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Resumen: La proteina quinasa GCN2 es un punto clave en el
control de la homeostasis celular y es considerada un sensor
general de estreés. Esta quinasa tiene como sustrato la
subunidad a del factor de iniciacion de la traduccion 2 (elF2a).
Su fosforilacion conlleva una parada de la traduccion en la
celula. Hasta el momento se conoce que su activacion se
produce ante un ayuno de aminoacidos y la consecuente
generacion de tRNAs descargados. Sin embargo, tambiéen se
ha demostrado su activacion ante estreses que, en principio,
no generan dichos tRNAs.

En plantas se desconoce con detalle como el sistema GCN
contribuye a mitigar el estrés y controlar la homeostasis.
Diversos estudios indican que muchos de los componentes
moleculares con los que esta interaccionando GCN2 son aun
desconocidos.
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Modelo hipotético para el papel estimulador
del complejo Gen1p/Gen20p en la activacion
de Gecn2p mediante tRNA descargados en el
sitio A ribosomal. Gen2p se presenta como un
dimero con el tRNA unido al dominio similar a
HISRS y activando el dominio PK (Protein
Kinase). Tanto el complejo Gen1p/Gen20p como
el Gen2p pueden unirse al ribosoma. En este
caso se postula que el tRNA descargado actua
como ligando activador para la union.
Alternativamente, es posible que Gen1p sea una
proteina andamio que posiciona a Gen2p en el
rlbosoma de ftal manera que los tRNA
descargados puedan ser  ftransferidos
directamente desde el sitio A ribosomal a Gen2p.

(Hinnesbush,2005)

Representacion esquematica de los genes a estudio: Gen20, Gen1 y Gen2. En
Arabidopsis Thaliana, los genes homologos a los de levadura, AtGen20, AtGen1 y
AtGcen20, presentan los dominios de interaccion conservados. Los porcentajes de
homologia obtenidos se representan bajo de los dominios de interaccion en cada
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Figura 1. Caracterizacion fenotipica de los mutantes a estudio en Arabidosis Thaliana. El fenotipo de
amarilleamiento presente en los mutantes gcn1 y gcn20 se observo en condiciones de dia largo en el invernadero, a
23°C de temperatura, con una humedad relativa del 70% y una intensidad luminica de 130uE:m-2s-1

Figura 3: Dimerizacion de AtGCN2. Interaccion

AtGCN1/AtGCN2 en Arabidopsis Thaliana. Para ello se
clond6 AtGCN2 y la parte C-terminal de AtGCN1 en
vectores BIFC. Posteriormente se agroinfiltraron plantas
de Nicotina Bentamiana y se observaron sus celulas
epidéermicas mediante microscopia confocal.
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\ /Figura 4: Localizacién subcelular del gen AtGCN2

mediante microscopia confocal en celulas
epidérmicas de Nicotina Bentamiana. Para ello se
clono AtGCN2 en el vector binario pMDC83.
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Figura 2:Deteccion de elf2 alpha fosforialdo. En

Basandonos en los estudios previos realizados en levadura
sobre el sistema GCN, se pretende caracterizar dicho sistema
en plantas. Empleando para ello lineas mutantes de los genes
homologos de Arabidopsis Thaliana, AtGCN2, AtGCN1,
AtGCNZ20.

1.Caracterizacion fenotipica de las lineas mutantes.
Determinacion de mecanismos de resistencia a cationes
toxicos.

2.Clonacion y caracterizacion de los genes a estudio en
planta.

3.Busqueda y caracterizacion de proteinas implicadas en el
sistema GCN.

Arabidosis Thaliana los genes Gen1 y Gen2, homologos a
SCGCN1 y ScGCN2 de levadura, son necesarios para la
fosforilacion de la subunidad a del factor de iniciacion de la
traduccion 2 (elF2a). Mediante western-blot se comprobo
que los mutantes gcn1 y gen2 no fosforilan a eiF2 alpha tras
un tratamiento con luz UV. Se emplearon como controles
internos plantas Ler (wild-type) sometidas la mismo
tratamiento.
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