

traduccíonal del ARNm (Sachs et al., 1997; Gallíe 1998). Esta interacción está 

determinada por la presencia de las proteínas afines a poliA (PABP) que interactúan con 

algunos de los factores de iniciación presentes en el extremo 5' del mensaje (Fíg. 3). 

Existen ejemplos específicos durante el desarrollo de algunos organismos que 

demuestran cómo el incremento en la longitud de la cola de poliA es capaz de determinar 

el momento en el cual un mensaje será traducido (Stutz et al., 1998). 
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Figura 3. Interacción entre factores de traducción. ARNm y la subunidad ribosomal 40S 
durante la fase de iniciación. La proteína 4G actúa como punto de anclaje 
para los factores que reconocen el extremo S'UTR del ARNm, la subunidad 
ribosomal 40S y para las proteínas que unen la cola de poliA (Modelo basado 
en Sachs et al.. 1997). 

Objetos importantes en la regulación traduccional son los factores de iniciación. muchos 

de los cuales van a interactuar con los elementos cis del ARNm. El mecanismo de 

regulación mas común es la fosforilación/desfosforilación de los factores elF-3, elF-4A, 

elF-4E, e1F-4G que median la unión entre la subunidad 40S y el ARNm y son capaces de 

modular la velocidad de la síntesis de proteínas y el crecimiento celular (Gingras et al., 

1999). La fosforilación de estos factores se encuentra regulada por una cascada de 

transducción de señales cacterística de diferente tipo de estímulos (Proud. 1992; Kleijn et 

al., 1998). Por ejemplo, la fosforilación de elF-2 juega un papel central en el control 

traduccional, sobre todo, para la reiniciación de la traducción mediante la interacción de 

una de sus subunidades (elF2u) con el factor intercambiador de GDP/GTP: elF-28 (Yang 

& Hínnebush. 1996). Asimismo, existen numerosos estudios que evidencian la regulación 

de la traducción por fosforilación de varios factores de iniciación, como respuesta a 

infección viral (Kleijn et al., 1996). deprivación de aminoácidos (Navé et al .. 1999), choque 
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la modificación por fosforilación, los factores de iniciación pueden ser modificados por 

proteasas como es el caso de e1F-4G (Lamphear et al .. 1995), o por interacción con 

proteínas inhibidoras como es el caso de e1F-4E (Lawrence & Abraham. 1997). Estas 

modificaciones provocan que disminuya su disponibilidad para participar en la maquinaria 

de síntesis de proteínas. Como respuesta a diferentes estimules, los factores de 

elongación también pueden ser regulados por fosforilación. especialmente el factor eEF-2 

(Nairn & Palfrey. 1996) y las fosfoproteinas ácidas de la subunidad 60S (Remacha et al., 

1995). 

Otro mecanismo de control traduccional es la fosforilación de proteínas ribosomales (pr), 

particularmente la fosforilación de la pr S6 en la subunidad 40S. La fosforilación de S6 

estimula la traducción de mensajes que contienen una secuencia especifica de 

polipirimidinas en su región 5'UTR (mensajes 5'TOP), incluyendo fundamentalmente a los 

ARNm correspondientes a proteínas nbosomales y factores de elongación (Jefferies & 

Thomas, 1996). Estudios recientes han demostrado que estos mensajes se traducen 

normalmente a bajos niveles y que su expresión a nivel de síntesis de proteínas aumenta 

durante la estimulación del crecimiento celular debido a la fosforilación de la proteína 

ribosomal (pr) S6 (Meyuhas et al., 1996). 

La mayoría de estos mecanismos de control traduccional fueron descritos inicialmente 

para células animales. principalmente de mamíferos. Sin embargo, actualmente 

numerosos estudios se están realizando en otros sistemas eucariotes, desde levaduras 

(Altmann et al .. 1997) hasta plantas (Bailey-Serres, 1999), encontrando que muchos de 

estos mecanismos se han conservado a lo largo de la evolución. Gracias al conocimiento 

de las secuencias de aminoacidos de los factores de traducción en diferentes especies se 

han podido hacer comparaciones en cuanto a su actividad y regulación (Browning et al .. 

1998). Así, se ha encontrado que a pesar de una alta homología en los dominios 

correspondientes a la actividad, la regulación de estos factores no es siempre la misma. 

En el caso específico de plantas, la investigación en estos temas se ha incrementado 

durante los últimos 5 años (Browning, 1996; Gallie. 1996: Bailey-Serres, 1999). Se han 

realizado múltiples estudios sobre la actividad de los factores elF -4F. -4A. -4G, -2a, 

algunos también relacionados con su modificación por fosforilación (Browning et al., 1990; 

Webster et al., 1991: Le et al .. 1997). Se ha encontrado que el mecanismo de regulación 
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para la traducción de mensajes 5'TOP por fosforilación de la pr S6 existe en el extracto 

de germen de trigo (Shama & Meyuhas, 1996). También se han aislado algunas cinasas 

de plantas similares a las que participan en la cascada de fosforilación que activa la 

síntesis de proteinas en mamíferos (Mizoguchi et al., 1996; Turck et al., 1998; Hirt. 2000). 

Sin embargo. una de las características mas importantes en plantas. respecto a 

mamiferos. ha sido el descubrimiento de dos isoformas antigénicamente distintas, pero 

funcionalmente similares para el complejo elF4F denominadas e1Fiso4F y elF4F 

(Browning et al., 1992). Cada uno de estos complejos tiene componentes elF4E y elF4G 

diferentes. por lo cual en plantas hay dos isoformas elF4E/elFiso4E y dos isoformas 

elF4G/elFiso4G (Browning et al.. 1998). 

A pesar de los avances mencionados, en plantas no hay muchos reportes en cuanto a 

mecanismos de regulación para los factores de iniciación (Webster et al .. 1991; Le et al., 

1997). por lo cual se necesita de mayor investigación para comprender el control de la 

expresión de genes a nivel traduccional en estos organismos. 

1.4 El factor de iniciación e1F-4E y su regulación 

A partir de estudios realizados en mamíferos se ha encontrado que el factor limitante para 

la unión del ARNm a la subunidad 40S del ribosoma es el polipéptido elF4E. Este factor 

reconoce el extremo 5' de los ARNm eucariotes por su afinidad a la estructura CAP, 

presente en la mayoria de éstos (Hershey, 1991; Sonenberg, 1996; Gingras et al .. 1999). 

Debido a la baja disponibilidad de elF4E para formar el complejo 4F con actividad de 

helicasa. muchos mensajes con estructuras complejas en su región cercana al CAP son 

traducidos de forma poco eficiente en condiciones celulares normales. Este grupo de 

mensajes incluye muchas proteínas importantes para el control del ciclo celular 

(Rosenwald et al.. 1993; Schantz & Pegg, 1994), por lo cual la sobreexpresión de 4E 

provoca una transformación oncogénica de las células (Lazaris-Karatzas & Sonenberg, 

1990). 

Los estudios realizados durante los últimos años han demostrado que el factor elF4E 

puede ser muy variable de un tipo de organismo a otro, aunque su función resulta 

esencialmente la misma. El gen que codifica para la proteína elF4E ha sido clonado en 

tres especies de mamíferos y su secuencia muestra un alto grado de similitud entre si 
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(Pain, 1996). No obstante, la secuencia reportada para Saccharomyces cerevisiae posee 

solamente 35º/o de identidad con sus homólogos de mamíferos (Altmann el al., 1984). En 

otros organismos como Drosophila (Lavoie et al.. 1996) y C. elegans (Keiper el al .. 2000) 

se reporta la existencia de mas de una proteína homóloga a e1F4E. sin embargo, solo en 

plantas se ha determinado la formación de diferentes complejos elF4F de unión a la 

estructura CAP (Browning. 1996). 

Recientemente. se ha dilucidado la estructura terciaria de elF4E de ratón, mostrando el 

sitio exacto de interacción con el CAP ó 7 mGpppG (Marcotrigiano et al., 1997; Gingras et 

al., 1999). Asi mismo. se ha determinado que los residuos de aminoácidos involucrados 

en este sitio se encuentran altamente conservados en todas las especies. La regulación 

de la actividad del factor elF4E y por ende su participación en los mecanismos de control 

traduccional. está sujeta a su disponibilidad y grado de fosforilación. Se ha encontrado 

que la fosforilación de elF4E correlaciona de forma positiva con la velocidad de traducción 

en varios sistemas (Rhoads, 1993) y con un incremento en su afinidad por el CAP (Minich 

et al .. 1994). 

La disponibilidad de elF4E está regulada por proteinas inhibidoras (4E-BPs). cuya unión 

con el factor impide su interacción con elF4G para formar el complejo elF4F (Pause et al., 

1994). Otros estudios demuestran que existe una regulación a nivel transcripcional para la 

expresión de elF4E (Rosenwald el al., 1993; Johnston et al., 1998). En relación a ésto se 

ha demostrado que los cambios en los niveles intracelulares de elF4E tienen un efecto 

muy importante en el control del crecimiento celular (Sonenberg & Gingras, 1998) y la 

diferenciación celular (Klein & Melton, 1994). En mamiferos la disponibilidad de elF4E 

aumenta a partir de estímulos que activan el crecimiento celular (Fig. 4). El mecanismo 

por el cual se propagan estos estímulos se basa en una cascada de transducción de 

señales especifica que termina con la fosforilación de 4E-BP. lo que ocasiona una 

disminución en su afinidad por elF4E y lo libera para unirse a elF4G (Lawrence & 

Abraham, 1997; Gingras et al., 1999). Es interesante mencionar que esta cascada de 

señales se coordina con la activación de otros mecanismos de regulación como es la 

fosforilación de la pr S6 (Burnett et al.. 1998) y, en general con el estímulo sobre la 

expresión de genes específicos tanto a nivel de transcripción, como de traducción (Kleijn 

et al., 1998). 
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señales se coordina con la activación de otros mecanismos de regulación como es la 

fosforilación de la pr S6 (Burnett et al., 1998) y, en general con el estímulo sobre la 

expresión de genes especificas tanto a nivel de transcripción, como de tradu=ión (Kleijn 

et al., 1998). 
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Figura 4. Transdu=ión de señales por factores de crecimiento en mamíferos. Conexión 
entre las vías de regulación de p70s6

K y de e1F4E. La unión del ligando con su 
receptor transduce la señal en la célula mediante una cascada de activación 
de cinasas para inducir la transcripción o tradu=ión de genes específicos. En 
esta cascada interviene la cinasa FRAP/mTOR que transmite (1) estímulo para 
la fosforilación de 4E-BP1, lo cual libera a elF-4E y aumenta su disponibilidad 
para la traducción y (2) estímulo sobre la fosforilación de la pr S6 que aumenta 
selectivamente la tradu=ión de ciertos mensajes (S'TOP). 
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elF4G para formar dos complejos e1F4F con actividad independiente (Browning et al., 

1992). Ambas isotermas presentan un 50 % de homología entre si y las diferencias están 

distribuidas a lo largo de toda la secuencia de las proteínas. Cada isoforma tiene 9 

triptofanos, 8 de ellos conservados respecto a otros organismos y uno adicional hacia el 

extremo carboxilo-terminal (Allen et al., 1992; Metz et al., 1992). Recientemente se han 

encontrado nuevas isoformas para las proteínas que se unen al CAP, tanto en plantas 

(Ruud et al., 1998) como en mamíferos (Rom et al .. 1998). Estas proteínas difieren de los 

factores elF4E en la ausencia de dos de los triptofanos conservados. Hasta el momento 

se desconoce la función de este tipo de proteínas. 

Algunos estudios en plantas han demostrado que existen diferencias entre elF4E e 

e1Fiso4E las dos isoformas en cuanto a la afinidad por el CAP (Carbery et al., 1991) y por 

estructuras secundarias en la región S'UTR de los mensajes (Carberry & Goss. 1991, Sha 

et al., 1995), indicando que e1Fiso4E prefiere CAPs hipermetilados y mensajes con 

menos estructura secundaria. Estos resultados han sugerido que la presencia de 2 

isotermas puede ser un mecanismo de selección entre diferentes tipos de ARNm para su 

traducción. En relación a esto, en Arabidopsis se ha reportado expresión diferencial para 

los mensajes correspondientes a elF4E y e1Fiso4E en diferentes tejidos y durante el 

desarrollo de la planta (Rodríguez et al., 1998). Otros trabajos en cereales señalan que 

los patrones de expresión de varios de los factores de iniciación de la traducción 

muestran cambios importantes durante el desarrollo, la germinación y después de choque 

térmico (Gallie et al .. 1998). Sin embargo, no se conoce a qué nivel está regulada esta 

expresión, ni tampoco qué mecanismo está operando sobre la regulación de la actividad 

de elF4E y/o e1Fiso4E. Reportes en trigo indican la posibilidad de existencia de formas 

fosforiladas tanto de e1F4E como de e1Fiso4E (Le et al., 1997). No obstante. el papel de 

esta modificación en la actividad de estos factores ha sido poco estudiada en plantas. 

Recientemente, se ha propuesto que en condiciones de hipoxia en maíz, ocurre 

fosforilación selectiva de elF4E (Manjunath et al., 1999). Estos datos, aunque escasos, 

indican que la regulación del factor elF4E en plantas puede seguir mecanismos diferentes 

a los descritos en mamíferos. 
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1.5 Regulación de la sintesis de proteinas durante la germinación de maiz 

La síntesis de proteínas es un evento temprano en la gemiinación de semillas de maíz, al igual 

que en otros cereales. La evidencia de tradu=ión selectiva en el grupo de mensajes 

almacenados. así como entre los sintetizados de novo ofrece un modelo atractivo para el estudio 

de los diferentes mecanismos de regulación que operan a este nivel de la expresión génica. De 

la gran diversidad de mecanismos de control traduccional estudiados en sistemas animales. 

algunos han sido demostrados para el sistema de germinación. Así, se ha determinado que 

algunos de los ARNm almacenados en ejes embrionarios de maíz codifican para proteínas 

ribosomales (Beltrán-Peña el al. 1995) Su expresión parece estar regulada por un mecanismo 

tradu=ional similar al descrito para las proteínas nbosomales de otros eucariotes, donde se 

involucra Ja fosforilación de la pr S6 (Sánchez de Jiménez el al., 1997a). También, la secuencia 

STOP parece estar presente en varias proteinas ribosomales de plantas. aunque no ha sido 

en=ntrada en todas (Zhao et al, 1995; Shama & Meyuhas. 1996). Por otro lado, Ja fosforilación 

de novo de la pr S6 ocurre a partir de 10-12 h de germinación (Pérez-Méndez el al., 1993) y 

coincide con un incremento en la síntesis de novo de proteínas ribosomales (Sénchez de 

Jiménez et al., 1997a). Estos datos indican que la fosforilación de S6 es un mecanismo de 

regulación importante para la expresión selectiva de mensajes durante la genninación de maíz. 

La cascada de señales celulares que opera sobre Ja fosforilación de la pr S6 en animales 

involucra Ja actividad de una cinasa especifica. la de la proteina pp7056
K, y aunque hay 

diversos estimulas que activan esta vía, uno de los mas importantes es el efecto de 

insulina y de factores "similares a insulina" (Fig. 4). En plantas, recientemente se 

demostró la existencia de una cinasa homóloga a pp7os•< que además de encargarse de 

fosforilar a la pr S6, tiene un comportamiento similar frente a este tipo de estimulas (Turck 

et al., 1998). Desde hace varios años se ha reportado la presencia de proteínas "similares 

a insulina" en plantas (Collier et al., 1987). Por otra parte, se ha demostrado en estos 

organismos la existencia de receptores membranales similares a los correspondientes a 

factores de crecimiento en animales (Walker. 1994; Braun & Walker, 1996), lo cual apoya 

la idea de que las vías de transducción de señales pudieran ser también similares y 

mediadas por fosforilación de varios sustratos (Trojanek et al., 1997; Hirt, 2000). 

Recientemente, en nuestro laboratorio se demostró que el estimulo con insulina a ejes 

embrionarios de maiz durante la germinación produce efectos sobre el desarrollo y 
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crecimiento celular. asi como incrementos en la fosforilación de la pr SS y en la expresión 

de proteínas ribosomales (Sánchez de Jiménez et al., 1999). 

Como se ha mencionado. se conoce que los estimules que aumentan la fosforilación de 

la pr SS actúan al mismo tiempo sobre otros mecanismos de control traduccional, como 

es la actividad de eJF4E para traducir mensajes cap-dependientes (Fig. 4). La 

fosforilación de la pr S6 de maíz se incrementa durante el proceso de germinación 

(Pérez-Méndez et al.. 1993). Esta fosforilación se ha correlacionado con la traducción in 

vitre de mensajes cap-dependientes: mientras que, entre los mensajes almacenados de 

maíz se ha demostrado la existencia de un grupo que traduce in vitro en forma 

independiente de la fosforilación de SS, y de la presencia de factores que se unen al CAP 

(Sánchez de Jiménez et al., 1997b). Esto sugiere que durante la germinación de maiz. un 

posible mecanismo que regula la traducción de mensajes almacenados puede estar 

mediado por las isoformas elF4E y e1Fiso4E. 

Estos antecedentes inducen a investigar sobre los factores eJF4E y e1Fiso4E y su 

participación en el control traduccional. durante el proceso de germinación de maíz. La 

presente investigación se plantea tres preguntas principales: 

• ¿Cómo es Ja expresión de ambas isotermas de 4E y cuál es su disponibilidad durante 

las diferentes etapas de germinación. dividiendo ésta en temprana (0-12 h después de 

imbibición) y tardia (12-24 h: finalizando con protrusión de radícula)? 

• ¿La regulación de la expresión de los factores elF4E y e1Fiso4E, está relacionada con 

la fosforilación de la pr SS y con el sistema de transducción de señales que opera 

sobre proteínas ribosomales? 

• ¿Los factores elF4E y e1Fiso4E, regulan en forma selectiva la traducción de mensajes 

durante el periodo de germinación? 
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JUSTIFICACIÓN 

La germinación de semillas de maíz es un sistema biológico donde se ponen de 

manifiesto varios de los mecanismos de regulación de la expresión genética a nivel de 

traducción (Sánchez de Jiménez, 1999). Dos de los mecanismos más estudiados en otros 

sistemas son: (1) la fosforilación de la proteína ribosomal S6 en la subunidad 40S que 

controla la expresión selectiva de algunos mensajes (5'TOP). requeridos en determinadas 

etapas de crecimiento celular (Meyuhas el ni.. 1996) y (2) el factor de iniciación de la 

traducción elF4E que une el extremo CAP de los mensajes eucariótlcos. cuya regulación 

a varios niveles. permite incrementos y decrementos en la traducción tanto global como 

selectiva de los mensajes celulares. dependiendo de las condiciones metabólicas de Ja 

célula (Sonenberg, 1996). 

Se ha demostrado que el mecanismo de regulación por fosforilación de la pr S6 opera 

durante la germinación de maiz (Sánchez de Jiménez et al.. 1997a; 1997b) y responde a 

estímulos similares a Jos descritos en mamiferos (Sánchez de Jiménez et al.. 1999). 

Reportes recientes sobre los factores e1F4E y e1Fiso4E de plantas, sugieren que Ja 

regulación de su actividad puede ser diferente a la que se describe para mamíferos. Este 

hecho se basa en que las isotermas forman dos complejos moleculares elF4F diferentes. 

con afinidades distintas por estructuras CAP y secuencias UTR de los ARNm (Carbery & 

Goss. 1991; Rodriguez et al., 1998). y a la aparente ausencia de proteínas inhibidoras del 

factor 4E (Pause et al.. 1994). A pesar de la intensa investigación realizada sobre estos 

factores en diversas condiciones celulares (Le el al.. 1997; Gallie et al.. 1998), la 

demostración de los mecanismos que regulen su expresión y actividad en plantas no ha 

sido esclarecida. 

Conociendo los antecedentes de control traduccional en el sistema de germinación de 

maíz y la importancia de este evento para el futuro desarrollo de la planta. se decidió 

iniciar el estudio de Ja expresión y actividad de las isoformas del factor elF4E y así lograr 

el esclarecimiento de otro posible mecanismo selectivo de regulación de la traducción. 
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HIPOTESIS 

Dado que en plantas existen dos isoformas diferentes para la proteína que reconoce a la 

estructura CAP de los ARNm (e1F4E). si su expresión es diferencial durante la 

germinación de maíz. se espera que esta diferencia contribuya en la regulación de la 

traducción selectiva de mensajes en el eje embrionario durante el proceso de 

germinación. 

OBJETIVOS 

1) Determinar el número y los niveles de transcritos y de proteínas para el factor 

elF4E en ejes embrionarios de maíz. 

2) Estudiar la expresión de los factores elF4E y e1Fiso4E a nivel de ARNm y de 

proteinas en ejes embrionarios de maíz durante Ja germinación. 

3) Analizar la regulación de la expresión de ros factores eíF4E e e1Fiso4E durante 

la germinación. 

4) Determinar el papel de cada una de ras dos isotermas de elF4E en la síntesis 

de proteínas durante Ja germinación. 

Para cumplir con estos objetivos y probar la hipótesis inicial de trabajo se utilizó la 

siguiente estrategia experimental: 

a) Purificar las isotermas elF4E y e1Fiso4E de ejes embrionarios de maíz como parte de 

los complejos elF4F/elFiso4F, mediante cromatografía de afinidad ('mGTP

Sepharosa). Identificar cada isoforma por Western blot con anticuerpos vs. elF4E y 

e1Fiso4E de trigo, durante diferentes etapas de la germinación. Obtener el patrón de 

síntesis de novo de cada factor durante Ja germinación. 

b) Identificar los mensajes que codifican para las proteínas correspondientes al factor 

elF4E y e1Fiso4E mediante análisis por Northern blot utilizando sondas de cDNA 

provenientes de arroz. Analizar la presencia de los mensajes para elF4E y e1Fiso4E 

en el grupo de mensajes almacenados en ejes embrionarios quiescentes de maíz. 

c) Estudiar la expresión de los mensajes de elF4E y e1Fiso4E durante diferentes etapas 

de la germinación (0-12 h y 12-24 h) a nivel de transcripción (efecto de a-amanitina) y 
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a nivel de movilización de los mensajes a polisomas {análisis de ARN polisomal) 

mediante técnicas de Northern blot. 

d) En base al estudio anterior. analizar la posible regulación de estos factores a nivel 

traduccional en relación con las vías de transducción de señales conocidas en ejes 

embrionarios de maíz. utilizando el estimulo con insulina y la fosforilación de la pr S6 

durante Ja germinación. 

e) Demostrar si elF4E y e1Fiso4E tienen actividad diferencial y especifica sobre la 

traducción de diferentes ARNm (sistemas de traducción in vitro). Analizar si ocurre 

traducción selectiva de los ARNm almacenados debido a la actividad de los factores 

elF4E y e1Fiso4E (sistemas de traducción in vitro). 

El cumplimiento de las metas implícitas en esta estrategia fue abordado con el uso de 

anticuerpos policlonales dirigidos contra las proteinas recombinantes de elF4E y elFiso4E 

de trigo, generosamente donadas por KS Browning, Univ_ of Texas. Como sondas en el 

estudio de ARN se utilizaron los cDNAs correspondientes a e1F4E (R0456) y e1Fiso4E 

(S4954) de arroz. suministrados por MAFF Bank, Japan y el cDNA de la proteina 

ribosomal S6 de maiz (5C01A12) suministrado por UMC. Stock Center. Univ. of Missouri

Columbia. 

Para el estudio de los requerimientos para la actividad de elF4E y e1Fiso4E se utilizaron 

los siguientes ARN virales: el virus del bromomosaico {BMV) y el virus del mosaico de 

tabaco (TMV), como parte del sistema de traducción in vitro de extracto de germen de 

trigo WGE (Promega, Corp.). 

Las metodologías utilizadas para el cumplimiento de los objetivos y metas de este trabajo 

se describen en detalle en los articules que siguen. 
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CAPITULO 11 

EXPRESIÓN DE LOS FACTORES e1F4E Y e1Fiso4E DURANTE LA GERMINACIÓN DE 

MAIZ 
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2.1 MATERIALES Y METODOS 

Los materiales y métodos utilizados en este capitulo se describen en el articulo que se 

presenta a continuación (articulo 1 ). 

2.2 RESULTADOS 

Los resultados que se presentan en este capitulo indican que las dos isotermas activas 

para el factor de iniciación de la traducción elF4E se encuentran presentes en los ejes 

embrionarios quiescentes y durante el proceso de germinación de maíz. Los patrones de 

expresión de los factores e1F4E y elF1so4E son diferentes a nivel de proteína y de ARN 

mensajero durante este periodo. La isoforma e1Fiso4E es mas abundante que e1F4E 

durante la germinación temprana. Esta isoterma presenta niveles constantes de proteína 

durante todo el proceso de germinación, aunque su síntesis de novo es muy activa desde 

las primeras horas. La isoforma e1F4E mantiene niveles bajos durante la germinación 

temprana. sin embargo, hacia el final del proceso, su síntesis se incrementa debido 

probablemente a un aumento en la transcripción de su gen. 

2.2.1 Articulo 1: "Differential Expression and Regulation of Translation lnitiation 

Factors -4E and -iso4E during Maize Germination" 
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Differcntial expression and regulation of translation initiation factors 
-4E and -iso4E during maize gcrmination 

"l'z,ccanku D. UinL.tuu und E .... tda Sándu..·1 dt.• .Jirm:•m.•.r• 

D1•purl<JIP/1°11t" ,¡ •• /ll<••/I"""• "· /·~1. ul!o,I .!.· {_}111n11. ''· l "•111 ,., .,,/.1.J .... 11 '"'l<ll .·tur1i11 .. ,,,., ,¡, . . \1,: \l<"•' (('.VA·''). l45/0 _,,,,\/CU J..> r· .. . \/,·.\In• 
•Currl".f/'•'"'/111.i.: <1"rhur. c·-1•1111/ ··•tc·.'<-1.•·•·"·n1.J.,r11nun1n11 

~·~"-Cngcr R:"iA trun~lution i~ a tiJ.!hll:"t rc.•J.!ulah.•d cu.·nt in 
maiLc """'~ during ¡.:1..•nninution. To oblaiu a dt.·c1x=r undcr
!'Jlanding OÍ this proCe"!'os, thc.• prt.~c.·ut n.~•arch '-'U!>o CCOh.•rt.•d 011 

thc c'prcs. ... ion rc¡;:ulation or thc trun .. lation ini1iatio11 ruc1or 
elF-11:: "ithin this pcriod. T"o maiLf." t.'IF-IE i!>ooform!'J "ere 
i!'>Olah .. "t.I by 7mGTP-Scphul"o~ artiui1y chromutogntph). Thc 
c-IF-l....o-IE pnttcin conlcnt rcn1uincd al ~ con!'.tunt lc,cJ in 1hc 
axes duriui.: lhc..· first 24 h oí mai1c i:.1.·rmimuiun. "hcreas thc 
clF-&E lc,cl incrt.."U!'.1.·d urr1..·r 12 h or i;:crmin:.ation a~ indica11.-d 
by w~tcrn blot anul~·..,is. Fu~t in ~i'o clF-i!<oo-.&E. but nol 
c1F-4E.. de no~o ~,_·nth~is "ªo¡ round "ilhin 6-12 h oí i;:crmi
nulion. Nnrthc.·rn bloc anul:"t'i!'J oí tol:&I H.SA rrorn uni:crmi
natcd axes "ith cll~As cncodini.: eithcr -i!<oo4E or -n·: 

Jntroduction 

Rc:gulation ofgcnc c:\.p1"css1un tn cu~a~otc:> m1g.ht b..: cxcrteJ 
at transcriptional. as wcll oas postranscnpllonal k'cb 
(~fathC\Ns 1996). Translational contr-ol of gene c:xprcs'i1on is. 
al prcscnt, rccogniLcd as tite most r-cfc.,.•1nt ~tcp in rcgulating 
growth and diffcrcntialion in cukaryot1c organisms ( P;.1in 
1996). lmpol"tant mcchanisms of tn1nslation;.ll control occur 
within thc protcin S) nthcsis mitiation stcps. sorne of \o,.·hich 
involvc: thc cJF-4E cap-binding protcin (Gingras et al. 1998). 
Two fcaturcs of this prolcin makc: it a kcy rcgulatory point 
in eukal")-·otic translation initiation: ( 1) its rclati..,.·cty limitcd 
amount in cclls .. and (.:!) thc corn:lation found bctwccn its 
c:xpression lcvcl and thc in vivo translation r.atcs (Soncnbcrg 
1996), lt has bccn furthcr <.fcmons1ratcd that 4E ovcrcxprcs
sion contributcs to thc cfficicnt translation of growth
rdatcd mRNAs with c.xtcn:-oi\.c sccond;.1rv struclUl"c in thcir 5" 
non-tn1nsldtcd n:gion {51..lncnbcrg 1996). In plants, tran~la
tion initi.ation factor cJF-4F is composcd of clF-4E and 

indicKft.•d 1ha1 bolh tran!'l.criph "lºl"C..• prc..~·111 in che i.lon.-d 
n1R~A pool or mai.1:c- ª'~· Truu:o.cription íor un~ or lh~ 
1nR:"fA_., MU!'J not derectcd bcíorc 12 h or gcrntination. ~orth
crn blots oí pol)·!l.omal R:"iA!'J indic.ated lha.l lhe c1F-i~o4E 
!'Jtorcd tl"an">cripl i.,; !'Jclccthcl)'· rccruited in10 pol)·!l.omes for 
lrun~lation a.-. c-arl.,- a~ 6 h or ~cnnimuion. "'hcrcu~ this dot.""' 
nol occur íor thc c-IF-4E tran.. ... cript. Tht.• abuH~ data dC'mon
~•ratc diíícrcntial 4E ii.oíorm C'P"'-~">Íoll rci.:ulalion durini:; 
maizc a;:1.·r111ination. E'.\.prc...-s~ion uf thc clF-h .. o-.&E prolcin ap
pcan lo be trun~lulionally co1Urolh.-d. "hcrc-as thc cxpr-cssion 
oí thc- clF-4E protcin mii:ht he rc.·i:;ulatt.-d ut thc tr-Ull!'JCriplional 
lc,d. 

clt-:-40 pl"otcins, similar to othcr cukal")-·otcs (Browning 
1996). J-towc"cr-. in1port;1nt d1ffcrcnccs bctwccn marnn1alian 
and plant tr<tn:.lation initiation íactor:. havc bt..-cn found. Onc 
of thcm l!o ;:1 m.unm;.ilian -4E binding protcin tcrmcd 4E-UP 
or PflAS 1 th•1t cornplc:\c:. 10 4E inacli..,~1ling it <Po1usc et al. 
1994). \,.hich has not bccn found in plants. On thc othcr hand. 
an 1sofom1 of thc clF-4F cornplcx, callcd el F-iso4F (com
posc<l of -iso4E and -iso4G) prcdominatcs in sc\cr.tl plant 
tissucs (llrowning et al. 199:2). otnd docs not st..~m to havc a 
homologue in marnmals. 

Rcccntly, diffcrcnl lcvcls of clF-4E and -iso-iE c.~prcssion 
ha..,.·c bccn found in diffcl"cnt tis!oucs of Arabidop .. n.~ 1/ralianu. 
suggcsting dcvclopmcntal rcgulation (RoUr-igucz et al. 1998). 
In addition, severa! <liffcrcnccs dctcctcd in thc i'>oforrn abun
<lancc ( lil"owning et al. 1990). 7 m-GTP affinity. and prcfcr
cncc for sccondary mRNA structurc (Carbcrry ;.ind Goss 
1991. Sh.a et al. 1995). suggcst that thc two .JE i!>ofonns 

Abbre1ia1ums - cJF. cuk:1ryollc •.nit1ation faclol"; 7 mqTr. 7-mcthyl guonosinc tnpho~phatc: PAGE, polyacrylamic.k gel clcctrophon:!'>is; 
pr.,fSF. phcn}lmcthylsulíon}l lluorn.Je~ P\'DF. polyvinyhdcnc difluoride; RRL, rnhbil rcuculocytc lysatc; TMV, tobacco mo~ic virus; \VGE. 
whcat gcrm cxlract. 
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rnight hiiVC' diM:rin1i11.ttor) m.:11.,,ily f,lr ntRNA n:'Cl•f.1t1tít1n. 
1-lowever, therc ts not cnt1ugh 1nf,1nn;1tu:m tHt thc trólnsl;.1-
tional conlrol 1ncd1.:u1i!>nt!'> 1rt\Ol\11tg c..·11:-1E .1111.J clF-i-;••-IE, 
nor on thc 1ncch•tt11.,111s uf c"'r-1·c~~llllt rcgul.111on for thc".: 
fuct1..1n. (re\1c\'l.C.J 111. Bn1\\-n1ng ( •)•Jf1, l·"Littcn.·r and l ft1hn 
1996. Gallic 199t>) 

In 1n;.1irc crnbr)u ... Jll"\Hl."lll ")nthc .. 1!'> ,., 1..nP\\rl 1 .. 1 rcir11t1.11c 
during gcr1111nat1on otfter .1 pcn1..1d t•f 1 ... kcp c1.:ll 4u1c .. c1..·11<.:1..· 
During th1s prc..•ccs!'>. t1ghll) rc..·µul.1h:d tr.11hl.1tll•n t•f !<>l<>1c..·1..I. 
us \'l.CIJ ;.tS ncwh.· "'nthC!<>ll'cJ n1RN~\., ha., bc'-"n dcrnün .. 11-.111..•d 
to takc pl.:u:c cS."1~1..·hc..- de J111h:n1..·/ and .-\gu1J,1r J»S.J). T,1.,_
ing iruo account oi p .. 1!<>.,1bk le..·) n•lc: of -JE ;.11u..f -1sn-U: rn 
rcguh1ting tran!<>lation dunng n1;11/c !!crn11n.1thlll, ll \\ilS Ctlll
sidcrcd rclc\'ant to anal\..1c thc unlnO\\ n nu .. -..:h•tnblll(SJ 1..·011· 
trulling -a E i .. ururn1 exPn:-; .. il1n """'1th1n lhi-; pi..-n1..-. .. I. T1..1 th1!<> 
cnd. lhc tv.o 1n.1uc .JE 1-;ufortll!'> \'l.Cri..· .:h.tractcn/cd. lhcir 
c'tprcssion p.itti:rn~ dunng. g.crn11n.111011 '""en: dctcr1111ncd. 
and thc rcgulator) k\'cl .tt 'l.\h1..:h ~ut.:h cxprc..·.,;síon 1s con· 
trollcú ''~ts anaf~L.i:d 

!\-lutcrials .und mcthods 

Diolo¡:icnl s,·!'>tcrn 

J\1,ai7c (Zl'U ma_\s L.) ~<.·cds uf thc l\1cxican c .... Cho.1!4uc1lo 
wcrc uscd for ali thc c""pcrirnent!>. Thc ~cds "ere gcnn1· 
natcJ by w;1tcr nnbib1t1on on moí!>turircd couon in thc <l~H"k 
at 25ºC. Aftcr thc incutx1til1n pcnod. thc cmhryonic •1:\.c~ 

wcrc manually c.,ciscd and rn.,ccsscd for protc1n or J{ N r\ 
C.'"ll;traction. For so1n1: CXJ.'lC.'.'rirn1:nts. tran-;cnrtion "ªs 1nhih· 
itcd by imbibing 750 mg of cn1bryon1c a-'.cs in 1 mi uf 
:x•am¡tnitin solut1on ( I:? ~tg rnl · 1 ~·arno.tnitin, S•!!m:t. St 
Louis. !\10. USA). Thc axes "ere furthcr g.cnnina1cd un 
basal l\1S nutricnt mcdium (l\fur;1shigc and Slcu .. -.¡: IQ6,:?J 

without hurn1onc!'>. 

Puritic-Jlion uf clF-4F fron1 n1ai.H· crnbr,onic ª'~ 

Embryonic a.,cs rcJuccd to a fine Pº" dcr with liquid nitro· 
gen wcrc mi,,.cd with J '1.olumcs of cold (4"'C) cxtn1ction 
buffer A (.20 m,\f llEPES. pH 7.6. 0.1''.·:, { ... ·\'] Truon :\'. .. Joo. 
100 m.\/ KCI. JO''-., (v '1 g.lyccrol, O.:! m.\/ EDTA. 2 .. 0 m.\f 
DTT • .:?.O rn.\/ Pl\ISF. SU m,\/ /l-1:!yccrophosphatc • .S m.\/ 
NaF: all from Sigm¡1). ornd onc litblct of protcas.c inh1bit0rs 
(Complclc Tl\f. R,1chc Diagno!>tlc:., Gmbl-I. J\.1annhcim, 
Gcnnany) pcr 50 mi -;olu1ion .. Thc c"tract was clarificd by 
ccntrifugation for ~O min at :!0000 g in a Sorhtll typc :?O 
rotor ;:ll 4ºC. Thc postribosorno.tl supcrnat0tnt was fr.;tclion· 
atcd by affinily chrornatogr¡1ph) w1th 7 mGTP·Scpharosc 
(Sigma) uccording to thc mcthod of Zap<1to1 et al. ( 1991 ). 
Thc cJF-iF cluatc wa!' cunccntrati:d in Amicon-Ccntricon 
10 filtcrs (J\..1illiporc Corporation, Bcdford. t-..1/\. USA) am..I 
protcins \'l.Crc quantific<l by thc Uradfor<l mcthod ( Bradford 
1976). Thc protcins wcrc analy.a:d by onc-dimensional SDS
PAGE and Coornas.sic staining. 

;\Jui7.c clF-0' uclh·iry r~r 

Kits for in vitro translation (Roche Oiagnostics) bascd on 
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whc.;1t gcnn t..".'1.lract ¡\\/C"il:) ,,r rabhit rc11culoc}tc: lr1oatc 
IH.RI..) wcrc u~cd Thc tr"iln~l¡t11u11 1111"1.lUJ'"C conl•llnt..•d thc 
.. 1aru .. h1rd 1...·1anp .. u1cnt!'t rcco1111nc11dcd b) thc rnanuf;1cturcr. 
im.·lltding ('~SJ·111cth1t1rt111..- t.1 7 /\1By rnl 1

• ·""cw l:ngland, 
l)(n.1,1n, l\f,.\. USA! ,111d 5 pg of toha&.:l:o rno~•tic virus 
lTl\fV) mi{ NA Dcpl.:t1•1n uf cll·- • ..JF v."'" ;1ch1c,rd 111 b~1tch 

hy thc .1dd1t1on of 2 \PllU1lL'" of c11hcr \\'CJL t>r l{H.I. (.•llto 

1 \olurnc..• t•f -tnC~ J J' .. Scpharo.,c, gen ti) av,1latc..·d llll 1.;..·1..• for JO 
1n1n ""J""hc unh.iund fra..:t11•11 .. ,"""'., r1..·..:n\c1c<l h\ a hncf ccn· 
lnfugatllln 111 .1 r111cr.1fu~c. Thc el l··-ll-·di:plc1~·d ') .. u:rn "ª~ 
rccon~t1t11tcd .... 11h n1;.a1.1t..· t..•IJ-"-41· h) adding a qu;1nt1t)' c11rrc· 
.,p,111d1ng to th;.it o( dcplclcd el F--JJ· to thc lran.,J;ttion 
llll'l.turc. Thc tr>1n .. l.t1111n .11.:tn•lt) ._,¡¡., Uc1crn1111cd u1 1-pl 
aliquo1-; of thc 1r.u1 .. latíon rlll"I. talen oll thc 1ndu:atcJ t1rnc!lo, 
h) 1nc.t~u11ng TCA·pri:t...·1pit;1hlc rad100.1ct1\1ty in ;.1 l1quid 
~c1nt1ll,ll1nn countcr e l..S 6000 IC, B1..·..:l...1nan. Palt1 /\lto, C...'A. 
USAJ 

C"";d c:h .. -clrophor~i!'t und , ..... .,,,u:rn hluc 111rnl~,¡._ 

Eithcr 10 pg of tot.;1) prtltc1n fron1 thc <.•IF-..JF clu¡1lc (i~o
f1..•nn id1..·nt1lk·<1t1on) or thc total i:IF......aF clu~lfc from 100 
cn1hry,•n1c a.'l.CS (d1ff"cn:nt gcn11111at1un pcriodsJ w.;is loaJcd 
OJJlll a 1 J''. ;, S[.JS oll.'?) l;un1dc gel. ,.\ftcr clcctrophorcsis thc 
protcin \\-as tran.,frrri:d to l1nn1obih•n polyv1n)lidcnc di
lluoridc (P'\'DJ--, mcmbr.1nc (~1illiplHC) u ... ing thc ~cn11·dry 
tr.tn~fcr !<>)-.tcrn for 1.5 h at 1.5 rnA cn1 : cr-..tandicld 199-'J .. 
Follo\o,.tng lransfc..·r. thc..· hlut., \\ere blL11,:lcú for 1 h ~1lh 5·~;. 

fw \}mili... in TBS (0.1";, (\ \'j T\\t:c:i :?O. 0 .. 15 ,\! NaCI. 50 
111.\f Tr-1 .. ·!ICI. pi 1 7-l) o.tn<l 111cuba1cd at 4ºC º'L"l"lllght \\Jth 
thc prrn1.1r) ant1hod:_. ;1t l:IOOU úilu11on Thc blot~ \o,.crc 
\\,t:.hcd un..:c \\1th TBS and 0111.:c \\Íth TUS plus 1 .\/ NaCI. 
anú thcn 1m.:ub.1tcd \\-Ílh go~t Jnti·rnuusc horscra<l1sh pcro:lll
iJ.1-;c·1...·(llljU!!.llcd anlihndics fBi(l-Rad L.1h, Jkn:ulc-.. Ci\. 
US;\l for ~ h .. Thc ..,1gnal \"ª"' Jc1cc;..·tcd by chcmilunlincs
ccncc CECL ")'stcm. r\l'B1ntcch. tJpp'>ala. S\\.cdcnJ. Poly
clonal ant1bodic.,; r;.11.,cd again:.t whcat gcnn rccon1binant 
p:?6 ;ind p:?S .JE 1.,,ofonns wcrc S...1ndly supplicd h) Dr K .. S. 
Bro\\ltÍng. Uni,cr!->Íty ofTcxas, i\u:.t1n .. Thc bloi.. uscd once 
(i.c. p16 anti:.crum) \\ere ._,a:-.hcd v.ith J !-olution Clll1to:1ining 
.:?";, SDS. 100 m.\f fl-rncrcaptoclhanol. 62 .. 7 m.\/ Tn~-JICI. 
plf 6.7. fe.." 1 h at 55ºC. for n:probing ;:1galll!>l ;.1 diffcrcnt 
primary antlbody ti.e. p:?S .:1ntiscrumJ. 

In ,,ho J~'SJ·mcthioninc pul-"»C labclini;: of dF-U-::. prolcins 

l\la1zc sccds "ere: gcnnin;ltcd for 3. 6. 9 and 21 h .. r\t thc cnd 
of cach ~riod. 100 cmbr)onic a.xcs wcrc cxciscd and incu
batcd in lhc prc!'>cncc of 11 .. 1 1\1 Bq l '!-S]-mcthioninc for 3 h. 
Thc cJF-iF cornplc""cs "ere isol.atcd and clcctrorhorc~cd as 
dcs.,;ribcd prc\"Íously, transfcrrcd to PVDF rncrnbrancs. cn
hanccd by fluorogn1phy with .-\mplify (APlliot<.·ch). and 
cxposcd to KodaJ.. )•1,'...n.1) film!<>. 

RNA isuhuiun und blof h)bridization 

Tolal RNA was isolatcd by a onc-stcp proccdurc as de· 
scribcd by Chomczynski and Sacchi ( 1987). Polysomal R NA 
was obtaincd frorn 6 to 24 h gcrn1inatcd crnb?)'onic axes as 
prcviously dcscribcd (Bcltri:'m·Pcña el al. 1995). From each 

l'h,.,.wl r~nt 1117. l<JIYY 



RNA sumple 30 µg w;:1s dcnaturcd, si,...c-fr;:u.:t1on.ucJ un 
l.3u/,. fon11aldch)dc-<.1g;1r{lsC gdo¡. transfcrrcd to l-l)hund N 
n1cmbrancs (APHu.Ht..·i.:h), and i.:ro .. :o.-lmkcd by UV light. Thc 
filtcrs wcrc hyhru.fi,..cd U\cr·n1ght <.ll bSºC.' 1n .1 sulullon 
cnntaining 7''.;, SDS, (t.~5 .\f plH .. 1 .. ph.11c buffer pi 1 7 o. 0.h 
n1.\/ EDT./\ and 1•·.;, [,,. ,¡ BSA. T"n i.:D!'\IA prohc:o.: HlJ.J5f• 
nnd S.JY5-I Ctlrrcsponding 11...1 p:?6 l·-U.:) o.1nd p:!S l-1.,(-.4J::t 
from rice (liuJly supphcd hy thc 1\1...\FJ-· l>:-..lA n.rnl... 
Jafl'ln} '"ere f 1:?PJ-bb4..:k·d b) thc Klcnow rc¡1..:-tit.H1 u:o.111!--: 
r.1ndo1n prin1ittg (NEN'!> Raru.k•n1 Pnnu:r i-:,tcn~1011 Kit, 
Boston, l\1A. USA L Aftcr l.1tx·lm!! ~m<l DNA punfo.:.111011, 
both probc:s .. h<.1" t.•d -"Í1111l;:1r _..pccalic acll\ llics. Thc hlot:. 
wcrc washcd twii.:c 111 .2 ... ssc- ;it rot11n tc111pcr.1tun:. <.1ncc in 
1 X ssc al 65ºC and OIH:C 111 O. 1 .. ssc .tt 65"'C' 

Chaar¡¡ctcrization oí tnui1c dF~E :,111d cJF-i .. t>oaE 

Thc c1F4F ¡1nd -1so-lF complcu·.; purificd ftom thc po!>lri
boson1al supcrnat.;1nt of 1na1.J".c c.,lr<lCl!o, \\ere :o.ho, .. n tu be 
mainly composcd of two doublc1s. thc lirst of I0.:!-90 kDa 
and thc second onc of 3.:? 30 kDa protczns, plus a f¡unt high 
molc:cular·mass band of about :!.:?O kDa (Fig. !41). Tia: 
clcctrophorctic pattc-rns !>hº''" n by thcsc complc:o;,cs \\ere 
csscntially thc s.;1n1c in qu1csc1.."nt and gcnninatcd cmbryonic 
axes. Immunological idcn11ficatitln of thc clF-H: pol~¡x-p
tidcs was obtaincd , .. ith ptll~donal antibod1cs ag:amst rc
combinant whcat gcrn1 p~S (-i~t-.4E) am.1 p.:?6 1--lE) protcins. 
Thc d;1to1 sho" 1hat thc 3:?-h. D~1 h;.1nd ct.,rrc..,ponds to tn;IÍ.J".c 
cIF-iso-H!. "hcrcas thc '""hc.;1t gcnn ant1-p:!6 .ant1body rt.· ... ·•'!!
ni7.cd two pcptidcs fnlnl 1hc n1.;1uc c.xlract in thc rcgion of 
30 kDa. C(ltrC5Jl0tH.Jmg thc:n to el F--lE (Fig 1 b). lt is 

1ntcTc~tmg to !>trcss that aftcr l.:? h of gcnnina1ion thc: -iE 
lc,cf incrca:o.cd. "hcTc<i!o thc -1 .. l...iE lcvc:I \\<JS high anc.J rc
m.11ncd .11rnt•!'>t unch;.111gc..J dunng gcrrnin.ttion. /\.t thc cnd uf 
gcnrunath>n li1ppn1,11natcly 2..a h) hoth Í<;.ofi•rrn... \\·ere 
pu: .. cnt ;11 h1gh an<l co111p¡11·.i1hlc Jco,. ch 111 thc axes ( Fig. 1 b). 

l\ta1 ... c 1.:11---H· Cl1n1plc, 1111,turc pun!icú frorn :::!:4 h gcrrni
n•llcd ·'"..'!'> \\il~ tc ... i...·d fur il!<> ;thil11y to !>Upport prutcin 
"}nthc .. 10, 111 ..in 111 \1tro tran .. l;.111011 ~)''.'>h.'fll cornpo.,,cd of 
clF-41·-dcpktcd \\'GE or H.RL. ¡¡nJ Tl\.1\' 111RNA. Tran'.'iola~ 
lÍlHI .;1¡,;(l\"lt\. dcl..""l"C.1"Cd 1n thc clF--lF-Jcplctcd tran~l.;ition 

'>}"'>lt."'ln .tfh.I ·\\·,1s n:!'>ton:d hy thc i1dd1tion of thc rna1~c el F-iF 
fact1.1r'.'> cl-"ig. lcJ 1\1.iu..c cJJ-·-.. u: ...-innplco;,cs rcston.:d transla
t1(1nal .1l.'."ll\ it)' more cfficicntly in tkplctcd \\'GE than in 
dcplc:tt:d RH.L f<JO \Cl"!'>U' 7:!"-;., .t'.'> _judgcd by thc initial 
.. 1.,,'lf.." .. ). 

U1.• noH1 !tt~nllu.•'h of l.'IF~E ~md -i .. o4E durini.: maize 
i..:ennin;.arion 

H.cstnctcd .1..-;.11f;:1bd11y of clF-4E to form thc cJF~F 
funct1nnL1I complcx h;.1s bccn found to be a kcy point in 
rcgula1in~ tr;:1n:o.Jation for many cukar)-·otic cclls (Rhoads et 
;.11. 199-l, Rau et al. 1996). Thcrcforc. thc rntc of -IE and 
-iso..lE de nt.l\.(l ~yn1hcs1s was n1c;:1surcd by pub.e l;:1bcling 
co;,pcnmcnh and furthcr 1nonitoring [1'"SJ-mcthioninc incor
por.:1t ion in10 cach i~ofonn <luring thc proc:c!>s of m.:tizc 
!!Cnn1nation. De novo synthcsis of thc pcptidc in thc 32-kDa 
rcg1on w.il ... dctcctcd ¡ti carly stagcs of gcrrnination (6 1.2 hJ 
.tnd continucd to incrca ... c showrng a rnaxifnurn ~1ftcr .:?4 h of 
gcrminatwn ( Fig. ~). In contra~I. synthcsis uf thc 30-kDa 
pcptidc Wil'.'> aln1ost undct<...""'Ct¡1blc during carly gcrrnmation 
but incrca~cd to\\¡1r<ls .:?4 h ofgcrmination (Fig. ~).A l;.1bclcd 
pcptuJc ¡tho\c thc J.:?-1..l.Ja rcgh."1 o.tb4..> ;.1ppcarcd in thc 

Fig. J. An;d~!>I:. tll clJ.--:E pr••lr:1n .. 
fron1 tn.tUC <4UIC~Crll ((J h 1 .111J 

gcrm1n;.i1c-J t:?.-' h) ..:-tnhr)t•n1..: ª'e' t.11 
Gd d<.."l:lrnpht•fC"!>ÍS (>f ~n1GTP-li1r1d1ng 
proteins !>la1ncc.J \Hlh Co(•111.1:.:o.1L" hluc. 
uppro:o;,irn.1tcly 10 ~•!-!' of tt•l.11 protc1n 
\.\as loadcd pcr J.111c Tho.: 1n.1J,n 
con1poncnl!> ...-.f thc ~1nGTP-clua1c 
(p:!:!O. plO.:!. p90. p:l:! &tnd p.lO) ;ue 
md1ca1cd. lb) \\!estero hlo1 .ti J11lcren1 
gcrmut.tllL•n :.tagc:o.; cJF-:F ob1.11nC'd 
from 100 cmhryon11: a.~c:o. gcrnun.Hed 
for 6, 9. 12'. .1nd .:!-' h wa:o. probc:d 
again:o.t clF-i:.1-"14E 1dllut1011 1·1000) or 
elF-4E (dilu11nn 1·1 SOOI "hc;.11 gcnn 
rccon1b111an1 pro1c111~ . .-'\. rrow!> 111d1catc 
lhc maii:c cJF-1!>(4E and c1F-4E 
pcptidcs. Nu1nbcr~ rcfcr to houn. of 
gcrmination. (cJ clF-u~ &•Cll'-11)" durin_g 
in v1tro 1r;.in"'l.i11on of T~t\' mRNA 
lcstcJ in \\'GE or RRL. 

a Oh 24h kOa b 6 9 12 24 
kDa 

RcconstJIUlion "1th n1ai..zc clF--lF 
complc~cs Wa!> pcrf1lrtnc<l by adduion 
of O.S µg of thc 'mGTr cluatc. ce:) 
elF-4F-undcplctcd :'>)!>ICTTl, ( ., 
clF-JF-cJcplctec.J "'Y"lcm; <Y) mai7c 
clF-4F-~"''ºrcd !>\.Stcn1. Thc 
tr.1nsla1ion rute"' ~ere cnkulatcd front 
lhc :dope!> uf 1hc corrc ... pnnd111g curves 
For compari!>on. 1hc un<lcplclcd 
S}"'Slcm ""¡Is takcn ;1s 100''-;, \!crllcal 
bars reprc:o.cru so calcularcd from 
lhrcc 1m.kpcndcn1 é"'tpcrimcnts. 
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6 9 12 24 kDa 

- -.. · .. - 32 """"~- 30 

Fig. :.!. De 110H1 ,,y11lhe"''"' ofcll---1 .. 1HF .1nd clF-4E ¡~phJc,. du11n!! 
gcnn1nauon. l\la1rc ~ .. h "en.• ~crn1111.1tcJ f11r 6. 9, 11 011H.J :!4 h 
The cmbryomc ª'~ wcrc C'\l.'.1-.cJ .1nd 11u.:uh.11cJ "1th 11 1 l\1B") nf 
[''S}-rncth1un1nc duran~ thc J.1st 3 h Tlu: cll .. -&I: l:tHnpk-ll.c,. "ere 
purilicJ b) 'mGTP-ulfin1t) dlrt•nl.1tugr.tphy, rc ... •l,,cJ b) SDS
PAGE. bk•th."Ú unln J•VDF nu.•mhr.i.nc, 01nJ .1n:11)7C'd h)> fluoro~r.a
phy. Arro'IA.·io lll<.flc¡1tc the clF-h1WE .1nJ c."Jl'-41'. JX"f"IH.h.· ... Nurnhcr,. 
rcfcr lo h11un. of ltCrtn1n,1ll1•n E .. !!>Ctlll.ilh thc ,..111u: rc .. ult ... "ere 
ub1a1ncd fr11n1 1-.....1 1ndcpc11Jc-nl c.-'pc..•riruerlt,, 

tluorog.raph)'. Y.h1ch ""'ªs nol C\.11..h:nt 1n <...ºounta,.,1c ,.t~uncd 
gels or "cslern hh•h 1 F1g la,h) Thi.. pcplu..lc rnight conc:
spond t-.J .u1othcr i.;.;.1p-b1n<lmg pnltc1n (nC"BPI Uc:-.:nbcd for 
.·frcJb1dopsu in :.nt;.'11 .unnunh. "hich ho\\c\cr. Uuc:. not 
cross-rcact '"·ith thc antt!>C'run1 otgaan:.t clF-H-.: or i:IF-isc..ME 
(Ruud et •ti. 1998; Fag.. lb). At thc cnd of thc gcnnin..ttic...,n 
pcriod. ["'..,SJ-mcthioninc 1ncc..lrJXlr;.1t1llfl 11110 the 3~-J...0.1 hand 
was much l;.1rgcr than thc l•nc c..lh ... cncd 1n thc..· 30-J...Ua 
protein (p3! p~O ratio: appun.1m.1td)- fr5) ª' dc111on!'>tro.1tcU 
by tite dcnsitotnctrk ;.1nal:,.:-1s of thc film (rc,ult., not .. hunn) 
Thcsc data indu:;1tc th;.11 :.\nthc..·:-1., .uH.I .1ccu1nul.1uc..•n l">f thc 
two 4E i~oforn1s c..-x=cur otl c..i1ffcrcnt r.1tc'> dunn¡! !!Cnn1n;1t1on 

'.\.laiLc c1F-4E and clF-i-.cME lran-.cripb durinJ.! J.!c..•rmination 

cDN/\.s for \\h.:at gcn11 and rice -4E ;.1nd -1:.v4E pnltc1ns 
hu\.e bccn prc'-ic..lu!<>I:- chnu:d anU 'cqur.:no:<l (.-\llcn et ;.il. 
1992, ~fct.J: et al. )99~). Thc .11nuH1 add !->c:qucncc !>in1ilarity 
belwccn nc.:c .ull.J \\.hc:at p~6. ur p~8 protc:1n-. 1s ~1bout 8t1:,., 
(Browning 1996). Bascd 011 thc-.c d.tt:.1. thc cDNA done!> 
from rice p~6 (-1.E) .;.1nd p~8 <-is1..WE) protcm ... kindly sup
plicd by thc ~fAFI-' DNA B.mJ... o..lf J.tpan. "ere uscd to 
dctcct thc trans'-·ri pto;; of thc corrc:.ponding. maizc isoforms 
by northc-rn blot an;1lysi~ 1n tola! RNA frun1 quicsccnt and 
gcnninating axes . .-\.n n1RNA of about 1.1 kb \i,.;1s rccog.
nizcd by thc -1:.t...'4E probc in 4u1c:..:cnt a'.\.c:. 1F1g. J,1). 
f-lybridi7 ... ation of thc !>Jmc 1rn:rnbranc \\·1th thc -4E probc. 
shoncd a smglc bilnd of ~1pproxi111;1tcly 1.0 kh ( Fig . .Jb. Jane 
1 ). Thus. hoth tran~ripts .1rc pn.-!>Cnt a-. !->lorei.J n1RNAs in 
mo.Ü.1'..C a.xcs. -iso-iE bcing mure abunUant lhan -4E. as JUdgcd 
by thcir band intcnsitics. Each mRN1\ isoform lc-..cJ w<1s 
unalyzcd in total RNA dunnl,! diffcrcnt !~cnnination pcno..-.;,.b 
(Fig. Ja). Thc an1ount <.lf thc cJF-iso-iE transcript dccrcased 
at 6 and 12 h of gcrmination \\ith n:spcct to thc lc\cl foumJ 
in quicsccnt axes (0 h). Later (hy ::?...S h). it incrcascd abo\e 
the original lc\cl of gcnnination (Fig. Ja). Thc -4E tran
script shc" ... ·ed a similar pattcrn. although at n:duce<l lcvcls 
(Fig. 3b). To determine ''hcther tr;.1nscription of thcsc 
mRNAs is rcle\"¡1nt Uuring. thc fir!>t 12 h of gcnnim1tion. a 
similar cxpcrimcnt was pcrformcd 1n thc prcsencc of ::r
amanitin ;1t a conccntration which inhibits more th;.1n 95º,1;, 
of R Ni\ synthcsis in gcrn1inating maizc axes ( Ueltrán-Pcfia 
et al. 1995). Undcr thc~c conditions, both transcripl levcls 

pr.u;tically unaffcctcd al 6 and 1 :! h of gcrmination 

{Fig. 3). Thu:o.. de llO\.U tran:o.cnpt1on of-io;;o-4E <tnd -U: n1o!>l 
prohably docs not o~cur e.1rl)o 111 gcnnination Cf1u1n 6 to 12 
h). or if 1t do.:s occu.-. tt c..h'IC' -.c1 ;.it n<:glag1hlc r¡ttes. ·111e 
incrcn1ent in clF-1"ME .1nd cll:-.u: 11.111.,c11pt~ at :!4 h uf 
gcnn1n.1tiun I!-> JJHl'>I pruhahl~ duc to de IH•.._o tr;.111"cnptio11 
of thc: cc..•rrc ... ponl11ng gene' lt ... huulU he poullcd uut that 
tran~ .. .-ript analy'>I'> \\lth :,z-,1111:11111111 tn:.1t111c..-nt ;.1ftcr thc tir~t 

h.:1lf or 11nb1h1tu111 ( !:! ~.i hJ 1-. 111c;.1n1nglc:.~. '1ncc 111.au.c 
gcrnnn;.tlion bccu1ne'> di..·p~:ndcnt ••Tl IH."\\ 1:,. !->} nthc:o.iJ":cd tran
~cripl!> and 1:- .. c\crcl) unpaircd by thc 1nh1b1tor. 

o 6 1 2 24 6 1 2 kb 

n-amanitln 

a •• -1.1 

b . ...,. -1.0 

- ·-185 

7 ~---------------. e 
6 

o 6 12 24 6 12 
o.-amanitin + 

• -iso4E (a} 

0 -4E (hl 

~--•g 3. Norihcrn blt•t an<il)!ol!'> oí clF-i .. n-H'.: anJ c1F-4E t_ranl\cripls 
HI thc tOtoll R ]'.;/\ pool frorn rn;u..-c ;1.'l(C'"~ dunng l!l!"rtn1nallon. Total 
RNA ohta1nc-d from n1.1uc c1nhr)u111c .iio;cs !!Cnn1na1cd foro. 6. J:? 
or ::?~ h w;.1'> rc!>~ll\.c::J 011 1.): .. h">r111.1J. .. ld1ydc::-ag.,ro~ !!d. bloucJ 
onto !'O)lon mcmhram: ilnd h:,.hn.JJ.7\!"J \\llh ncc p:?S (-i!>l-...tEJ cDNA 
(ut. or p:?6 (-4E) cDNA {b) . .:.-AnMni1in 1rcatmcn1 Jl 6 nnd 12 h (.>f 
i:cnn1n¡1t1on wa!> pcrfunncd d!<> dc"-Cnhcd 1n !\tatcriah and n1cthod:.. 
lnc ll•WC!<>t p..tncl correliponlh 10 n d1g1tahl'cd photogr.tph uf IHS 
riboi.om.11 RNA in lhc mcmbrJnc hcforc hybridi7.ation. al\ control. 
Number:o. rcfcr lo hour!> of genninal1on. Dcns1tomctnc mtalyi.ii. (C) 
w¡1J> perfom1cd with Ultro~<lll XL <Pharmm.:m LKR. Uppsaln. 
S.,.,,cden>. c_orrectcU for RNA lo•1d1ng ,.-ariation hctw(..-cn SJmplcs and 
c:tprcsscd 111 lhe gr:tph ns arbitral")" unib. 



Fig 4 Rccrui1mcn1 of the dJ··.,,.l"·H~ 
anJ elF-SE tr;1n"4nrb to pul)"'111nt'"' 
dunng p.c-r1n1n11llun l'1•li.·"onu.· .. "ere 
ob1aineJ frorn t.. I.:? .uu.J 14 h 
p.cnn•nalt"J 01:\C'"' anú pt•l:o>'•HnJI H.Nr\ 
WU!'> 11h1.1111ed lrUlll 1h1"' frllCllPU 
Nonhcrn hh11 0111.al)'I"' "";1 .. 1-...·rl1•nncú 
ni. prC'\."luu .. Jy lk-...:nbcd fur lL>tal H. NA 
~1nrlc.;. J l)hnJ1.1a11••n \\llh c1lhcr rice 
p1S (·1"'<>-IEl ,,;f)SA Id). ncc p1h 1·4El 
cDN.-\ (h). or 1n.11.tc m:sú r1t">11,.nn1;.1I 
pru1e1n P~ ct:>Nl\ 1c1 "'"'"' pcrfunncd 
Thc Jowc:.I panel ~orrc,.p1>11J,. tu 1 SS 
n™•Mirnal R :-.:A h.1,iJ111g ª"' ..:onlrul. 
lknMl0111ClrlC ;Ulal)"'"' (JI ....... ,. 
pcrforrnc-..1 .1nJ C"tf;pri:"'''-"J 111 thc gr;1ph 
ª"" ÚC'"'·•."r1hcJ m Ft)? .1 
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Recruitment or -i.so4E and -iE 1raJL...crip1s into pol~!i.oml.-s 
during maize i:ermination 

Rccruitmcnt of-iso4E und -4E mRNt\s into thc pol}:.omal 
fraction '-''US ccstcd by nonhcrn blot analysis of polyHlmal 
RNA samples takcn •H 6. 12 and .:!4 h of gcnnination. 1t 
should be pointcd out thac quicsccnt ;n.cl> do not cont.1in 
polysomcs and thc pol)·somal fraction formcd during gcnni
nation rcprcscnts only up to J ·· 5'~';, of tot¡t) nbo~on1c popu· 
lation (Sánchcz de JnnCnc.1 et al. 1981 ). Thcrcforc. 
transcripls rccruitcd in to thc poi) so111al fniction reprcscnt a 
small conccntratcd fraction of the ccllul••r rnRSA .... Thc 
-iso4E transcr-ipt prc~cnt 1n polyl'ootnal RNt\ \\OtS low 1n <1 h 
genninatcd axes and im.:rca~cd rapidly to rcai.:h high Jc .. cls at 
12 and cvcn highcr at :'.!4 h of gcrrnm;1t1on (F1g . ..t•t) In 
contr¡ut. thc -4E transc:npt lc"cl "'".;ts low dunng thc fir-;t 1 :'.'.! 
h of gcrmination. as ~ho\\ n b) º' crc,po~urc of thc filn1 .. but 
incrc;.1scd by 24 h of gcnnu1ation \\hcn r_1c\\I)" synthc"i.17c_d 
transcripts \\ere ;.1va1lablc (F1g. 4bJ. Dcn!!.1tornctric <1nalys1s 
of thc Cl.'ll'"l""C:!>pondmg bands inUi..:o.1tcú 01b,1ut a J-fold incrc· 
ment frotn 6 to 1~ h f,.,.r ·iso4E transcnpt into polyso1ncs, 
'"'hcrcas thc incrcn1cnt for -4E w.;1s about 0,5-fold cFig. 4d>. 
The rccruitrncnt pattcrn of anothcr stored tr.1nscript. cnco<l
ing thc P.2 acidie ribosom¡tl protcin (L. l\fonloy•1. R. Aguilo:tr 
and E. Sünchc.t: de JimCnc.1 .• unpubli~hcd rcsults). was testcd 
as control. Ncglig:tblc P.2 mR N/\ poly!'>omal rccruilmcnt was 
observcd c~1rlv m gennination. but clcarly dctccted in thc 
24-h samplc -( Fig. .te). This pattcrn. similar to thc -4E 
transcript rccruitmcnt. but differcnt from thc -iso4E onc. 
indicatcs two diffcrcnt c:,press1on pattcrns for thc storcd -4E 
and -iso4E tran.,cripts during mai.t:c gcrmination. \\.'hcreots 
no sub<itantial chang.c.<. in -lE transcript rccru1tn1ent occur 
carly in gcrmination (at lcast untíl 1 ~ hJ. 1hc -isa.iE trnn
script shows spccific polysomal n.~ruitmcnt du.ri_ng _thi~. pc
riod. Such a distinctivc pattern of mRNA mob1Ju.at1on 1nto 
polysomcs strongly suggcsts that c.xprcs~iu~ of thc storcd 
-iso4E transcripl is up-rcgulatcd .at tn1n:<>laltonal lcvcl cotrly 
in gcnnination. 

Discu.'L....;ion 

Expres..-..ion patterns or maiLe -i-.o4E and -iE during 
germination 

Two diffcrcnt trJnslationally active i!>ofonns for thc initi;ition 
factor 4E "ere found in m;ii:.-.c axes from quics.ccnt and 
gcnnin;iting :!>CCds ( Fig. 1 ). as similarly rcportcd for othcr 
plant ~pccies (Browning et al. 1992). Unlik.c the pcptidc 
idcntificatton for the cJF-4E isofonn th.ou shu"cd two pcp
tidcs. only onc: 111t:ssagc for thi,. il>ofonn was úctcctcd in thc 
¡axes from O to :!4 h ofgcrmination <Fig. 3) .. This sugge.'.ts that 
thc !><:<:0111..J f"l'.!"plldc ob~n.cd by \\C!'>h:rn blot probably corrc
... pnnds to ;.1 post·tran:.lallonally modificd sub-p1..,pulation_(i.c. 
b} phu~plH•r~f,1t1on) of thc s;unc JO.kl.:>a 1o;;oforrn (Gal11e et 
.ti. 19')7. r..tanJun;.1th et al. 19')9). Rcl.1tcd t<' this. man:
rcport..., rcfcr to p11~t·tr.;tn~lat1on.tl n1ud1fic¡1tion~ uf thc .ti-: 
f;.1ctor, m,11nl} by phosphorylation ( \\'¡1:.k1cwic-.r et al. 1999 ). 

De"º'"º S)nthcsis p;1ttcrns for thc two ..tE 1-.of0nn.,. showcd 
intcn:sting diffcrcm:c ... : el F-i.'.ll-lE .'.ynthc:!>IS is fa,.t from carly 
gcrn1inat1on (6-1.2 h). whcrc;.ts dF-4E rc!'ult ... hart..lly labclc.d 
within this pcrÍlld. ;1s indic.atcd by in vivo protein synthcs1s 
cFig.. Z>. and corrobor.1tc<l by in "itro c'pcrin1cnts (rcsulh not 
shown). Th1s was in corrclalion \\."ith thc diffcrcnt -lE and 
-i!>o4E trnn!>cripl lcvcls found in maizc 01xcs (Fig. 3>. llo\\"
cvcr. the protcin 01ccurnulation p:attcrns do not n1.;1tch thcsc 
rcsults (Fig. 1 b). \\'hcrcas thc el 1--.iso4E factor sta}s constanl 
during gerrnination, its translation incrcascs continuously. 
suggcsting a high tumovcr for thil'> protein. In contr~st. _thc 
clF-4E factor sccms to be stabili:r.ed carly in gcrmmauon 
bcforc 1ts rnRNA is signific.antly recruitcd into polysorncs. 
and m1ght he accumulatcd by transcription·tr:.1nslation to
wotrd thc cnd of germination CFig. 1 b). 

Diffcrcntiul n.·i:ulation oí rnaize e1F-~o4E and -41::: 
tr.ans.cripls 

Transcription of -iso4E and -4E docs not sccm to be a main 
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c ... ·ent dunng thc tir .. 1 I:! h of germ11wthH1. !<>incc tia.· rnH.N/\ 
Jc,,·els fur buth isuli:1ntt!t are not 1..· .. 111-.1dc1i1hh .1l!cn:d h.., 
2-an1ani11n :.11.kf1tn,11 ;1111..t thc\ rcn1.1111cd o;te;u_i-.. tx·t\\r..•r..·n (, 

und 1:! h uf gcrnlin.uwn (Fit:~ J) Jt._,"l."'cr, -.pc..:1..·1fi('. 1l."i..·1u11-

ntcn1 t.."lf the _,,._....;E znR~A lllh' thl.'" pul):-.orn•il f1a'--·t1un \"';1' 
obscrvcd during th1s pcrllxf (F1i:. -l.1). 01nd "·h 1H1t C\1<l.:nt 

for thc -IE 1t•1no;i..·npt tF1~. 4h). Thc-.e d.11.1 :-.uggc't tha1 
maizc c1F-i!to4E. but 1u11 clF-U-'.. C'-pn.·,,¡._,n 1!'> tr.1n-.lauon

ully rcguliltcd c<irl~ <lunng g1.""nnin.u1o..111 (ti J:! hl. On thc 
c."'lthcr hand. although tra1hl.t11nn¡¡J p._1!'.t-tr.1n~la11nn;d ú111-

trol for thc clF--JE ísc.if._1nn ...:.u1not be..· c'dmJc..·d. lis c.o;.prc:-.
sion !tCC1t1s ntnst hl..d)' to he f,11c undcr tr;1n, .. :npt1l•n.al 

regulat1011 during gcnn1n.1t1c.111 Th..,, 1ntcrp1e1atH•n '' ~up
portcd b) the l.1rgr..· 1m:r1..·a~ ... • 111 ... ·11:_41: tran,1..·npt at :!4 h 
(Fig. )b) that cc.1rrcl;atc.'"!> \\1th the de ll'-''º prn1c:1n ..;;.nthe,1..; 
pattcrn ohscr,cd fl-.r tJu., l'ó••furrn tl·t!!. ~I 

Rccc:nt fCpi.•rts (lfl tr.1!•1.l,1p•1.\ .tnd 1..·1..·1·c.1I .. h.1\.1..' d1..·nh•n

str~lled ditTerenl1.il -U: 1 .. ur..1rn1 C'lprc~..i1..•n 111 d1lfc.:r1..·nt pl.int 
tissucs and devclcopn1.:nt.tl ~t.1!'.'-'~ ¡(J.1!111..• c:t .11 l'J'J~. H.o
driguc:r. et .ti. 199S) Thc clF-1-.0-U: .1nd -41:: <l1~1u11:t1H.' 

cxprcssion patterns founc.I 111 rnaue ,1,c..,; 1n1!!ht be c..if p.1rt1cu

lar rclc..-o.1ncc in ,gcrn1111at1<.>tl. ~1111.::e it ha' hccn dc1non,u·a1r..•d 
th;:at storcd n1RNAs C<.1nta1n i.:.1p-d.:pc..·nd1..·nt ,ts \\1,.•ll ¡¡o; 1c,~ nr 

non cap--<lc~n<lent 1nJ-t:•..i,\ ~ur.p .. 1pul,11u.1n.., cS.ind1c/ <le 
Jirnénc..-: et ~1l. 1997). Th1..·1cforr..·. U1lfcrcnt1;d c..·,prc .. ,1011 fur 

thc: two i~olUrn1' of thc 4E tr.1n!'>l.111c.•n f,1ctt..1r 1111!-!ht prr..n 1c..lc 
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CAPITULO 111 

REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL FACTOR e1Fiso4E DE MAIZ A NIVEL 

TRADUCCIONAL 
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3.1 MATERIALES Y METODOS 

Los materiales y métodos utilizados en este capitulo están descritos con detalle en el 

articulo que se anexa a continuación (articulo 2). Las metodologías adicionales que no 

están incluidas en este articulo se describen a continuación. 

3.1.1 Inhibición de la transcripción por a-amanitina durante la germinación. 

Se tomaron 750 mg de ejes embrionarios procedentes de semillas de maíz, variedad 

"Chalqueño", y se imbibieron por 5 min en una solución de a-amanitina (12 µg mr') 

mediante aplicación de vacio. Posteriormente. los ejes se sembraron en medio MS 

(Murashige & Skoog. 1962) libre de hormonas y se dejaron germinar por 6, 12 y 24 horas. 

3.1.2. Estimulo mediante ácido indol acético (AIA) durante la germinación. 

Se germinaron aproximadamente 100 semillas de maíz por 24 horas. A las 22 h de 

germinación se extrajeron los ejes embrionarios y se incubaron en presencia de medio 

MS (Murashige & Skoog, 1962) solo (control); medio MS con 200 µM de AJA o medio MS 

con 200 µM de Dicamba (una auxina sintética). por las restantes 2 h. 

3.1.3. Análisis de mensajes a nivel de ARN total y ARN polisomal. 

Este análisis se realizó según las metodologías descritas en el Articulo 1; Capitulo 1. 
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3.2 RESULTADOS 

Los resultados descritos en esta sección indican que la isoterma e1Fiso4E, a diferencia de 

la isoterma elF4E está sujeta a control traduccional durante la germinación temprana de 

maíz. Los niveles del factor e1Fiso4E dependen de una activa síntesis de novo de su 

protelna, la cual está regulada a nivel de reclutamiento de su ARNm a polisomas para su 

traducción. En este mecanismo de regulación participa una via de transducción de 

señales similar a la descrita para insulina en mamíferos. Sin embargo, a diferencia de los 

mamíferos, en plantas el mecanismo de regulación no parece operar a través de 

proteínas inhibitorias que se unen a elF4E (4E-BPs; Figura 4, Capítulo 1). sino a través de 

un control traduccional sobre la expresión de e1Fiso4E que involucra la fosforilación de la 

pr S6 (Figura 4, Capitulo 1) y/o de otros factores que pueden estar participando a nivel de 

movilización de mensajes a polisomas. De manera adicional se encontró que el estímulo 

con auxinas durante la germinación de maíz también incrementa la movilización del 

ARNm de e1Fiso4E a polisomas. Estos datos señalen la posibilidad de comunicación 

entre diferentes vías de transducción de señales en plantas que podrían tener como 

blanco común la fosforilación de la pr S6. 

3.2.1 Articulo 2: "Expression of maize initlation factor e1Fiso4E is regulated at 

translational level" 
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Translational regu/ation ofmai::e e!Fiso./E 

Abbreviations used: CHX. cycloheximide; DTr. dithiothreitol; 4E-BP, 4E binding protein; 

RRL, rabbit reticulocyte lysate; rp. ribosomal protein; TOP, tract of oligopyrimidines; 

S'UTR. 5• untranslated region; WGE. wheat germ extract 
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Abstrnct 

Mechanisms for gene expression regulation at the translational level have been reported at 

specific developmental stages in eukaryotes. Control of translation initiation 4E factor 

availability by insulin/gro'vth factors constitutes a main point of translational rcgulation. 

The aim of" the present research is to understand thc rcgulatory mcchanism(s) bchind the 

differential expression of two main 4E factors present in maizc cmbryonic axes during 

gerrnination. De novo synthesis of e1Fiso4E initiatcs earlier and is f"aster than that of cIF4E 

in maize axes. Insulin addition to maize a..xes stimulatcd de no"o synthesis for the c!Fiso4E 

protein. but not that of e!F4E. Specific recruitment of the c1Fiso4E transcript into 

polysomes was observcd in thcse a..xcs after insulin stimulation. Inhibitors of" thc insulin 

signa! transduction pathway. wortrnannin and rapamycin. reverted the insulin effect. In vitro 

translation of maize poly A• RNAs by S6 ribosomal protein (rp) phosphorylated ribosomes 

demonstrated a strong increase in e1Fiso4E synthesis, as compared with its translation by S6 

rp non-phosphorylatcd ribosomes. Other mRNAs from the poly A~ RNA set. including the 

eIF4E mRNA. did not show differential translation in regard to the S6 phosphorylated 

status of the ribosomcs. The overall results indicate that e1Fiso4E. but not eIF4E cell 

content. is regulated by de novo synthesis in rnaize a..xes during germination. most probably 

by specific mRNA recruitrnent into polysomes via a signal transduction pathway involving 

S6 rp phosphorylation. 



INTRODUCTION 

One of the most important targets of protcin synthcsis rcgulation in eukaryotcs is thc 

translation initiation factor 4E. known as cap-binding protcin [ 1 ]. Plants ha ve sho~vn to 

contain two main different isoforms of this protein. narncd eIF4E and e1Fiso4E (2]. 

Differential cxpression pattems at protein leve! have bccn found for thcse factors al specific 

developmental stages [3]. Thc e1Fiso4E protcin is prcscnt at highcr lcvels with rcspcct to 

eIF4E in '-'lheat gcrm extract [4] and maize cmbryonic a.xes [5]. both rcprcscnting quicscent 

tissucs. In Arabidopsis tha/iana. it was dcmonstratcd that thc corrcsponding mRNA 

isoforms display diffcrcntial tissular distribution: c1Fiso4E is exprcsscd only in floral 

organs and dcveloping tissues. whercas cIF4E is in most maturc plant tissucs [6]. 

In severa! eukaryotcs. othcrs than plants, the elF4E free leve! is regulatcd by binding 

proteins (4E-BPs). which form inactivc complcxcs with this factor. Phosphorylation of thc 

binding proteins releascs the active 4E factor [7]. In mammals. the prcscnce of at least threc 

differcnt isoforms for 4E-BP has been reportcd (8,9]. Furthcrmore, in these organisms the 

enhancement or inhibition of cIF4E activity via 4E-BP interaction is regulated by hormonal 

stimuli, particularly insulin (10,11]. 

In plants, the mechanism regulating elF4E isoform activity is especially intriguing, since no 

4E-BPs seem to be prescnt in thcse organisms. It has becn proposed that regulation of the 

rclative abundancc of thc two cIF4E isoforms would account for diffcrcntial protein 

synthesis patterns associatcd to a spccific developmental stage or environmental conditions 

[3.6]. However, at present there is no information on the regulatory mechanism of eIF4E 

and e1Fiso4E activity [12]. 



During early maize gennination. significan! de novo synthesis of the eIFiso4E, but not of 

the eIF4E protein has been demonstrated. suggesting difTcrential mcchanisms regulating the 

expression of these isoforms at this devclopmcntal stage [5]. Previous work in our 

laborotory has shown that a mechanism of translational control regulates ribosomal protcin 

synthesis in maize a.xes. This pathway, which involves the enhancernent of S6 rp 

phosphorylation on the 40S ribosomal subunit, was demonstroted to be insulin-stimulated 

[13] in a similar manner as reported for other eukaryotes [JO]. Indeed, in animal cells. 

insulin and severa) growth factors/mitogens are known to stimulate this signa) transduction 

pathway that also induces preferential translation of the so-called 5'TOP mRNAs, 'vith a 

specific trae! of oligopyrimidines (TOP) at their 5'untranslated region (5'UTR). Transcripts 

encoding proteins of the translational apparotus. such as eEF 1 a and rp mRNAs ha ve been 

found among thc 5'TOP mRNAs [14-16]. 

Taking into account the apparent absence of 4E-BPs and the differential expression pattems 

ofthe two 4E isoforms in plants. it was considered relevant to test whether maize eIFiso4E 

and/or eIF4E cell content is rcgulated at the translational Jevel, by the signa) transduction 

mecbanism mentioned above. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Biological system 

Maize (Zea mays L) sceds of a Mexican land race variety (Chalquei\o) were used for ali 

cxperin1cnts. The seeds were germinated for 3. 6. 9 or 21 h by water imbibition on 

moisturised cotton. in the dark at 25 ºC. in an incubator (Griffin). The embryonic axes were 

manually excised and incubatcd for 3 h in sterile MS [17] liquid medium (1.5 mL g"1 axes) 

for each treatmcnt [ 1 3]. 

De no••o protcin synthesis systcm 

De novo synthesis of elF4E and e1Fiso4E proteins was analysed by addition of [3SS]

methioninc (11.1 x 106 Bq mL- 1
) to the axes in the incubation medium (MS), supplemented 

or not with insulin (200 µU mL-1
) for the last 2 h of" incubaúon. To inhibit de novo protein 

synthesis. 70 µM CHX was added to the medium during the same period. a <lose sufficient 

to block 95 % of protein synthesis in maize axes [18]. For sorne experirnents, the excised 

axes were preincubated for 1 h with 0.01 µM of either wortrnannin or rapamycin prior to 

insulin addition. At the cnd of thc incubation period. axes were washed and the eIF4F 

cornplexes (elF4E and elF4G) were purified by 7 rnGTP-Sepharose affinity chromatography 

as described previously [S] and resolved by SDS-PAGE. The paneros of de novo 

synthesised proteins produced under labelling conditions were analysed by fluorography of 

the dried SDS-gels. 

ldentifieation of proteins by SDS-PAGE and Western blot 

The 7 mGTP-bound proteins specifically eluted from the affinity column were concentrated 

in Amicon Ccntricon l O concentrators (Millipore Corporation, Bedford, MA. USA) and 

resolved by 13 o/o SDS-PAGE. Thc proteins were bloned onto PVDF rnembrane 
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(Millipore). which was blocked with 5% milk for 1 h. followed by overnight incubation at 4 

ºC with mouse polyclonal antiserum against wheat e1F4E or e1Fiso4E. kindly donatcd by 

Dr. K.S. Browning (University of Texas, Austin). at a 1: 1000 dilution. Thc membranc was 

then incubated for 2 h with anti-mouse horseradish pcroxidase-labclled conjugate antibody 

at a 1 :3000 dilution. lmmunodetcction was pcrformed by enhanced chemoluminiscencc 

(ECL) reagents (APBiotech. Uppsala., Sweden) and autoradiography. Thc 7mGTP-eluted 

proteins, as well as the total cytoplasmic proteins from maize extracts. were also blotted to 

PVDF membrane and tested against human 4E-BPI and 4E-BP2 antiserum (a gift from Dr. 

N. Sonenberg, Univcrsity of Qucbec. Montreal). at a 1: 1000 dilution similarly as described 

above. 

Polysomal and total RNA analysis by Northern blots 

Total R,"IA was isolated from 0.4 g embryonic axes by a procedure modified for tissues 

enriched in polysaccharides (19]. The method was essentially the sarne as described 

previously by Chomczynski and Sacchi (20]. except for an additional step after the phenol 

extraction. The last consisted of 1 h polysaccharide precipitation on ice by addition of an 

equal volume of 2 M KAc. followed by centrifugation at 44 000 g. Polysomal fractionation 

and further RNA isolation were achieved by the method previously described [21]. 

Polysornal and total RNAs were resolved on 1.2 % agarose, 6% formaldehyde gels. Twenty 

micrograms of denatured polysomal RNA or 30 µg of total RNA were used per Jane. The 

RNAs were blotted onto a nylon membrane (APBiotech), UV-crosslinked (UV Stratalinker, 

Stratagene, La Jolla. CA. USA) and hybridised with specific [32P]-labelled cDNAs. 
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l\1olccular probcs 

The cDNA probes used in the Northern blot analysis were purified as fragments from the 

corresponden! plasmids as follows: from S./95./, a 1.04 kb Sal 1 - Not 1 fragment containing 

rice eIF4E cDNA and frorn R0-156 a 1.1 O kb Sal I - Not 1 fragment containing rice eIFiso4E 

cDNA. donated by the MAFF DNA Bank: from OJA/2 a 0.55 kb Xba 1- Sal 1 fragment 

containing rnaize S6 rp cDNA [22], donated by Theresa Musket (University of Missouri

Colurnbia). The cDNA inserts were labelled with [32 P]dCTP by randorn prirning (NEN's 

Random Primer Extension Kit, Boston, MA, USA) according to manufacturer's 

instructions. 

In vitro translation cxperiments 

Rabbit rcticulocyte lysate (RRL) frorn the in vitro translation system (Roche Diagnostics) 

was ribosomc-deplcted by 1 h centrifugation at 250 000 g. Translation reactions werc set 

with this lysatc (40 % oftotal volurne) supplemented with maize ribosorne at 400 µg mL"1 

(rneasurcd by OD260). The ribosornes were obtaincd from eithcr 3 h-germinated embryonic 

axes (non-phosphorylatcd ribosornes, at the S6 rp), 24 h-germinated axes (phosphorylated 

ribosornes) or insulin-stimulatcd 24 h-gcrminated axes (highly-phosphorylated ribosomcs) 

(13,23,24]. Thc translation systcm WllS also supplcrnented with [35 S]-rnethioninc (3.7 X 106 

Bq rnL- 1
) and 8 µg of poly A+ RNA obtaincd from the total RNA pool of 24 h-germinated 

axes, in a total vol urnc of 1 00 µL. The translation reaction was allowcd to proceed at 30 ºC 

far 1 h. At the end of incubation, eIFiso4E or eIF4E proteins were purified frorn the in vitro 

translated mixture by 7 rnGTP-affinity chrornatography and dctected by irnrnunoblotting as 

described above. The label incorporated into each 4E isoform was deterrnincd by liquid 
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scintillation counting of thc corrcspon~ing band. Results werc correctcd with the valuc of 

[35S]-methioninc incorpornted into total proteins per each reaction. An in vitra translation 

control reaction for each maize ribosomc set was pcrformed with 2 µg of f3-globin mRNA 

and incubated for 1 h under the stated conditions. 
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RESULTS 

l\>1nize initiation factor iso4E, but not 4E, is dependent on de 11ovo synthesis carly 

during germination 

The elF4E and e!Fiso4E mRNAs and proteins were already demonstrated to be present in 

quiescent mature maize a.xes [5]. To undenake the investigation of the mechanism 

regulating the e.xpression of these factors during gcrmination. the lcvcls of eIF4E and 

e!Fiso4E proteins were testcd at 6, 9. 12 and 24 h of germination in the absence or the 

presence of CHX, an inhibitor of translation. Thc protein levels of these factors were 

estimated in the 7 mGTP-bound fraction of total cytoplasmic proteins obtained from 100 

embryonic a.xes. The eIFiso4E protein progressively declined at 12 and 24 h until depletion, 

when the translation inhibitor was present, in contrast to the steady protein leve! found 

under control conditions (Fig. 1). The accumulation of the elF4E protein was affected by 

the prcsence of CHX, however, its leve! remain constant under thc condition of translation 

inhibition at 9, 12 and 24 h. These results suggest high e1Fiso4E turnover during 

germination, and need of active translation to keep up the cIFiso4E protein leve!. In 

contrast, the eIF4E isoform displays higher stability and lower dependence on translation 

than cIFiso4E during the same period. 

De novo synthesis of the two clF4E isoforms was analysed in a.xes at early (6 h) and late (24 

h) gerrnination periods. After three hours a.xes e.xposure to [35S]-methionine, the translation 

initiation factors werc purified and resolved by SDS-PAGE. The correspondent 

fluorography showed that e1Fiso4E is actively de novo synthesised since early gerrnination 

(6 h) and this synthesis increased toward the end ofthe period (24 h) (upper arrow; Fig. 2a). 

The eIF4E protein incorporatcd the labelled precursor at 24 h or germination and at lower 
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levcls than e1Fiso4E. lt shall be pointed out thal both isoíorms contain equal number oí 

methionines per molecule [25]. 

Negative immunodetection of" 4E-binding proteins in rnaize tissue cxtracts 

To analyse whether 4E-BPs are present or not in maize extracls, immunoblot of total 

cytoplasmic and 7 mGTP-specifically eluted proteins from maize axes was performed 

against human 4E-BP antibodies (Fig. 3). \Vheat germ extract and RRL were also used as 

negative and positive controls. respectively. Results revealed the presence oí two main 

cross-reacting peptides for 4E-BPI in the RRL. as wcll as in its 7mGTP-bound fraction 

(Fig. 3; Janes 5,6). in accordance with results in thc literature [7.9]. However, cross-rcacting 

peptides with 4E-BPI antibody in both. the 7 mGTP-bound fraction and the total 

cytoplasmic proteins were not found for either maize or wheat germ (Fig. 3; Janes 1-4). 

Similar results were obtained with the 4E-BP2 antibody (data not shown). These data most 

probably indicate the absence of eIF4E or e!Fiso4E binding protein homologues to 

mammalian 4E-BPs in maize or wheat tissucs as previously reported [7]. 

e1Fiso4E de 11ovo synthesis is rcgulated by seleetive mRNA recruitrnent into polysornes 

Insulin and insulin-like growth factors are known to stimulate 5'TOP mRNA translation in 

severa) eukaryotes by transcript sclective recruitment into polysomes [ 16]. A similar effect 

has been documented in maize germinating axes [13]. Here. it was addressed whether 

insulin has any effect on either e1Fiso4E or elF4E transcript recruitment into polysomes for 

de 11ovo synthesis ofthese proteins in maize a..xes. 

Insulin addition to the germinating axes at two stages (6 h and 24 h) induced a Iarge 

increase in e1Fiso4E (35 S]-methionine incorporation, particularly at 24 h of germination 

(Fig. 2a; Jane 4). For eIF4E synthesis. however. the insulin-stimulation could be considered 



as low (Fig. 2a; lnne 3). The densitometric wmlysis of the insulin-stimulated label 

incorporation at 24 h showed a significant incrcment, of almost 4x for [35S]-mcthionine 

incorporation above the control. in the c1Fiso4E protcin. whcrcas thc labcl incorporatcd into 

clF4E was incrcmentcd at lower extcnt ( J .5x). considcred as non-significant from the 

standard deviation ofthrce replicates (Fig. 2b). 

The insulin-stimulated [JSS]-methionine incorporation into e1Fiso4E could be either the 

rcsult of increased translation by selective transcript mobilisation into polysomes or due to 

an increase in the total runount of the corresponden! mRNA in tissues. To discriminate 

between these possibilities. Northern blots were performed for both factors in polysomal 

and total a.xes RNAs. S6 rp mRNA was used as positive control for mRNA mobilisation 

into polysomes, since specific recruitment of this transcript into polysomes has been 

demonstrated in insulin-stimulated axes [13]. The amount of 18S rRNA was used as 

loading control. Results indicate increased e!Fiso4E transcript in the polysomal RNA 

fraction in insulin-stimulated axes at 24 h of germination (Fig. 4a; lanes C. 1), similar to the 

S6 rp transcript. lnterestingly, addition of eithcr wortrnannin or rapamycin (inhibitors ofthe 

insulin signal transduction pathway [JO]) to the axes. previous to insulin, decreased the 

amount of both e!Fiso4E and S6 rp transcripts in the polysomal RNA fraction to levels even 

below the control (Fig. 4a. lanes l+\V, I+R). In contrast to these observations, neither 

insulin nor the inhibitors affected e!F4E transcript recruitment into polysomes (Fig. 4a). 

To test whether the insulin effect on e1Fiso4E was specifically exerted at the Ievel of 

polysomal recruitment and not due to mRNA accumulation. a Northern blot analysis was 

also performed with total RNA extracts. e!Fiso4E. as well as S6 rp. total transcript Ievels 

did not show increase after insulin addition to the 24-h germinating axes (Fig. 4b). On the 



contrary. a slight decrease in total mRNA levels for these transcripts could be detected 

under insulin presence. The addition of wortmannin or rnpamycin rcstored the control 

transcript levels (Fig. 4b). These data allow to propase that the main insulin effect in thc 

axes is to up-regulatc the recruitment of specific mRNAs. such as thc eIFiso4E and S6 rp 

transcripts. into polysomes. One possible explanation for thc changes observcd in the steady 

statc total mRNA leve! could be an accelcrated transcript degradation occurring 

concomitantly 'vith the translation proccss. 

S6 rp phosphorylation and c1Fiso4E i11 vitro translation 

Insulin stimulation of STOP transcript recruitment into polysomes is known to correlate 

with S6 rp phosphorylation increment on the 40S ribosomal subunit [14,ISJ. This 

mechanism is also known to work in plants, as demonstrated in embryonic axes during 

rnaize germination {13]. To learn if S6 rp phosphorylation is part of the rnechanism 

regulating eIFiso4E mRNA recruitrnent into polysomes by insulin stimulation. the 

.following experirnent was performed. Poly A+ mRNAs obtained from 24 h-germinated axes 

were i11 vi/ro translated in ribosome-depleted RRL system supplemented with different sets 

ofrnaize ribosomes. The endogenous ribosomes ofthe RRL systern were substituted by S6 

rp non-phosphorylated (np), phosphorylated (p) or highly-phosphorylated (hp) rnaize 

ribosornes (see Experimental Procedures). After 30 minutes of synthesis. eIF4E and 

eIFiso4E proteins were purified by affinity chrornatography frorn the translation mixture 

and identified by Western blot analysis arnong the translation products (Fig. Sa). The [35SJ

rnethionine incorporation into each 4E isoform was quantified by liquid scintillation 

counting. The results showed that the synthesis of eIF4E and eIFiso4E have distinctive 

dependence on S6 rp phosphorylation in the ribosorne (Fig. Sb). The eIF4E isoforrn was 
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similarly translated by either of" the translation systems testcd, regardless of the 

phosphorylation status of thcir ribosomes. On the other hand, a clear dif"f"ercnce was found 

for eIFiso4E synthesis. dcpending on the phospohorylation status of the ribosomes. The 

system with maize (np) ribosomes poorly translated elFiso4E, whereas the best translation 

ofthis protein was obtained in the system with the (hp) ribosomes (Fig. 5h). As control for 

the translation specific efficicncy ofthe maize ribosome sets. altcrnatc mRNAs were tested 

in the samc translation systcms: p-globin mRNA or wholc maizc poly A+ RNAs (Table 1). 

Each of"the mRNA sources was almost cqually wcll translatcd by the rcconstituted systems 

with any of the maize ribosomcs, although maizc (np) ribosome set showed a general 

slightly less in vi/ro translation cfficiency than the othcr two (Table 1 ). Thus. the 

phosphorylated status of the ribosomes showcd no distinctive diffcrence on translation 

efficieney when tested either with P-globin. eIF4E mRNA. or total rnaize poly A+ mRNAs. 

However. a clcar positive correlation can be established between the leve) of" S6 rp 

phosphorylation and ·the amount of" [35 S]-methioninc incorporated into the eIFiso4E protein, 

indicating a sclective recognition of" this mRNA by S6 rp phosphorylated ribosorncs (Fig. 

5b; Table 1 ). Notice that, in these experiments, only one product was found for the maize 

eIF4E, in contrast to the doublet observed by Western blot in the native maize extracts (Fig. 

1). This finding strongly suggests that the doublet corresponds to only one peptide, the 

eIF4E and its post-translationally phosphorylated form, as previously described [25]. 
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DISCUSSION 

During the first hours of germination a switch frorn negligible to very active rnetabolism 

has been observed in embryonic axes [26]. Particularly, the translation process is reinitiated 

and S}'nthesis of new proteins bascd on stored and Jatcr on newly synthesised transcripts is 

detected [27]. Thus, rnechanisrns oftranslational control are expected to be at least pnrtially 

responsible for producing the precise types and aJllounts ofthe proteins required in the axes 

to reach successful germination. 

Distinctive expression patterns for the two translation initiation factors, eIF4E and 

e!Fiso4E, have been previously reported in rnaize axes during germination [5]. The levels 

of these factors are determinan! for translation of cap-dependent transcripts [23]. probably 

by discrirninating arnong different rnRNA cap structures, based on different affinity 

constants [28]. Hence, regulation ofmaize e!F4E and e!Fiso4E expression rnust be relevan! 

for the production of the precise newly synthesised proteins required for seed germination. 

Considering the apparent Jack of 4E-BP proteins in plants (Fig. 3; and [7]), regulation oí 

elF4E free Jevels in maize most probably does not follow the rnechanisrn reported for other 

non-plant organisms [ 1 ]. lt is likely that here the rnechanisrn would greatly rely on de novo 

synthesis regulation oí each 4E isoform. lndeed, eIFiso4E Jevel in axes Jargely depends on 

its synthesis during germination, whereas eIF4E does not (Fig. 1). Also, eIFiso4E, but not 

eIF4E, synthesis is selectively enhanced under insulin stimulation (Fig. 2). 

Insulin-rnediated mRNA mobilisation into polysomes has been reported for specific 

mRNAs carrying the S'TOP sequence [16], among which rp and elongation translation 

factor mRNAs have been found [14-16]. A similar regulatory rnechanisrn has also been 

proposed to exist in plants [29,30] and dernonstrated particularly in rnaize for rp rnRNA 



-
translation [ 13]. Further support for the presence of this mechanism in maize axes is 

provided by the etlect ofthe insulin signa! transduction pathway inhibitors. wortmannin and 

rapamycin. 'vhich inhibited rccruitment-stimulation into polysomes of both. the eIFiso4E 

and S6 rp mRNAs (Fig. 4a. lanes I+W. l+R). Thus. the selective mobilisation of e!Fiso4E 

mRNA into polysomes, after insulin addition. is most probably duc. at lcast in pan. to the 

activation. in maize. of a signa! transduction pathway similar to the one reponed to be 

activated by insulin in other eukaryotcs [ 10.31 ]. An importan! component of this 

transduction pathway is the phosphorylation status of the S6 rp on the 40S ribosomal 

subunit [14.32]. Indced. insulin-stimulation causes increased S6 rp phosphorylation in 

maize ribosomes of the target tissues [13]. For e1Fiso4E mRNA, a consistent correlation 

was observed betwecn its translation efficiency and the phosphorylation leve! of' S6 rp in 

ribosomes (Fig. 5b). This correlation. howcvcr. was not obscrved for elF4E mRNA 

translation or f'or other mRNAs in the same systems (Fig. 5a; Table 1 ). 

lt is proposed that the expression of the e1Fiso4E isoform is regulated at the translational 

leve! by a mechanism similar to the one described f'or translation of 5'TOP mRNAs in other 

eukaryotes. In this mechanism. the S6 rp phosphorylation status contributes f'or the 

enhanced eIFiso4E synthesis observed under insulin-stimulated conditions [14]. These 

findings suggest that maize e1Fiso4E transcript might be a member of' the 5'TOP mRNA 

f'amily and encourage f'urther analysis of' the 5'UTR nucleotide region of' this mRNA, in 

search f'or the consensus oligopyrimidine tract. 

46 



Acknowlcdgemcnts: \Ve thank Dr. N. Sonenberg and Dr. K.S. Browning for the gift of 

human 4EBPI. 4EBP2 antisera and wheat eIF4E. e1Fiso4E antisera. respectively. We are 

also grateful to the MAFF Bank in Japan and to the Maize Stock Centre in Missouri for thc 

cIF4E. e1Fiso4E rice clones and the S6 rp maize clones. respectively. We appreciate the 

helpful comments to the manuscript from Dr. Irma Bemal Lugo. This research was 

supported by Dirección General de Apoyo al Personal Académico (OGAPA). UNAM, 

Grant No. IN201398. TOO hada PhO fellowship from DGEP and UNAM grants PAEP 

030514 and 202340. 



REFERENCES 

l. Sonenberg, N. (1996) In: Translational Control (Hershey, J.W.B., Mathews M.B. and 

Sonenberg, N., eds), pp. 245-269, New York: Cold Spring Harbor Laboratoiy Press. 

2. Browning K.S. (1996) Plant Mol. Biol. 32: 107-144. 

3. Gallie, D.R., Le H., Tanguay R.L. and Browning K.S. (1998) The Plant J. 14: 715-722. 

4. Browning, K.S., Humphreys, J., Hobbs, W., Smith, G.B. and Ravel, J.M. (1990): J. 

Biol. Chem. 265: 17967-17973. 

5. Dinkova, T.D. and Sánchez de Jiménez E. (1999) Physiol. Plant. 107: 419-425. 

6. Rodríguez, C.M., Freire, M.A., Camilleri, C. and Robaglia, C. (1998) The Plant J. 13: 

465-473. 

7. Pause, A., Belsham, G.J., Gingras, A.C., Donze, O., Lin, T.A., Lawrence, J.C. Jr. and 

Sonenberg, N. (1994) Nature371: 762-767. 

8. Poulin, F., Gingras A.C., Olsen H., Chevalier S. and Sonenberg N. (1998) J. Biol. 

Chem. 273: 14002-14007. 

9. Grolleau, A., Sonenberg N., Weitzerbin J. and Beretta L. (1999) The J. of Immunol. 

162: 3491-3497. 

10. Kleijn, M., Scheper G.C., Voorma H.O. and Thomas AA.M. (1998) Eur. J. Biochem. 

253: 531-544. 

11. Sonenberg, N. and Gingras A.C. (1998) Curr. Opin. Cell Biol. 10: 268-275. 

12. Bailey-Serres J. (1999) Trends in Plant Sience 4: 142-148. 

13. Sánchez de Jiménez, E., Beltrán-Peña, E. and Ortiz-López, A. (1999) Physiol. Plant. 

JOS: 148-155 



14. Jefferies. H.B.J., Reinhard, C., Kozmn, S.C. and Thomas. G. (1994) Proc. Nntl. Acnd. 

Sci. USA 91: 4441-4445. 

15. Teradn, N .• Patel H.R., Takase K .• Kohno K., Naim A.C. and Gelfand E.W. (1994) 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11477-11481. 

16. Meyuhas, O., Avni. D. and Shwnn, S. (1996) In: Trnnslational Control (Hershey, 

J.W.B .• Mathews M.B. and Sonenberg, N., eds), pp. 363-388, .New York. Cold Spring 

Harbor Laboratory Press. 

17. Murashige, T. and Skoog. F. (1962) Physiol. Plant. 15: 472-497. 

18. Cruz-García, F., Zúfiiga-Aguilar J.J and Vázquez-Ramos J. (1998) Physiol. Plant. 102: 

573-581. 

19. Cheng, S.-H. and Seemnnn J.R. (1998) In: RNA isolntion and characterization protocols 

(Rapley, R. and Manning D.L., eds.), pp. 27-32, New Jersey. Humana Press. 

20. Chomczynski, P. and Sacchi. N. (1987)Ana/. Biochem. 162: 156. 

21. Beltrán-Pefta, E., Ortiz-López, A. and Sánchez de Jiménez, E. (1995) Plant Mol. Biol. 

28: 327-336. 

22. Schen, B., Carneiro N., Torres-Jerez L. Stevenson B., McCreery T., Helentjaris T., 

Baysdorfer C., Almira E., Fer! R.J., Habben J.E. and Larkins B. (1994) Plant Mol. Biol. 

26: 1085-1101. 

23. Pérez-Méndez, A., Aguilar-Caballero, R. and Sánchez de Jiménez, E. (1993) Plant Sci. 

94: 71-79. 

24. Sánchez de Jiménez, E., Aguilar, R. and Dinkovn, T.D. (1997) Biochimie 79: 187-194. 

25. Maajunath, S .• Williams, A.J. and Bailey-Serres, J. {1999) The Plant J. 19: 21-30. 

"-l9 



26. Bewley. J.D. and Black. M. (1994) In: Seeds: Physiology of deve/opmenl and 

germina/ion .• Sd. edition (1994), pp. 147-196, New York. Plenum Press. 

27. Sánchez de Jiménez, E. and Aguilar, R. (1984) Plant. Physiol. 75: 231-234. 

28. Carberry, S.E. and Goss. D.J. (1991) Biochemistry 30: 4542-4545. 

29. Shama. S. and Meyuhas O. (1996) Eur. J. Biochem. 236: 383-388. 

30. Turck. F .• Kozma S.C., Thomas G. and Nagy F. (1998) Mol. Cell Biol. 18: 2038-2044. 

31. VonManteuffel, S.R .• Dennis P.B .• Pullcn N .• Gingras A.C., Soncnberg N. And Thomas 

G. (1997) Mol. Ccll. Biol. 17: 5426-5436. 

32. Bandi, H.R .• Ferrari S., Krieg J., Mcycr H. and Thomas G. (1993) J. Biol. Chem. 268: 

4530-4533. 



Legend of Figures 

Figure J. Translation inhibition effeet on elF4E and e1Fiso4E protein levels during 

maize germination. One hundred maize seeds were germinated for 6. 9. 12. and 24 hours. 

During the last 3 h ú1e embryonic axes were excised and incubated in MS medium in Úle 

prcsence or not of 70 µM CHX. Protein extracts were obtained from ilie axes at each 

germination period. Úle 7 mGTP-binding proteins were purified. quanúfied (approximately 

2.5 µg each). electrophoresed and Úle levels of elF4E and e1Fiso4E foctors were assessed by 

Western blot analysis with antibodies against Úle corresponding wheat proteins. Numbers 

re:fer to gemlination hours. 

Figure 2. lnsulin stimulation of e1Fiso4E de no••o protcin synthesis during maize 

gcrmination. {a) Maizc seeds were germinated for 6 or 24 hours. Embryonic axes were 

excised and during the last 3 h incubated with 11.1 x 1 0 6 Bq o:f [35 S]-metllionine and 

exposcd (lanes 3 and 4)or not (lanes 1 and 2) to 200 µU mL"1 insulin during the last 2 h. At 

the end ofilie period the axes were washed "viili water. ilie eIF4E and e1Fiso4E factors were 

purificd and analysed by electrophoresis and fluorography. (b) Evaluation o:f insulin 

stimulation was per:formed by densitometric analysis o:f Úle corresponding bands o:f eiilier 

e!F4E or e1Fiso4E from 100, 24 h-gerrninated axes in three replicates. Label incorporated 

in to controls was considered as 100 % :for each iso:form. C: Control seeds. 1: Insulin treated 

seeds. Vertical lines stand :for standard deviation. 
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Figure 3. '\Vestern blot analysis of 4E-BPs. Total cytoplasmic proteins (T) and 

specifically 7 mGTP-Sepharose eluted proteins (E) obtained from maize embryonic axes, 

wheat germ. or rabbit reticulocyte were resolved on 13 % acrylarnide-SDS gels. transferred 

to nitro-cellulose and assayed by immunoblotting against human 4E-BP antibodies ( 1: 1000 

dilution). Arrows indicate the 4E-BPI peptides recogniscd in RRL as control. 

Figure 4. Insulin-induced cnhancement of e1Fiso4E cxpression by transcript 

recruitment into polysomes. Effect of insulin signa! transduction pathway inhibitors. 

Maize axes were gerrninatcd for 24 h under control conditions (C) or insulin (200 µU mL" 1) 

stimulated for the last 2 h (1). To test the etTect of insulin inhibitors. the axes wcrc cxposed 

either to 0.1 µM wortrnannin (l+'\V) or to 0.1 µM raparnycin (l+R) for 1 h previous to 

insulin addition. (a) Polysomal RNA was isolated from thc indicated axes and analysed by 

Northern blot with cDNA probes for eIFiso4E, eIF4E, and S6 rp. (b) Total RNA was 

extracted frorn the sarne sets of maize axes and analysed by Northern blot. with the 

correspondent probes as in (a). The densitomctric analysis of the bands was corrected by 

loading control (shown at the bottorn) and is reprcsented at right for each blot. 

Figure S. I11 vitro translation dependence on phosphorylated S6 rp ribosome. An in 

vitro protein synthesising systcm was set with ribosomc-depletcd rabbit reticulocyte lysate 

supplernented with S6 rp non-phosphorylated (np), phosphorylated (p) or highly

phosphorylated (hp) rnaize ribosome. Poly A - mRNA from 24 h-germinated axes was used 

as a source of e1Fiso4E and eIF4E rnRNAs for translation in each systern. Other translation 

conditions were as recornmendcd by thc manufacturer. including 3.7 x 106 Bq rnL" 1 of 



[35S]-rnethionine (Roche, Molecular Diagnostics, GrnbH). Translation was allowed to 

proceed ror 1 h at 30 ºC. (a) The products of"the reaction mixture were purified by 7 rnGTP

affinity chrornatography and analysed by electrophoresis/Westem blot with e1Fiso4E and 

eIF4E antibodies. (b) The bands corresponding to e1Fiso4E and eIF4E were excised, 

counted ror Jabel incorporation by Jiquid scintillation counting (Packard scintillator) and the 

values are graphically represented after corrcction by total !abe! incorporation in each 

reaction mixture bars. The results are thc average of threc indepcndcnt in vitro translation 

reactions. Vertical lines stand f'or standard deviation. 



Table 1 In virro translation of different mRNA sets by maize ribosome with different S6 rp 
phosphorylation leve! 

Typc of mRNAsource e!F4E i e!Fiso4E: 

ribosome 
. 

J3-globin t Maize poly A+ RNA t (% oftotal) (% oftotal) 

(24 h of gennination) 

np 8.5 5.2 0.05 0.03 

p 9.7 7.4 0.08 0.17 

hp 10.6 7.2 0.08 0.26 

t Protein synthesis values were calculated as the ratio between trichloroacetic acid 
precipitable radioactivity in ribosome supplemented and ribosome depleted RRL. after the 
translation reaction was allowed to procced far 60 rnin (sce Experimental procedures) 

: The perccnt of radioactivity incorporated into either e!F4E or e!Fiso4E protein was 
calculated from total cpm incorporated into trichloroacctic precipitable material of 100 µL 
translation reaction. Results are represcntative oíthrec indcpcndcnt expcriments 

• Ribosomes from maize embryonic axes obtaincd under different germination conditions 
(see experimental procedurcs) 
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3.2.2 Otros resultados no incluidos en el artículo 2 

3.2.2.1 Efecto de a-amanitina sobre la expresión de elF4E y e1Fiso4E durante 

germinación temprana. 

La a-amanitina es un inhibidor potente de la transcripción mediada por RNA polimerasa 

tipo 11. En el caso de maíz. se ha establecido que la concentración de 12 µg mL·' en la 

incubación de ejes embrionarios durante la germinación es capaz de inhibir el 95 % de la 

transcripción de genes (Beltrán-Peña et al., 1995). El efecto de este inhibidor sobre los 

niveles de ARNm de los factores elF4E y e1Fiso4E en las fracciones de ARN total y de 

ARN polisomal se muestra en las Figuras 3.6a y 3.6b, respectivamente. 

h de germinación 

a-amanitina 

A [ 
B [ 
e [ 

2 3 4 5 6 

o 6 12 24 6 12 

+ + 

c1Fiso4E 

clF4E 

c1Fiso4E 

clF4E 

Fig. 3.6 Efecto de a-amanitina sobre la expresión de las ísoformas e1Físo4E y e1F4E. 
(A) Northern blot de ARN total obtenido de ejes embrionarios germinados por O, 
6, 12 y 24 h en presencia o ausencia de a-amanitina. (B) Northern blot de ARN 
polisomal obtenido de los mismo ejes embrionarios de maíz que en A. (C) 
fluorografía de proteínas marcadas con (35S] - metionina in vivo por 3 horas 
durante los mismos periodos de germinación que en A y B. 
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Se observa que durante las primeras 12 horas de germinación no hay transcripción de 

novo para los mensajes de ambas isoformas del factor elF4E, ya que los niveles de 

transcritos no fueron afectados por la presencia del inhibidor de la transcripción e incluso 

se observa cierto incremento en su acumulación (Fig. 3.6a). Sin embargo, a nivel de 

mensajes movilizados a polisomas para su traducción, a 12 h de germinación, se observa 

una disminución significativa para e1Fiso4E cuando se encuentra presente o..-amanitina, 

respecto a las condiciones control (Fig. 3.6b, carriles 3 y 6). Para el mensaje de elF4E el 

efecto de a-amanitina es menos significativo a nivel de ARN polisomal, aunque se puede 

observar una disminución ligera a 12 h de germinación (Fig, 3.6b, carril 6). Aunque a

amanitina es un inhibidor de transcripción y no de traducción, su presencia pudiera afectar 

la síntesis de algún factor dependiente de transcripción involucrado como elemento trans 

en la movilización selectiva de e1Fiso4E a polisomas y de esta manera afectar de manera 

indirectamente la traducción de su mensaje. Estos resultados de inhibición sobre la 

expresión de e1Fiso4E por ct.-amanitina se confirmaron con una menor incorporación de 

metionina marcada con [ 35S] durante los mismos periodos de germinación (Fig. 3.6c). 

3.2.2.2 Efecto de la presencia de auxinas sobre la expresión de e1Fiso4E. 

Es conocido el efecto de las auxinas sobre múltiples procesos fisiológicos en las plantas 

(Abel & Theologies, 1996). Sin embargo. el mecanismo de transducción de señales 

mediado por estas hormonas vegetales no se conoce completamente (Venis & Napier, 

1997). Durante la germinación de maíz, en particular, se ha observado que las auxinas 

inducen la fosforilación selectiva de proteínas por la vía de liberación de Ca'-, incluyendo 

a la pr S6 en la subunidad 40S del ribosoma (Pérez et al., 1990; Beltran-Peña et al., en 

prep.). 

Los resultados descritos en el Articulo 2, Fig. 5, muestran que la traducción in vitro de 

e1Fiso4E depende del estado de fosforilación de la pr S6. Para averiguar si el estimulo 

con auxinas tiene un efecto sobre la expresión de e1Fiso4E, se analizaron los niveles de 

mensaje tanto a nivel de ARN total, como a nivel de ARN polisomal. En la Fig. 3.7a se 

puede observar que ni AIA, ni Dicamba tienen efecto sobre la cantidad de mensaje en el 

pool de ARN total, lo cual evidencia que las auxinas no afectan la acumulación de 

e1Fiso4E. Sin embargo, a nivel del grupo de ARNs polisomales se observa un notable 
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estimulo sobre la movilización de e1Fiso4E (Fig. 3.7b.c). Esto indica que la via de señales 

inducida por auxinas está conectada con un estimulo sobre la traducción de e1Fiso4E a 

nivel de movilización de su mensaie a polisomas. A diferencia de e1Fiso4E. para el 

mensaje de la pr S6 la presencia de auxinas representa un estimulo tanto en los niveles 

totales del transcrito como durante la traducción en su movilización a polisomas (Fig. 

3.7a.c; Beltrán-Peña et al., en prep.). 
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Fig 3.7 Efecto de auxinas sobre Jos mensajes de eJF4E y e1Fiso4E. Ejes embrionarios 
de maíz germinados por 24 h se incubaron durante las últimas 2 h en presencia 
de: C; medio MS solo, A; medio MS suplementado con 200 µM de AIA y D; 200 
µM de Dicamba. Los ARNs total (A) y polisomal (B) extraídos de estos ejes se 
separaron por electroforesis, se transfirieron a membrana y se hibridaron con las 
sondas correspondientes a e1Fiso4E y a la pr S6. (C) Densitometría (Egleeye. 
Stratagene) de las bandas representadas en A y B; (•) e1Fiso4E, (D) pr S6. 
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CAPITULO IV 

LOS FACTORES e1F4E Y e1Flso4E, COMO PARTE DE LOS COMPLEJOS DE 

INICIACIÓN DE LA TRADUCCIÓN elF4F Y e1Fiso4F SON CAPACES DE TRADUCIR 

DE FORMA DIFERENCIAL ARNm ESPECiFICOS 
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En este capitulo se describe Ja actividad diferencial de las dos isoformas del factor 4E de 

malz formando parte de los correspondientes complejos elF4F y e1Fiso4F. Para evaluar Ja 

actividad se utiliza un sistema de traducción in vi/ro (IVT) en extracto de germen de trigo 

(WGE), donde se sustituyen los factores 4E endógenos por Jos de maíz. Se presentan Jos 

resultados obtenidos en la traducción de diferentes grupos de mensajes, incluyendo el 

grupo de mensajes almacenados en ejes embrionarios de maíz. 

4.1 MATERIALES Y METODOS 

4.1.1 Traducción in vitro de proteínas a partir de diferentes mensajes. 

Los ensayos de traducción in vitro (IVT) se realizaron utilizando el sistema de extracto de 

germen de trigo (WGE) proveniente de Roche. Molecular Diagnostics. lnc. o de Promega. 

Las condiciones de traducción fueron establecidas según las recomendaciones de cada 

proveedor. Las reacciones se llevaron a cabo en presencia de 0.5 mCi mL·' de [ 35S]

metionina. Los extractos se depletaron de los complejos 4F e iso4F endógenos mediante 

una incubación por 45 min con 7mGTP-sefarosa a 4 ºC. El resto del extracto se recuperó 

por centrifugación a 3 500 g por 3 min. Para cada experimento de traducción, el WGE se 

reconstituyó con los complejos 4F de maíz a una concentración similar a la cantidad 

correspondiente de 4F depletado (3.2 pg mL·' aproximadamente). Para determinar la 

actividad de los complejos elF4F y e1Fiso4F de maíz en WGE se utilizaron los siguientes 

extractos; E1: elF4F/elFiso4F purificados a partir de ejes embrionarios germinados por 24 

h mediante cromatografia de afinidad (Materiales y Métodos. Articulo 1); E1a: elF4F y 

E1b: e1Fiso4F. purificados parcialmente a partir de la mezcla mediante cromatografía de 

intercambio aniónico; y E2: elF4F/elFiso4F obtenidos a partir de ejes embrionarios 

germinados por 24 h en presencia de ciclohexirnida (CHX) donde e1Fiso4E se encuentra 

depletado (Materiales y Métodos. Articulo 2). Los ARNm utilizados en los experimentos de 

traducción in vi/ro se muestran en la Tabla 4.1. 
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Tabla 4.1 Sistemas de traducción in vitro (IVT) para evaluar la actividad de las 
isoformas e1F4E y e1Fiso4E de maiz 

Fuente de ARNm Fuente de factores elF4Ele1Fiso4E de marzt 

ARNs virales: 

virus del mosaico de tabaco (TMV) 

virus del bromo mosaico (BMV) 

ARNm de levadura (Saccharomyces 
cerevisiae) 

ARNm (poli A+¡ almacenados en ejes 
embrionarios de maíz 

E1 E1a E1b E2 

1 el extracto de germen de trigo se reconstituyó con Jos diferentes extractos de las 
isoformas 4E de maiz definidos en Materiales y Métodos 
• indica los extractos de las isoformas 4E que se utilizaron en el sistema de IVT para cada 
tipo de ARNm 

4.1.2. Detección de los productos de traducción in vitro 

La cinética de traducción se siguió mediante el análisis de incorporación de metionina 

marcada con [S35
] a diferentes tiempos de incubación (O. 10. 20 y 30 min). A Jos tiempos 

indicados. se tomaron alicuotas de 1 µL y se depositaron sobre papel filtro 3 MM (1 cm de 

diámetro). Las proteinas se precipitaron sobre el papel hirviendo por 1 O min en una 

solución de ácido tricloroacético (TCA) al 1 O %. Posteriormente Jos papeles se lavaron de 

manera consecutiva 2 veces con agua destilada, 2 veces con etanol y 2 veces con 

acetona. La radiactividad incorporada en las proteinas se determinó utilizando un 

contador de liquido de centelleo Packard. 

En algunos experimentos Jos productos de la traducción in vi/ro se analizaron mediante 

electroforesis desnaturalizante en una dimensión (Laemmli, 1970) y en otros casos 

mediante electroforesis en dos dimensiones (O'Farrell, 1975). Los geles se trataron con 

reactivo de fluorografia Amplify (Amersham) previamente al secado y se expusieron a 

placas de rayos X (Kodak) entre 2-7 dias. 
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4.1.3 Separación de los complejos e1F4F y e1Fiso4F por cromatografía de 

intercambio iónico 

La mezcla de complejos elF4F/e1Fiso4F obtenida mediante cromatografía de afinidad, a 

partir de ejes embrionarios de maíz germinados (Materiales y Métodos; Articulo 1 ), se 

sometió a cromatografía de media presión (< 1 000 psi) en una columna de intercambio 

aniónico Bio-Scale MP10-Q2 (Bio-Rad) de 2 ml. La elución de la columna se realizó 

empleando 30 ml de un gradiente lineal desde 40 mM hasta 300 mM de KCI a velocidad 

de flujo de 1mUmin (Ponce, 1999). El perfil cromatográfico de la elución se muestra en la 

Fig. 4. 1. Las fracciones correspondientes a cada pico se identificaron mediante 

electroforesis SDS-PAGE y Western blot (Materiales y Métodos; Articulo 1 ). 

A 

B 

eIF4F 

e1Fiso4F 

fracción 16 38 -10 55 70 75 82 110 (+) 

Fig. 4.1 Separación de elF4F y e1Fiso4F de maíz. (A) Perfil cromatográfíco (Abs a 
280 nm) de las fracciones obtenidas por elución con gradiente de KCI (40 
mM - 300 mM). (B) Identificación de las isoformas elF4F y e1Fiso4F en las 
fracciones mediante Western blot. Las flechas indican el factor elF4G de 
104 kDa en el complejo elF4F y el factor e1Fiso4E de 32 kDa en el complejo 
e1Fiso4F. 
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4.2 RESULTADOS 

4.2.1 Actividad de los complejos e1F4F y e1Fiso4F en sistemas de traducción in vitro 

La actividad de las dos isoformas de los complejos elF4F de maíz obtenidas por 

cromatografía de afinidad (E1) muestra una recuperación del 90 % aproximadamente 

respecto a la actividad inherente al sistema de germen de trigo (Fig_ 4.2). Este valor de 

recuperación en IVT se obtuvo con la mezcla de factores aislados a partir de ejes 

embrionarios de maíz germinados por 24 h y utilizando el ARNm de TMV. 

0.9 

o 10 20 30 

tiempo (mfn) 

Flg. 4.2 Actividad del extracto E1 de maíz en el sistema de traducción in vitro WGE. 
(-•-) WGE nativo; (-•-) WGE depletado de factores 4F/iso4F endógenos; (-.A-) 
WGE reconstituido con el extracto E1 que contiene elF4F/e1Fiso4F de maíz. 
(Dinkova & Sánchez de .Jiménez, 1999). Fuente de ARNm: TMV 

Valores similares se observaron en los sistemas de IVT donde se utilizaron como fuente 

de mensajes ARNm levadura y ARNm almacenados en ejes quiescentes de maíz (Tabla 

4.2). Sin embargo, se puede observar que cada fuente de ARNm se afecta de manera 
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diferente por la depleción de los factores elF4F endógenos de WGE y la substitución por 

la mezcla 4F/iso4F. 

Tabla 4.2 Recuperación de la actividad de traducción en el WGE por el extracto E1 
de maiz, utilizando diferentes fuentes de mensajes. 

WGE WGE depletado de WGE reconstituido por 

nativo• factores 4F• el extracto E1 de maíz• 

ARN viral TMV 52 (±5.4) 2.1 (±0.3) 48 (±2.9) 

ARNm de levadura 31 (±2.6) 5.4 (±0.2) 30 (±2.4) 

ARNm almacenados 27 (±4.1) 9.0 (±0.3) 29 (±3.1) 

•Cinética de traducción expresada en pmoles de ¡SSS]-metionina 10·3 min· 1: los números 
entre paréntesis representan la desviación estándar (promedio de las pendientes 
obtenidas en 3 repeticiones) 

Para investigar por separado la actividad de cada isoforma del complejo elF4F en el 

sistema de IVT. se realizó la separación parcial de la mezcla elF4F/elFiso4F mediante 

cromatografia de intercambio iónico según reportes previos (Browning et al .. 1990; 1992). 

Aunque las isoformas no pudieron obtenerse de forma totalmente pura (Fig. 4.1 ). las 

fracciones 40 (130 mM KCI) y 55 (150 mM KCI) se seleccionaron como "enriquecidas" en 

elF4F y e1Fiso4F respectivamente (Fig. 4.1 b). Para medir la actividad en el sistema de 

traducción in vitro. se utilizaron 4 ng de proteinas de cada fracción por cada ~1L de WGE 

depletado de factores 4F endógenos y 2 fuentes diferentes da ARNm: el TMV y los ejes 

quiescentes de maíz. Al comparar la velocidad de traducción. medida como la pendiente 

de la curva de incorporación de [ 35S]-metionina (cpm x 10·3 min"') en cada sistema, se 

observa que la fracción enriquecida en elF4F tiene mayor actividad que la enriquecida en 

e1Fiso4F en la traducción de TMV (Fig. 4.3). En cambio, para el grupo especifico de 

ARNm almacenados de maíz, e1Fiso4F muestra significativamente mayor actividad 

respecto a elF4F. 
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Fig. 4.3 Efecto de los complejos elF4F y e1Fiso4F de maiz sobre la traducción in 
vitro de los ARNm de TMV y los ARNm almacenados en semilla5 de maíz_ 
El WGE depletado de factores 4F/iso4F endógenos fue reconstituido con 4 µg 
mL-' de proteína de las fracciones enriquecidas en elF4F y e1Fiso4F, obtenidas a 
partir de la separación por intercambio aniónico. Velocidad de incorporación: 
cpm 10-3 min-1

. El experimento fue reproducido 2 veces con resultados similares_ 

4.2.2 Efecto de la depleción de e1Fiso4E del extracto elF4F/elFiso4F sobre la 

traducción in vitro de diferentes ARNm 

Se conoce que los virus de plantas poseen diversos mecanismos para lograr la traducción 

preferencial de los AR Ns virales sobre los ARNm de la planta hospedera (Wang et al., 

1997; Hann et al., 1997; Wells et al., 1998). Uno de estos mecanismos involucra la mayor 

competitividad del ARN viral para cantidades limitantes de los componentes de la 

maquinaria de traducción, como los complejos e1Fiso4F y elF4F (Wang et al., 1997)_ 

Paralelamente, existen secuencias reguladoras tanto en el extremo S'UTR. como en el 

3'UTR de los ARNm de plantas que modulan su expresión a nivel traduccional, 

dependiendo de las condiciones de desarrollo y ambientales (Bailey-Serres. 1999)-

Para tratar de esclarecer el posible papel diferencial de las dos isotermas 4E de maiz en 

el proceso de traducción se analizaron los productos obtenidos con estos factores como 
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parte de los complejos elF4F y e1Fiso4F en experimentos de traducción in vitro. Se habla 

comprobado previamente que diferentes grupos de ARNm poseen una dependencia 

distinta por la presencia da cualquiera de las dos isoformas 4E. según la eficiencia de 

traducción in vitro mostrada (Tabla 4.2). Sin embargo. para delimitar la mayor o menor 

dependencia de e1Fiso4E o elF4E para algunos de estos mensajes. se evaluó la 

traducción en WGE reconstituido con extracto elF4F/elFiso4F obtenido de ejes 

embrionarios de maiz germinados por 24 h en condiciones control o en presencia de CHX 

(Tabla 4. 1 ). El extracto control (E 1) contiene ambas isoformas 4E. mientras que el 

extracto CHX (E2) no contiene el factor e1Fiso4E (Fig. 1 Artículo 2). 

4.2.2.1 Traducción in vitro de BMV 

Los productos obtenidos en la traducción del virus de bromo mosaico (BMV) bajo las 

diferentes condiciones de los complejos 4F indican que los diferentes ARNs virales tienen 

una dependencia distinta de e1Fiso4E (Fig. 4.4). La proteína de envoltura (CP), que es el 

producto mayoritario, se traduce de manera eficiente en todas las condiciones de WGE 

reconstituido, incluso en ausencia de e1Fiso4E, mientras que los productos de ARN-1. 

ARN-2 y ARN-3 no se observan cuando la traducción in vi/ro se realiza en ausencia de 

e1Fiso4E. Cabe señalar que la proteína de 35 kDa. producto del ARN-3, se traduce 

pobremente en WGE depletado y reconstituido con extracto e1F4F/e1Fiso4F control de 

maíz (Fig. 4.4, carril E 1 ), lo cual probablemente indica mayor dependencia de los factores 

4F, situación favorecida en condiciones de WGE nativo (Fig. 4.4; carril(+)). 
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Fig. 4.4 Traducción in vitro de BMV en presencia o ausencia de la isofonna e1Fiso4E 
Los ARNm de BMV fueron traducidos in vitro en el sistema nativo de WGE (+); en 
el sistema WGE depletado de factores endógenos(·) y en WGE reconstituido con 
los extractos E1 (contiene e1Fiso4E) y E2 (no contiene e1Fiso4E) de maíz. Cinco 
~1L de cada reacción fueron separados por electroforesis (SDS-PAGE) y los 
productos marcados con [ 35S] - metionina fueron detectados por fluorografia. Las 
flechas señalan las principales proteínas virales; CP: proteína de cápside. 
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4.2.2.2 Traducción de ARNm almacenados en ejes embrionarios quiescentes de 

maiz 

El grupo de ARNs almacenados de maíz es un modelo importante para el estudio de 

traducción selectiva durante la germinación (Sánchez de Jiménez & Aguilar, 1984). 

Existen antecedentes de que algunos de estos mensajes son menos cap-dependientes 

para su traducción (Sánchez de Jiménez et al., 1997b; Tabla 4.2). Por otra parte, se 

conoce que durante ta germinación temprana de maiz, cuando ocurre ta traducción 

selectiva de estos mensajes. el factor e1Fiso4E es mas abundante que e1F4E (Artículo 1 ). 

Para analizar el efecto de la presencia de e1Fiso4E en la traducción in vitro de estos 

mensajes se utilizaron los mismos extractos elF4F/elFiso4F de maíz que en la traducción 

de ARNm del BMV (Tabla 4.1 ). Los productos de la traducción in vitro fueron analizados 

por electroforesis SDS-PAGE y fluorografia (Fig. 4.5). El patrón de proteínas marcadas 

con [35S] difiere para ta traducción realizada en presencia o ausencia de e1Fiso4E (Fig. 

4.5; carriles E1 y E2). La mayoría de los péptidos sintetizados de novo se traducen mejor 

en presencia de la isoforma e1Fiso4E. Sin embargo, hay algunos péptidos que aparecen 

traducidos de manera similar en tos dos sistemas. como son tos péptidos IV, V y VII. 

Adicionalmente, y en concordancia con los experimentos previos, se observa que en el 

sistema de WGE depletado de factores endógenos. algunos ARNm son capaces de ser 

traducidos dando lugar a péptidos marcados como son VI y VII (Fig 4.5a; carril (-)). 

Para distinguir mejor, de manera cualitativa. tos patrones de IVT correspondientes a los 

carriles E1 y E2, se realizó electroforesis bidimensional para estas muestras. Las 

fluorografías de estos geles se muestran en ta Fig. 4.6. Los perfiles obtenidos confirman 

que la mayoría de las proteínas se traduce mejor bajo las condiciones del extracto E1 que 

contiene ambas isoformas del factor 4E, aunque algunos péptidos como a, b y c son 

traducidos de manera similar tanto con et extracto E1, como con E2. Se realizó la 

comparación de los cambios mas significativos en tas proteínas marcadas con [ 35S) entre 

los patrones mostrados en la Fig. 4.6a y 4.6b que incluye a los péptidos d-i. Dentro de 

estos, los grupos de péptidos señalados con d y e, así como tos péptidos f, g y h se 

traducen preferencialmente en presencia de e1Fiso4E. En el caso del péptido i, se observa 

que ta traducción se favorece por la ausencia de e1Fiso4E (Fig. 4.6b). 
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Fig. 4.5 Traducción in vitro de ARNm almacenados de maíz en presencia o 
ausencia de e1Fiso4E. Los ARNm fueron traducidos en los mismos 
sistemas de WGE que en la Fig. 4.4. Quince µL (carriles B, (+)) y 1 O µL 
(carriles E1-(-)) de la reacción fueron separados por electroforesis (SDS
PAGE); los productos marcados con [ 35S] - metionina fueron detectados 
por fluorografía. Las flechas y los números romanos señalan algunos de 
los péptidos que se traducen de manera diferente en cada sistema. B: 
traducción en el sistema nativo (+) en ausencia de ARNm exógeno; M: 
marcador de masa molecular. 
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Fig. 4.6 Fluorografías de geles bidimensionales de los productos de IVT en los 
sistemas E1 (contiene e1Fiso4E) y E2 (no contiene e1Fiso4E. Los ARNm 
almacenados de maíz fueron traducidos en presencia de los extractos E1 (A) 
y E2 (B) según se describe en la Fig. 4.4. Para cada muestra de IVT. 50 pg 
de proteína se separaron por electroforesis en dos dimensiones. Las 
posiciones de los pH extremos del isoelectroenfoque (IEF) fueron: izquierda, 
pH 10; derecha. pH 3.5 (anfolinas Pharmacia. Biotech) y se analizaron por 
fluorografia. Las letras indican los cambios principales entre A y B. (-). 
cátodo; (+).ánodo. 

Los resultados obtenidos en los experimentos in vitro indican que la proporción de las 

isoformas del factor 4E de iniciación de la traducción debe ser importante para tener un 

patrón de síntesis de proteínas específico a partir del grupo de ARNm almacenados. Si 

existe un i,!1cremento o decremento de alguna de las isoformas, esto probablemente 

significará un cambio en este patrón de sintesis. 

74 



4.3 Resultados preliminares 

Se han reportado varias sub-isoformas de la isoforma e1F4E, debido a diferentes estados 

de fosforilación, en trigo (Gallie et al., 1997) y en maíz (Manjunath el a/ .. 1999). También 

se ha observado fosforilación adicional de e1F4E, pero no de e1Fiso4E en presencia de 

anoxia y mediada por Ca"" como segundo mensajero (Manjunath et al .. 1999). Tomando 

en cuenta estos antecedentes, se realizaron algunos experimentos donde se obtuvieron 

resultados preliminares sobre la modificación por fosforilación de los componentes de los 

complejos elF4F y e1Fiso4F de maíz y su efecto sobre la actividad de estos complejos en 

el sistema de traducción in vitro. 

4.3.1 Fosforilación in vivo de los componentes de los complejos elF4F y e1Físo4F 

durante la germinación de maíz 

Para determinar si los complejos elF4F y e1Fiso4F de maíz se fosforilan normalmente 

durante el proceso de germinación, se germinaron aproximadamente 100 semillas de 

maíz por 22 h. Se extrajeron los ejes embrionarios y se incubaron por 2 h en medio MS 

(Murashige & Skoog, 1962). suplementado durante las últimas 1 .5 h con 150 µCi mL·' de 

[
32P]-ortofosfato. Los complejos e1F4F y e1Fiso4F se aislaron y separaron por 

electroforesis según el método descrito en Materiales y Métodos; Artículo 1. La 

autorradiografía de las proteínas de los complejos 4F fosforiladas de novo durante el 

pulso con [ 32P]-ortofosfato indica que tanto e1F4G/e1Fiso4G, como elF4E/elFiso4E son 

fosfoproteínas, aunque elF4E muestra mayor incorporación de [ 32P] respecto a e1Fiso4E 

(Fíg. 4.7; control). En este caso, esta incorporación no se debe a un mayor recambio de la 

proteína, ya que resultados previos demuestran que la isoforma elF4E es estable durante 

el proceso de germinación (Fig. 2; Artículo 1 y Fig. 1; Artículo 2). 
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Fig. 4.7 Fosforilación in vivo de los complejos elF4F/elFiso4F de maiz. Fueron 
germinadas 100 semillas de maíz por 22 h. Se extrajeron los ejes embrionarios 
y se incubaron en medio MS por 2 horas mas y en presencia de ortofosfato-[32Pj 
durante las últimas 1.5 h de germinación; en condiciones control, con ácido 
okadaico (1µM). AIA (200 µM) o insulina (200 ~1U mL"'). Aproximadamente 8 µg 
del extracto elF4F/elFiso4F obtenido a partir de cada grupo de ejes embrionarios. 
fueron separados en gel de poliacrilamida desnaturalizante al 13 % y sometidos a 
autorradiografia. 

Para analizar si algunas de las vías de transducción de señales que regulan la síntesis de 

proteinas en maíz (Sánchez de Jiménez et al., 1999; Beltrán-Peña et al .. en prep.) tienen 

efecto sobre la fosforilación de los complejos elF4F y e1Fiso4F, se utilizaron estímulos con 

ácido okadaico (1 ~1M). insulina (200 µU mL·') o AIA (200 ~tM) en el medio MS durante las 

últimas dos horas de germinación en presencia de [ 32Pj-ortofosfato (Fig. 4. 7). La presencia 

de ácido okadaico (inhibidor de fosfatasas tipo A) incrementa la incorporación de [ 32Pj en 

las proteínas de los complejos elF4F/elFiso4F, pero mas significativamente en e1Fiso4G y 

e1Fiso4E (Fig. 4.7; okadaico). La insulina parece incrementar el nivel de fosforilación tanto 

en el complejo e1F4F, como en el e1Fiso4F (Fig. 4.7; insulina). mientras que AIA 

incrementa la incorporación de [32Pj preferencialmente en el complejo elF4F 
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(elF4E/elF4G) (Fig. 4.7; AIA). Estos resultados indican, como se ha reportado 

previamente por Manjunath et al. (1999), que de las isoformas 4E, la elF4E es modificada 

por fosforilación en condiciones normales, mientras que e1Fiso4E pareceria ser 

susceptible de fosforilación bajo ciertas condiciones de estimulo. Esto se apoya por el 

hecho que e1Fiso4E tiene múltiples sitios potenciales de fosforilación (Manjunath et al., 

1999). 

4.3.2 Efecto de la fosforilación de elF4F y e1Fiso4F sobre la traducción in vitro de 

mensajes almacenados de maíz 

En el sistema de mamíferos. el estado de fosforilación de elF4E correlaciona 

positivamente con la velocidad de síntesis de proteínas (Rhoads. 1993; Beretta et al., 

1998). En el caso de plantas. se ha encontrado que la anoxia. estado en el cual existe una 

traducción preferencial de ciertos tipos de ARNm, se incrementa la fosforilación de elF4E 

(Manjunath et al., 1999). mientras que en el estado de choque de calor, la fosforilación de 

e1Fiso4E y de elF4E no parece afectarse (Gallie et al., 1997). 

Para averiguar el posible papel de la fosforilación de elF4E y e1Fiso4E dentro de los 

complejos e1F4F y e1Fiso4F en la traducción selectiva de mensajes almacenados de malz, 

se evaluó la eficiencia de estos complejos con diferente grado de fosforilación en un 

sistema de traducción in vitro. Para desfosforilar los complejos elF4F/e1Fiso4F de malz, 

estos se incubaron con fosfatasa alcalina (0.25 U µg·') por 30 min a 37 ºC. La fosfatasa 

alcalina se inactivó mediante la adición de 20 µM EDTA. Para incrementar la fosforilación 

en los complejos e1F4F y e1Fiso4F se utilizó el estimulo con insulina descrito previamente. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 4.8. La desfosforilación de 

e1F4F/e1Fiso4F con fosfatasa alcalina disminuye significativamente la actividad de los 

complejos sobre la traducción de un grupo de ARNm control de levadura (Fig. 4.8a). Sin 

embargo, el incremento de la fosforilación observado en el extracto elF4F/elFiso4F 

obtenido bajo estímulo de insulina, no contribuye en aumentar la eficiencia de traducción 

de los mensajes control. 
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Fig. 4.8 Efecto de la fosforilación de los complejos elF4F/elFiso4F sobre traducción 
in vitro de ARNm de levadura (A) y de ARNm almacenados de maiz (B). El 
WGE depletado de los complejos 4F endógenos fue reconstituido con 4 µg mL·' 
de elF4F/elFiso4F de maíz. (-T-) elF4F/elFiso4F obtenidos de ejes embrionarios 
germinados por 24 h en condiciones control; (-•-) elF4F/e1Fiso4F obtenidos de 
ejes embrionarios germinados por 24 h. con estimulo de 200 µU mL·' de insulina 
durante las últimas 2 h de germinación; (-O-) elF4F/elFiso4F obtenidos de ejes 
embrionarios germinados por 24 h en condiciones control, defosforilados con 
0.25 U µg" de fosfatasa alcalina por 30 min a 37 ºC. 

Para el grupo de mensajes almacenados de maíz, se observa también cierta tendencia a 

disminuir la traducción cuando se utiliza elF4F/elFiso4F desfosforilado, aunque en menor 

grado con respecto al ARNm control de levadura (Fig. 4.8b). En este caso un incremento 

en Ja fosforilación de los factores por la presencia de insulina tampoco se acompaña de 

mayor actividad en Ja traducción de Jos mensajes. 

La interpretación de estos resultados no puede ser todavía concluyente pues requiere de 

hacer repeticiones de los experimentos de IVT, así como de incluir varios controles como 

estimulo con ácido okadaico y otro para comprobar que la fosfatasa alcalina no afecta a Ja 

fosforilación de otros factores dentro del sistema o a otros sitios de fosforilación de la 

misma proteína. 
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CAPITULO V 

DISCUSION GENERAL 
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La regulación de Ja slntesis de proteinas es un evento importante para la vida celular, ya 

que es una de las etapas finales de la expresión genética. En particular, esta regulación 

es fundamental durante la germinación de maíz, ya que permite el futuro establecimiento 

de la plántula. En este proceso. los factores que participan en el mecanismo de 

selectividad para el reclutamiento de mensajes específicos en los polisomas para su 

traducción. constituyen el objeto de múltiples investigaciones. El presente trabajo estudia 

a uno de estos factores, elF4E: el cual esta involucrado en la iniciación de la traducción, 

particularmente en el reconocimiento del CAP de los ARNm. Este factor resulta esencial 

para Ja traducción de mensajes CAP-dependientes en los organismos eucariontes 

(Sonenberg, 1996). Esta afirmación se basa en resultados que muestran que la 

disminución de elF4E en extractos celulares reduce drásticamente la traducción de todos 

los ARNm CAP-dependientes y que esta actividad es reconstituida por la adición de elF4E 

nativo o recombinante (Svitkin et al., 1996). 

Los resultados de este trabajo revelan un mecanismo novedoso e interesante para regular 

Jos niveles de la isoforma e1Fiso4E de maiz, basado en la expresión selectiva del 

mensaje, debido a la modulación de su movilización a polisomas. A su vez. este 

mecanismo da lugar a la expresión selectiva de los mensajes almacenados durante el 

proceso de germinación de maíz. 

Identificación de las isoformas del factor de iniciación de Ja traducción 4E en ejes 

embrionarios de maíz 

La existencia de isoformas para elF4E se ha reportado en Drosophila (Lavoie et al., 

1996). Xenopus (Wakiyama et al., 1996) Caenorhabditis elegans (Keiper et al., 2000}, 

mamíferos (Rom et al., 1998) y varias especies de plantas (Browning et al., 1992; Ruud et 

al., 1998). Las isoformas que se han identificado en estos organismos hasta el momento, 

muestran diversos grados de identidad, funcionalidad, afinidad por el CAP y mecanismos 

de regulación de su actividad. De Ja presencia de múltiples isotermas del factor elF4E 

surge la pregunta de si éstas regulan la selectividad de la traducción de ARNm mediante 

su abundancia. disponibilidad o actividad en el reclutamiento de transcritos. 

El factor elF4E presenta 2 isoformas principales en plantas, eJF4E y e1Fiso4E, las cuales 

forman parte de dos complejos eJF4F (eJF4E/elF4G}, antigénicamef'te distintos entre si 
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(Browning et al., 1992). Recientemente, se ha identificado una tercera isoforma de eJF4E 

en Arabidopsis, denominada nCBP (nueva proteína que une CAP). Ja cual es poco 

abundante pero puede formar complejos tanto con eJF4G, como con e1Fiso4G (Ruud et 

al., 1998). En el presente trabajo, mediante la utilización de técnicas de purificación 

basadas en cromatografia de afinidad, previamente descritas (Zapata et al., 1991), 

encontramos que a partir de ejes embrionarios de maíz, quiescentes o germinados. se 

obtiene una mezcla de las dos isoformas del complejo e1F4F (Figura 1. Artículo 1 ). Dentro 

de esta mezcla se identificaron. utilizando anticuerpos contra las isoformas de trigo, las 

proteinas correspondientes a e1Fiso4E (32 kDa) y e1F4E (30 kDa). Es interesante señalar 

que el anticuerpo contra e1F4E de trigo reconoce a dos péptidos en el extracto de maíz. 

Esto se debe probablemente a diferentes estados de fosforilación de esta isoforma. como 

se ha reportado recientemente (Manjunath et al., 1999). Conclusión que se apoya en 

experimentos de traducción in vi/ro del mensaje para este factor. donde se observa Ja 

sintesis de un solo péptido (Figura 5, Articulo 2). 

La relación cuantitativa de elF4E y e1Fiso4E, reportada en trigo, indica que en el estado 

quiescente e1Fiso4E es 10 veces mas abundante que e1F4E (Browning el al., 1990). 

Recientemente. se ha encontrado que esta relación varia según la etapa de desarrollo o 

condiciones de estrés de la planta (Gallie et al., 1998). Asi mismo, se reporta para 

Arabidopsis una relación diferencial entre los mensajes e1F4E y e1Fiso4E presentes en 

diferente tipo de tejidos en una misma plántula (Rodríguez et al .. 1998). Los resultados 

que obtuvimos a partir del análisis de ejes embrionarios quiescentes y germinados de 

maíz indican que la proporción de las isotermas e1Fiso4E y elF4E varía durante la 

germinación (Figura 1. Articulo 1 ). A nivel de mensajes. se encontró que ambas isoformas 

están presentes en el grupo de ARNs almacenados en el estado quiescente y 

permanecen durante el resto de la germinación (Figura 3, Artículo 1 ). En este caso, la 

abundancia de cada isoforma también varía según el estadio de germinación, lo cual 

coincide con las observaciones reportadas en trigo y Arabidopsis (Gallie et al., 1998; 

Rodríguez et al., 1998). Por otra parte, el análisis de la sintesis de novo de e1Fiso4E y 

e1F4E, así como los datos obtenidos sobre estos factores. tanto a nivel de contenidos de 

proteínas como de ARNm, indicaron que debe existir un mecanismo(s) responsable de la 

expresión diferencial de las dos isoformas durante el periodo de germinación (Figuras 1-3, 

Artículo 1). 
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Mecanismo de expresión diferencial de e1Fiso4E y elF4E durante la genninación de 

maíz 

En animales superiores, la regulación principal de Ja actividad de elF4E es mediada por 

protelnas de unión a 4E (4E-BPs) que secuestran al factor e impiden su unión con eJF4G, 

para formar el complejo e1F4F activo (Pause et al., 19g4). Sin embargo, en estos 

organismos también se han reportado otras formas de regulación para elF4E, como son la 

modulación de su expresión (lazans-Karatzas et al., 1990, Johnston et al., 1998; 

Khaleghpour et al., 1999) y la modificación del péptido por fosforilación (Rhoads, 1993). 

En el caso de plantas, no se han encontrado hasta el momento proteínas homólogas a 

4E-BP, que presenten características de unión a alguna de las isoformas 4E (Pause et al., 

1994; Figura 3, Articulo 2). En cambio, se ha sugerido que es la cantidad relativa de cada 

una de las isoformas funcionales de 4E la determinante en una selección diferencial de 

Jos mensajes a traducir (Carberry & Goss, 1991; Bailey-Serres, 1999). 

Basándonos en la relación diferencial que encontramos para eJF4E y e1Fiso4E durante el 

proceso de germinación de maíz. decidimos averiguar si los mecanismos de regulación 

para estas isoformas se encontraban mediados por modulación de su expresión a nivel de 

traducción o de acumulación de ARNm. Nuestros resultados indican que e1Fiso4E 

mantiene niveles altos y constantes durante todo el periodo de germinación debido a una 

traducción muy activa de su mensaje desde las primeras etapas de la germinación 

(Figuras 2 y 4, Artículo 1). En cambio, eJF4E incrementa su expresión de manera 

apreciable, tanto a niveles de mRNA como de velocidad de traducción, solo hacia el final 

de la germinación (Figuras 3 y 4, Articulo 1 ). Estas diferencias entre acumulación y 

expresión de cada isoforma eJF4E probablemente implican mecanismos de regulación 

diferentes. La proteína e1Fiso4E parece estar sujeta a rápido recambio y, por ello requiere 

una expresión muy activa para mantener niveles altos y constantes durante Ja 

germinación. Por el contrario, Ja proteina elF4E es más estable y su síntesis activa se 

requiere solo hacia el final de Ja germinación. 

Reportes en Ja literatura señalan que la regulación sobre la expresión del factor eJF4E 

puede ocurrir tanto a nivel transcripcional (Rosenwald et al., 1 g93; Jhonston et al., 1998) 

como post-transcripcional (Drosophila; Wakiyama et al .. 1996; Keiper et al., 2000). En 

plantas, aunque se ha encontrado previamente expresión diferencial de las isotermas 4E. 
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no hay reportes en cuanto a algún mecanismo que regule su expresión. Debido a que 

durante las primeras 12 horas de germinación no parece haber transcripción de novo para 

ninguna de las dos ísoformas 4E (Fig. 3; Articulo 1). podemos pensar que la expresión 

selectiva de e1Fiso4E en este período se debe (1) a la mayor abundancia de su mensaje. 

y/o (2) a un mecanismo de control traduccional involucrado en la movilización selectiva de 

estos mensajes para su traducción. Aunque en el eje embrionario quiescente el transcrito 

de e1Fiso4E parece ser más abundante que el de elF4E y Jos niveles de ambos mensajes 

disminuyen a 6 y 12 h de germinación (Figura 3. Artículo 1 ). es el ARNm para e1Fiso4E el 

que se traduce preferencialmente desde las 12 h de germinación (Figuras 2 y 4, Artículo 

1 ). Por estas razones consideramos con mayor probabilidad Ja presencia de un 

mecanismo que regulara la síntesis de eFiso4E a nivel traduccional. 

Regulación de la expresión de e1Fiso4E a nivel de traducción 

Muchos de los mensajes almacenados en el eje embrionario quiescente de r11c1íz son 

expresados diferencialmente durante el proceso germinativo (Sánchez de Jiménez & 

Aguilar. 1984). Algunos de los mecanismos involucrados en este tipo de selección ocurren 

a nivel de la traducción de mensajes (Bewley & Black. 1994: Sánchez de Jiménez et al., 

1997a; 1999) y, son mediados por regulación a nivel de movilización de mensajes a 

polisomas. Los mensajes para las isoformas 4E forman parte del grupo de ARNm 

almacenados en el eje embrionario quiescente de maíz, al igual que otros mensajes para 

componentes de la maquinaria de traducción como las proteínas ribosomales (Beltrán

Peña et al.. 1995). Al analizar los patrones de expresión de estas isoformas en 

condiciones normales y en presencia de cicloheximida (un inhibidor de Ja traducción). 

observamos que Jos niveles de e1Fiso4E pueden llegar a disminuir hasta niveles no 

apreciables por Ja inhibición de la traducción, mientras que Ja de eJF4E se afecta en 

menor grado (Figura 1. Articulo 2). Esto apoya Ja idea de que e1Fiso4E, y no eJF4E, está 

sujeto a control traduccional durante Ja germinación de maiz para modular sus niveles de 

proteína. 

Durante Ja germinación de maíz, se ha encontrado que la presencia de efectores como 

insulina estimula Ja movilización de mensajes STOP a polisomas, como se ha 

caracterizado que Jo hace en animales (Meyuhas et al.. 1996). Entre estos mensajes se 

han identificado Jos de algunas proteinas ribosomales (Sánchez de Jiménez et al., 1999). 
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Utilizando este tipo de estimulación en ejes embrionarios de maiz encontramos que se 

incrementa significativamente la síntesis de novo de e1Fiso4E, en comparación con la de 

elF4E (Figura 2; Articulo 2). Este incremento se produce por un estimulo específico en la 

movíiízación de mensajes a polisomas y no por la inducción de acumulación de mensajes 

(Figura 4; Artículo 2). La especificidad de este estimulo se demuestra por el bloqueo 

parcial de la movilización que se observa para los mensajes de la pr S6 y del e1Fiso4E en 

presencia de inhibidores de la vía de transducción de señales por insulina. como son 

wortmanina y rapamicina (Figura 4; Artículo 2). De estos datos se deduce que la 

regulación de la expresión de e1Fiso4E durante la germinación de maíz ocurre a nivel de 

movilización de su mensaje a polisomas. 

Existe cierta discusión sobre el mecanismo implicado en la movilización selectiva de 

mensajes 5'TOP a polisomas bajo el estímulo de insulina (Pelli=oni et al., 1996). Una de 

las características que debe tener este tipo de mensajes es la presencia de una secuencia 

de polipirimidinas (9-11) a partir de la base +1 de transcripción (Shama & Meyuhas, 1996). 

Otro punto importante es el estado de fosforilación de la pr S6. que se incrementa 

selectivamente por la vía de transducción de señales de insulina (Jefferies et al., 1994; 

Meyuhas et al.. 1996). Por último. se considera que algún factor "trans· especifico es 

capaz de reconocer a la secuencia 5'TOP y/o a la fosforilación de la pr S6 y de esta 

manera favorecer la interacción del mensaje con la maquinaria de traducción y 

consecuentemente facilitar la traducción preferencial de los mensajes 5'TOP (Pelli=oni et 

al., 1996). 

En el caso de e1Fiso4E de maíz no existe la certeza de la presencia de secuencia TOP en 

su mensaje. ya que no se conoce con exactitud el sitio +1 de transcripción. Sin embargo, 

es interesante el hecho que en el cDNA reportado para esta proteína la secuencia del 

extremo 5' es una serie ininterrumpida de pirimidinas (5'T25CCCCTTC ... 3'; AF076955), la 

cual no está presente en el mensaje para elF4E (5'GCCCCGCGTT ... 3'; AF076954). Por 

otra parte, al analizar el efecto de la fosforilación de pr S6 sobre la traducción del mensaje 

e1Fiso4E en ensayos in vitro. se encontró que los ribosomas fosforilados en la pr S6 

traducen de forma muy eficiente el mensaje de esta isoforma. Por el contrario. los 

ribosomas no fosforilados en la pr S6 traducen el mensaje para e1Fiso4E muy poco y en 

forma similar a la capacidad de traducir otros mensajes como los de 13-globina y e1F4E 

(Figura 5 y tabla 1; Artículo 2). La presencia de auxinas. que también inducen incremento 
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en la fosforilación de la pr SS en ribosomas (Pérez-Méndez et al., 1993; Beltrán-Peña et 

al., en prep.), es capaz también de estimular la movilización de los mensajes 

correspondientes a e1Fis04E y pr SS a polisomas (Figura 3.7; Capítulo 3). 

·Un dato interesante sobre la regulación de la expresión de e1Fiso4E a nivel de traducción 

se obtuvo a partir de experimentos de germinación de maíz en presencia de a-amanitina. 

Esta sustancia. inhibidor de la transcripción mediada por la ARN polimerasa 11. no 

disminuye la cantidad total de mensajes de e1Fiso4E o elF4E durante las primeras 12 h de 

germinación de maíz (Frgura 3: Artículo 1 ). indicando la ausencia de transcripción de 

estos mensajes durante ese periodo. Sin embargo, la presencia de a-amanitina a 12 h de 

germinación claramente afecta la movilización del mensaje e1Fiso4E y en parte a elF4E a 

polisomas (Figura 3.6; Capitulo 3). Una explicación posible para este resultado es que a

amanitina tuviera un efecto indirecto en la movilización del mensaje, mediante la inhibición 

de la expresión de un factor trans de rápido recambio que dependiera de transcripción de 

novo durante la germinación. Por otra parte. en presencia de a.-amanitina se observa 

cierta acumulación en la cantidad total de ARNm. tanto para e1Fiso4E como para e1F4E 

(Figura 3, Articulo 1; Figura 3.Sa, Capitulo 3). Esto pudiera ser el resultado de una 

estabilización de mensajes. debida a la disminución de alguna RNasa por e•fecto de 

inhibición de la transcripción por a-amanitina. 

Las isoformas e1Fiso4E y e1F4E tienen actividad diferencial sobre la traducción In 

vitro de algunos mensajes 

Dentro de las células de plantas. los ARNm se traducen de manera selectiva acorde con 

las condiciones de desarrollo. diferenciación y ambientales (Bailey-Serres, 1999). Una de 

las formas que tiene la célula para seleccionar los mensajes a traducir es durante la 

iniciación de la traducción, mediante los factores elF4 que participan en el reclutamiento 

del ARNm (Browning, 199S; Gingras et al., 1999). El factor e1F4E que une la estructura 

CAP. presenta caracteristicas estructurales semejantes en los diferentes organismos de 

donde se ha aislado (Marcotrigiano et al., 1997). Sin embargo, para las isoformas de 

elF4E que se han reportado en diversos organismos, se han encontrado características 

funcionales específicas como son el reconocimiento de CAPs con diferente grado de 

metilación (Sha et al .. 1995; Keiper et al., 2000), el reconocimiento de diferentes S'UTRs 

(Carberry & Goss, 1991) o la capacidad de unión con e1F4G (Rom eta/., 1998). 
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La funcionalidad o actividad de las isoformas de e1F4E de plantas ha sido estudiada 

mediante ensayos in vitro con ARNm virales {Hann et al., 1997; Wang et al., 1997). En el 

presente trabajo, se encontró que los factores elF4E y e1Fiso4E presentes durante la 

germinación de maiz son capaces de traducir in vitro de manera diferencial tanto ARNs 

virales como celulares (Figuras 4.3-4.6; Capitulo 4). En el caso de ARNs virales, estos 

constituyen un modelo adecuado para el estudio de la actividad de factores de traducción, 

ya que para muchos se conocen las estructuras presentes en los extremos s· y 3'UTR 

{Bailey-Serres. 1999). En nuestro caso. se utilizaron TMV y BMV que tienen la estructura 

CAP en el extremo S'UTR y una estructura similar a ARNt en el extremo 3'UTR 

(Goldbach, 1987). De los resultados se observó que TMV se traduce mejor en presencia 

de elF4E. mientras que 3 de los 4 ARNm de BMV se traducen mejor en presencia de 

e1Fiso4E {Figuras 4.3 y 4.4; Capitulo 4). Para TMV se ha reportado una secuencia líder en 

el extremo 5'UTR que funciona como estimulo para su traducción (Tanguay & Gallie, 

1996). Los resultados que obtuvimos indican que además de esta característica. el ARN 

viral es capaz de mostrar preferencia por una de las isoformas elF4E de maíz. En el caso 

de BMV. se reporta que los 4 ARNm que contiene presentan diferencias en la longitud de 

sus S'UTR (Brunt et al .. 1996). lo cual puede implicar diferente dependencia de e1Fiso4E 

para la traducción de cada uno de ellos (Carberry & Goss. 1991). Otras características 

que tienen los ARNs virales son las estructuras especificas y variadas en los extremos 5' 

y 3', lo que los hace un modelo muy apropiado para estudiar la actividad diferencial de 

e1F4E y e1Fiso4E. 

Para el grupo de ARNs celulares de plantas, varios reportes indican que algunos 

mensajes se traducen selectivamente en condiciones de estrés como anoxia (Fenoy et al., 

1995) o choque de calor (Gallie et al., 1995). Para el grupo de mensajes almacenados en 

semillas de maíz, aunque se ha reportado selectividad en la traducción {Sánchez de 

Jiménez & Aguilar, 1984), no se conocen con exactitud los mecanismos que rigen este 

tipo de regulación. Se considera que uno de estos mecanismos pudiera ser el grado de 

fosforilación de la pr S6. que es diferencial durante la germinación (Pérez-Méndez et al .. 

1993) y otro la dependencia de CAP de los mensajes para ser traducidos (Sánchez de 

Jiménez et al., 1997b). 
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De los resultados obtenidos sobre la actividad diferencial de los factores elF4E y e1Fis04E 

en la traducción in vitro de mensajes almacenados (Figura 4.3. Capítulo 4). podemos 

sugerir como un posible mecanismo de control tradu=ional, la abundancia relativa de las 

isoformas elF4E durante el periodo de germinación. Este mecanismo implicaria una 

competencia entre los mensajes por cada isoterma 4E. la cual estaria dada por diferentes 

CAPs y/o regiones S'UTR. En efecto. la ausencia de e1Fis04E en el sistema in vitro inhibe 

la sintesis de varias proteinas a partir de los ARNm almacenados. mientras favorece la 

incorporación de metionina marcada en algunas proteinas especificas (Figuras 4.5 y 4.6; 

Capitulo 4). También es interesante el hecho de que hay mensa1es cuya tradu=ión se 

favorece por la ausencia de cualquiera de las dos isotermas 4E (Tabla 4.2 y Figura 4.5; 

Capítulo 4: Sánchez de Jiménez et al., 1997b). 

Modelo experimental que relaciona la expresión y actividad de las isoformas 4E 

duran~e la germinación de maíz 

Los datos obtenidos en este trabajo indican que la proporción de e1F4E!e1Fiso4E juega un 

papel fundamental para definir el patrón de proteínas sintetizadas de novo durante la 

germinación de maíz. En el siguiente modelo se encuentran representadas 

esquemáticamente las diferentes etapas de la germinación. la presencia relativa de cada 

isoforma 4E. como parte de los correspondientes complejos 4F, y el grupo de mensajes 

que se van a traducir a lo largo del proceso de germinación. 

eJF.JF 

eJFiso.JF 

/ germinación 

Il. ,~AAA~ ~I "" AR:"'n1 

[ §• . ---' ""~ "' ~ 

[ ~.J: .. A~:'A~AR'm l\ 
nlmac.-1rndo• l 

24 h 

20 h 

12 h 

6h 

.-E-J--e_e_rn_b_n ___ o_n_a_n ___ o_q_u_i_es_ce_n_t_e~j 
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Este modelo es una propuesta que explicaría uno de los mecanismos de regulación de la 

slntesis de proteínas durante el proceso de germinación. En el eje embrionario quiescente 

observamos mayor cantidad de e1Fiso4E respecto a elF4E. Después de 12 h de 

germinación los niveles de e1F4E se incrementan. para alcanzar una proporción similar a 

e1Fiso4E en el momento de protrusión de la radícula. Al inicio de la germinación, la 

síntesis de proteínas se produce basicamente a partir del grupo de ARNm almacenados 

en el eje embrionario quiescente. Muchos de estos ARNm deben estar señalados con 

estructuras CAP y S'UTRs que seran reconocidas por e1Fiso4E como parte del complejo 

e1Fiso4F. A medida que transcurre la germinación son sintetizados nuevos ARNm, 

algunos iguales a parte de los almacenados (constitutivos) y otros diferentes (división 

celular y diferenciación) Dentro de este grupo de ARNm nuevos. posiblemente se 

incrementa la proporción de mensajes que requiere a la isoterma elF4E para su 

reclutamiento a traducción, por lo cual este factor comienza a aumentar sus niveles hacia 

las últimas horas de germinación. 

El factor e1Fiso4E se traduce de manera regulada para mantener su concentración 

constante durante toda la germinación. ya que se requiere para la traducción de muchos 

de los mensajes presentes a lo largo de este proceso. Hemos visto que la inhibición de la 

traducción por cicloheximida durante la germinación produce disminución de e1Fiso4E, 

sugiriendo que se trata de una proteína de vida media corta. probablemente degradada 

por las proteasas que se activan durante la germinación de semillas (Guy & Black, 1998). 

El estimulo de la expresión de e1Fiso4E a nivel de la movilización selectiva de su mensaje 

a polisomas permite a la célula lograr una disponibilidad rapida del factor necesaria para 

traducir aquellos mensajes que probablemente garantizaran el desarrollo de la 

germinación (elongación y protrusión de la radícula). 

Las evidencias experimentales que se obtuvieron a lo largo de este trabajo, han señalado 

a e1Fiso4E como un factor importante para la regulación de la traducción de ARNm a 

proteínas durante la germinación de maíz. Se demostró que un mecanismo posible para 

la regulación de la actividad de e1Fiso4E es la modulación de su expresión a nivel de 

traducción. Este mecanismo implica a una vía importante de regulación a través de 

transducción de señales reportada para animales, la cual al parecer también existe en 

plantas (Turck et al., 1998; Sanchez de Jiménez et al., 1999; Hirt, 2000). Sobre la 

isoforma elF4E, los resultados sugieren que su expresión podría estar regulada a nivel de 
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transcripción. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en este caso la modificación por 

fosforilación pudiera también ser un mecanismo importante en la regulación de su 

actividad (Manjunath et al .. 1999). 

Para las investigaciones futuras, seria interesante comprobar si el mensaje para e1Fiso4E 

contiene la secuencia TOP a partir del sitio +1 de transcripción, asi como estudiar ia 

posibilidad del factor trans involucrado en la movilización de éste y otros mensajes 5'TOP. 

Otro objetivo seria estudiar las isoformas de e1F4G y cuál es su participación en la 

regulación de la traducción CAP-dependiente. 
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CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron arribar a las siguientes conclusiones: 

1. En ejes embrionarios de maíz existen 2 isoformas para el factor de iniciación de la 

traducción e1F4E (elF4E/elFiso4E) formando parte de diferentes complejos elF4F 

(elF4F/elFiso4F). 

2. Hay 2 mensajes 4E diferentes presentes en el estado quiescente de los ejes 

embrionarios: elF4E (1.0 kb) y e1Fiso4E (1.1 kb) y su expresión sigue un patrón 

diferencial durante la germinación. El mensaje de la isoforma e1Fiso4E presenta un 

mayor reclutamiento a polisomas que elF4E. 

3. Los niveles de proteína para e1F4E y e1Fiso4E muestran cinéticas diferentes durante 

el proceso de germinación. La isoforma e1Fiso4E es la más abundante durante las 

primeras horas de germinación y continúa manteniéndose a niveles altos durante toda 

la germinación. 

4. La expresión de e1Fiso4E es regulada en parte a nivel de traducción por una vía de 

transducción de señales similar a la inducida por insulina. Esta regulación es mediada 

probablemente por la fosforilación de la proteína ribosomal S6 en la subunidad 

ribosomal 40S. 

5. Los complejos elF4F y e!Fiso4F de maíz muestran actividad diferencial sobre la 

traducción in vitro de los mensajes virales de TMV y BMV y del grupo de mensajes 

almacenados en el eje embrionario quiescente de maíz. 

6. Un grupo importante de los mensajes almacenados depende de la presencia de 

e1Fiso4E para ser traducidos en un sistema in vitro. 
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