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“REGULACION DE LA S6K POR AUXINAS E INSULINA EN RADICULAS DE
SEMILLAS DE MAIZ DURANTE LA GERMINACION”

RESUMEN

La germinacion comienza con la imbibicion de las semillas, durante este proceso las
semillas pasan de un estado quiescente a un estado metabdlicamente activo. Entre
los procesos metabdlicos que se reinician durante la germinacion se encuentra la
sintesis de proteinas, que en etapas tempranas de imbibicién estd basada en la
traduccion de ARN,, almacenados en las semillas y en etapas posteriores requiere

de la transcripcion de nuevos ARN, y su posterior traduccion.

Las auxinas y la insulina promueven el crecimiento de ejes embrionarios de semillas
de maiz durante la germinacion. A nivel molecular, estos efectores inducen en ejes
embrionarios de maiz la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 (PRS6) de la
subunidad 40S, que se encuentra en la region de union del ARN,, al ribosoma. Esta
proteina presenta varios residuos susceptibles de ser fosforilados en respuesta a
distintas sefiales. La fosforilacion de la PRS6 se lleva a cabo por la cinasa S6K y
reportes previos indican que la fosforilacibn de PRS6 por auxinas o insulina forma
parte, al parecer, de una via de regulacion traduccional de la sintesis de proteinas.
La insulina y los factores semejantes a insulina regulan el crecimiento a través de la
via de transduccion PI3K-TOR. En plantas se ha reportado la existencia de varios

componentes de esta via de transduccion.

En estudios previos de nuestro grupo de trabajo, se observd que las auxinas y la
insulina inducian el crecimiento de la parte aérea de ejes embrionarios de maiz
durante la germinacion. Al igual que en ejes embrionarios completos, ambos
efectores indujeron la fosforilacion de la PRS6, lo que sugeria el posible
entrecruzamiento de sus vias de sefializacién. Sin embargo, se encontrd que el tipo

de fosforilacion de PRS6 y los patrones de proteinas sintetizadas en la parte aérea
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de ejes embrionarios de maiz en respuesta a auxinas o insulina son distintos. Estos
resultados apoyan la existencia de diferentes mecanismos de accion para estos

efectores.

Por ello, se decidi6 profundizar en el estudio del mecanismo de accion de las auxinas
y de la insulina, y en los efectos de estas hormonas sobre la fosforilacién de la cinasa
S6K y de la PRS6 en radiculas de semillas de maiz en germinacion. Los resultados
del presente trabajo indican que las auxinas y la insulina indujeron el crecimiento de
las radiculas, aunque el crecimiento fue ligeramente superior con insulina. Ambos
efectores indujeron una mayor fosforilacion de la enzima ZmS6K y de su sustrato
ZmPRS6. El aumento en la fosforilacion de la cinasa se reflejo en su activacion,
como se observa por el incremento de la Vmaxa,. Sin embargo, los patrones de
formas fosforiladas de S6K y de PRS6 difieren con cada efector y también difieren de
los observados en la parte aérea de los ejes embrionarios. Estos resultados sugieren
gue los efectores auxina e insulina, aunque comparten algunos intermediarios, no
producen los mismos efectos, por lo que es probable que sus vias de transduccién
sean distintas. Asimismo, los resultados indican que la respuesta a estos efectores

es tejido-especifica.
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“REGULATION OF S6K BY AUXINS AND INSULIN IN RADICLES OF MAIZE
SEEDS DURING GERMINATION”

ABSTRACT

Germination starts with seed imbibition; during this process, seeds emerge from a
quiescent state to a metabolic active state. One of the metabolic processes that
restart during germination is the protein synthesis, which in early stages of the
imbibition consists in the translation of mRNA stored in the seed and later, it requires
the transcription of new mRNA with its subsequent translation.

Auxins and insulin promote growth in maize embryonic axis during germination. At a
molecular level, these effectors induce phosphorylation of S6 ribosomal protein
(S6rp), localized in the mRNA binding region of the 40S subunit of the ribosome. This
protein contains several residues susceptible to phosphorylation in response to
different signals. S6rp phosphorylation is performed by the kinase S6K. Previous
reports show that auxins or insulin-induced S6rp phosphorylation is part of a
translational regulation pathway of protein synthesis. In animals, insulin and insulin-
like factors regulate growth through the translational regulation pathway PI3K-TOR. In
plants, the existence of several of the components of this transduction pathway has

been reported.

Previous studies from our lab group showed that auxins and insulin induced growth of
the aerial part of maize embryonic axis during germination. Also, like in the complete
embryonic axis, both effectors induced S6rp phosphorylation, which suggested a
cross-talk between their transduction pathways. However, the kind of S6rp
phosphorylation and the patterns of synthesized proteins in the aerial part in response
to auxins or insulin are different. These results support the existence of different
mechanisms of action for these effectors. Because of this, it is interesting to study in
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depth the mechanism of action of auxins and insulin and the effect of these hormones

on S6K and S6rp phosphorylation in radicles of maize seed during germination.

The results from the present work showed that both, auxins and insulin induce radicle
growth, although, the induction was slightly higher with insulin. Both effectors induced
a higher phosphorylation of the enzyme ZmS6K and its substrate ZmS6rp. The
increase in the kinase phosphorylation resulted in its activation as observed by an
increase in the Vmaxa,p. However, the patterns of S6K and S6rp phosphorylated forms
were different for each effector and differed from those observed in the aerial part of
the embryonic axis. These results showed that even though, the effectors auxin and
insulin share some intermediates, they do not produce the same effects, suggesting
the possibility that their transduction pathways are different. Furthermore, the results

indicate that response to these effectors is tissue-specific.
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I. ANTECEDENTES
l.1. SEMILLAS Y GERMINACION.

Las semillas son de fundamental importancia para la alimentacion humana. Los
granos de cereales comprenden el 90% de todas las semillas cultivadas y
contribuyen a la mitad del abastecimiento de energia por persona. Las semillas
contienen al embrién y estan estructural y fisiolégicamente equipadas para funcionar
como unidades de dispersion. Contienen ademas reservas alimenticias para sostener
al embrion hasta que se ha desarrollado en una plantula en desarrollo y se
establezca como organismo autétrofo (Bewley, 1997).

.1.1 Semillas de maiz.

El maiz, junto con el trigo y el arroz, se encuentran entre los cereales mas
importantes del mundo, que suministran elementos nutritivos a los seres humanos.
Botanicamente, el maiz (Zea mays L.) pertenece a la familia de las gramineas y es

una planta anual dotada de un amplio sistema radicular fibroso.

El grano de maiz se denomina en botanica caridpside o cariopsis; cada grano
contiene el revestimiento de la semilla, o cubierta seminal, y la semilla (Bewley y
Black, 1994).

El desarrollo de la planta de maiz se puede dividir en las etapas vegetativa,
transicional, reproductiva y de semilla. En la etapa vegetativa se desarrollan y
diferencian distintos tejidos. La etapa reproductiva, se inicia con la fertilizacién de las
estructuras femeninas, que se diferenciaran en espigas y granos (Jugenheimer,
1988).
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1.1.2 Germinacion.

La germinacion de la semilla se define como la transicion de un embrién, en estado
quiescente, que se ha desarrollado de un o6vulo fertilizado, en una nueva planta
fotosintéticamente activa. La germinacion resulta de la combinacion de multiples
eventos celulares y metabdlicos, coordinados por una compleja red de regulacion
gue incluye la latencia de las semillas, que es una capacidad intrinseca de bloquear
temporalmente el alargamiento de la radicula para optimizar el periodo de

germinacion (Bewley, 1997).

El proceso de germinacibn comienza con la imbibicibn de la semilla madura
deshidratada quiescente y termina con el alargamiento del eje embrionario,
generalmente la radicula, y su protrusion a través de las estructuras que rodean al
embrion (testa) (Bewley, 1997).

La germinacion de las semillas se afecta tanto por factores ambientales, tales como
la disponibilidad de agua, oxigeno, luz y una temperatura apropiada, como por
factores intrinsecos como la latencia de las semillas, establecida por la permeabilidad
de la testa al agua y al oxigeno y la obstruccion de la emergencia de la radicula por
la testa (Bove y col., 2001).

En las semillas secas quiescentes la incorporacion de agua se lleva a cabo en tres
fases; la captacion inicial de agua (fase 1), seguida por una etapa en la que casi no
se incrementa la captacion de agua (fase Il) y un posterior incremento en la
captacion de agua que se lleva a cabo solo después de que la germinacion se ha

completado, cuando los ejes embrionarios crecen (fase Ill) (Bewley, 1997).
En la figura 1 se sefialan los eventos que suceden durante la imbibicion de la semilla.

En la fase | se observa una captacion rapida de agua conocida como imbibicion

fisica. Durante esta fase se inicia la reactivacion metabdlica, resultado del gradual
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incremento del contenido de agua. En la fase Il, la velocidad de hidratacion
disminuye y se dan nuevos mecanismos fisiolégicos que preparan la expansion
celular: en las células de los ejes embrionarios se acumulan sustancias
osmoticamente activas, como solutos, azucares, aminoacidos, iones potasio, etc.,
favoreciendo la captacion de agua y, por otro lado, la acidificacion de la pared celular
induce la ruptura de los enlaces entre los polimeros de la pared (relajamiento de la
pared celular). Estos eventos coinciden con la activacion de la ATPasa de H" en el
plasmalema, lo que se traduce en un incremento posterior de la captacion de agua
que puede coincidir con el debilitamiento de los tejidos que envuelven al embrion
(endospermo); de esta forma, los ejes embrionarios se alargan y se completa la
germinacion (Bove y col., 2001).

Con la imbibicién, la semilla seca quiescente reanuda rapidamente su actividad
metabdlica. Generalmente se asume que las enzimas, estructuras y organelos
necesarios para la reanudacion de la actividad metabdlica estan presentes en la
semilla quiescente, permaneciendo almacenados durante la desecacion etapa con la
que finaliza la maduracion de la semilla. La reintroduccion de agua durante la

imbibicién es suficiente para reanudar las actividades metabdlicas (Bewley, 1997).
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crecimiento de 13 planta

Figura 1. Eventos metabdlicos que ocurren durante la captacion de agua o imbibicién de las semillas
(Bove y col., 2001)

Todos los componentes para la reanudacion de la sintesis de proteinas en la
imbibicion estan presentes en las células de los embriones secos maduros, aunque
los polisomas estan ausentes. Sin embargo, a los pocos minutos de rehidratacion
existe una disminuciébn en el numero de ribosomas libres, ya que éstos son
reclutados en los complejos de polisomas sintetizadores de proteinas. La sintesis
inicial de proteinas depende de los ribosomas y ARNm almacenados, aunque nuevos

ribosomas y ARNm se sintetizaran en etapas posteriores (Bewley, 1997).
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[.2. SINTESIS DE PROTEINAS.

La sintesis de proteinas es un proceso celular que requiere gran cantidad de energia,
por lo que su regulacion esta acoplada al estado metabdlico de las células (Rutter y
col., 2002; Proud, 2007a). En este sentido, se han observado cambios rapidos en la
velocidad de la traduccién durante la mitosis, en respuesta a distintos tipos de estrés,
a tratamientos con hormonas, mitdbgenos y factores de crecimiento y a nutrientes
(Hershey, 1989; Meyuhas, 2000).

La sintesis de proteinas se lleva a cabo en los ribosomas, que son complejos de
ribonucleoproteinas, de aproximadamente 2.4 a 4.5 MDa. En eucariontes, los
ribosomas estan formados por dos subunidades, denominadas 40S (subunidad
menor) y 60S (subunidad mayor) debido a su coeficiente de sedimentacion. La
composicion interna y su tamafio macromolecular varia entre distintos organismos,
aungque ambas subunidades estan compuestas por ARNr y proteinas. El ribosoma de
mamiferos contiene 80 proteinas ribosomales en sus dos subunidades (Wool y col.,
1995). La subunidad pequefia comprende una sola molécula de ARN, denominada
ARNr 18S y 33 proteinas; en contraste la subunidad mayor esta formada por tres
moléculas de ARNr, denominadas ARNr 5S, 5.8S y 28S, y de 46 a 47 proteinas. Se
ha reportado que algunas proteinas ribosomales pueden tener algunas funciones
extrarribosomales (Wool, 1996; Carroll y col., 2008). El ribosoma tiene una
naturaleza dindmica, ya que los acidos nucleicos y las proteinas de las subunidades
cambian conforme la traduccion progresa y los componentes proteicos individuales
se asocian o disocian del complejo (Bailey-Serres, 1999; Mcintosh y Bonham-Smith,
2006; Proud, 2007a).

El proceso de traduccion puede dividirse convencionalmente en tres etapas (Bailey-

Serres, 1999; Lewin, 2000; Meyuhas, 2000; Mcintosh y Bonham-Smith, 2006; Proud,
2007a):
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a. La etapa de iniciacion, que comprende la formacion del complejo activo
de iniciacion, en donde el ARNm y el ARN de transferencia para la

metionina (ARNty,"®"

) son reclutados hacia el ribosoma, inicialmente
hacia la subunidad pequefa 40S (Bailey-Serres, 1999; Meyuhas, 2000;

Proud, 2007a).

b. La etapa de elongaciéon, que involucra la formacién de la union
peptidica entre dos aminoacidos. El coddn de iniciacion es localizado
por un proceso conocido como escaneo, durante el cual es reconocido
por el anticodén de ARNt,,. A continuacién se da el ensamblaje del
ribosoma 80S completo en el codon de inicio, listo para proceder al
alargamiento del nuevo polipéptido (Bailey-Serres, 1999; Meyuhas,
2000; Proud, 2007a).

c. La etapa de terminacién, que involucra el reconocimiento del triplete de
terminacion del ARNm en el extremo 3’ por el complejo formado por el
ribosoma y los correspondientes factores de terminacién. Este complejo
cesa la traduccién y provoca el desprendimiento de la cadena de
polipéptidos recién formada (Bailey-Serres, 1999; Lewin, 2000; Proud,
2007a).

Los ribosomas de plantas tienen una arquitectura similar a la de los mamiferos. Las
proteinas ribosomales de varias especies de plantas superiores estan conservadas
tanto en monocotiledéneas como en dicotiledoneas (Bailey-Serres, 1999; Mcintosh y
Bonham-Smith, 2006). Estudios recientes de ribosomas citoplasmicos de plantas
revelaron que éstos son ligeramente mas pequefios que los encontrados en
mamiferos, debido aparentemente a una menor masa de la subunidad 60S. Diversos
analisis bioquimicos, utilizando técnicas tales como la electroforesis en geles
bidimensionales de las proteinas que componen los ribosomas de plantas

monocotiledéneas (trigo, cebada y maiz) y dicotiledoneas (soya, tomate y tabaco),
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han servido para determinar la cantidad de proteinas de los ribosomas vegetales.
Los ribosomas citoplasmicos de plantas contienen de 75 a 92 proteinas,
dependiendo de la especie. Los resultados de estos geles revelaron que la
subunidad 40S contenia mas de 40 proteinas, mientras que la subunidad 60S
contenia més de 59 proteinas. Por otra parte, en una investigacion del genoma
completo de Arabidopsis, se lograron identificar 80 posibles proteinas ribosomales en
el citoplasma, utilizando secuencias conocidas de proteinas ribosomales homoélogas
de rata (Bailey-Serres, 1999; Barakat y col., 2001; Carroll y col., 2008).

I.3. REGULACION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS.

La traducciébn es un proceso complejo que integra interacciones entre sefales
extracelulares, la maquinaria celular y el material genético (Brant-Zawadzki y col.,
2007)

El control traduccional se define como el cambio en la eficiencia o en la tasa de
traduccion de uno o mas ARNm, lo que da como resultado un cambio en el tipo y en
el numero de proteinas sintetizadas en un tiempo determinado. La regulacién de la
tasa total de la sintesis de proteinas es importante para la modulacion del

metabolismo celular y de los tejidos (Proud, 2007a).

La regulacibn de la sintesis de proteinas, permite a las células separar
temporalmente los mecanismos de traduccion y transcripcion, y provee mecanismos
para una regulacion mas rapida de la sintesis de proteinas en respuesta a las
sefales del ambiente que si dicha respuesta requiriera mecanismos de regulacién

transcripcional y traduccional (Brant-Zawadzki y col., 2007).
El control de la expresion genética a nivel traduccional es un control de respuesta

rapida y reversible; que permite un ajuste fino en la cantidad de proteinas

sintetizadas, asi como la regulacién coordinada de familias de proteinas y la
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regulacion de sistemas que carecen de un mecanismo de control transcripcional,
especialmente en el caso de células animales sin nucleo (Mathews y col., 2000;

Gingras y col., 2001).

En las células eucariontes, el principal paso limitante de la traduccién es la iniciacién,
controlada por un conjunto de proteinas que responden a cascadas de sefializacion
activadas por sefales extracelulares. (Hershey, 1989; Dever, 2002). Dentro del
complicado esquema de la sintesis de proteinas hay muchos sitios posibles sobre los
cuales se puede ejercer el control traduccional: se han reportado mecanismos que
encienden o apagan la sintesis de proteinas en general, aunque hay otros
mecanismos que introducen selectividad al proceso (Jefferies y Thomas, 1996;

Sanchez de Jiménez, 2000).

El control traduccional global regula procesos generales necesarios para la
traduccion de los ARNm, y por lo tanto afecta las tasas de traduccion de todas las
clases de transcritos. El control global es sensible a la disponibilidad de materias
primas, como aminoacidos o energia, que son los responsables del decremento total
de la sintesis de proteinas que ocurre, por ejemplo, durante la carencia de nutrientes.
Por otra parte, el control selectivo actia sobre moléculas de ARNmM con
caracteristicas especificas (Joshi-Barve y col., 1992).

Los mecanismos regulatorios a nivel traduccional estan fundamentalmente
relacionados con cambios rapidos (minutos) en la actividad o asociacion de
componentes de la maquinaria traduccional, que son principalmente regulados por
cambios en los estados de fosforilacibn de algunos componentes. A largo plazo
(horas a dias), el control de la sintesis de proteinas esta relacionado con los niveles

celulares de los factores de traduccion y ribosomas (Meyuhas, 2000; Proud, 2007a).

Los beneficios de controlar la expresion genética a nivel traduccional pueden ser

resumidos en términos de rapidez, precision, reversibilidad y redundancia. La rapidez
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permite a una célula cambiar su funcién/fenotipo en respuesta a algun estimulo. El
control traduccional ofrece precision en la regulacion de la expresion genética al
permitir ajustar cambios pequefios y rapidos en los niveles totales de proteinas. Otra
ventaja de la regulacion traduccional es la naturaleza reversible de la respuesta a
condiciones fisiologicas alteradas. La combinacion del control transcripcional y
traduccional (redundancia) ayuda a evitar la expresion desregulada de moléculas
potencialmente dafinas (Kozak, 1991; Meyuhas, 2000).

Después de la transcripcién, procesamiento y exportaciéon del nucleo hacia el
citoplasma, el ARNm esta listo para la traduccién, proceso en el que el ARNm es
reclutado por los ribosomas y en el que participan un gran namero de factores

eucaridticos de iniciacion de la traduccién (elFs) (Kozak, 1999; Shah y col., 2000).

La eficiencia de traduccion de un ARNm depende de elementos estructurales no
traducibles de sus regiones 5’UTR y 3’'UTR (regiones 5’ y 3’ no traducidas), asi como
de la disponibilidad y actividad de los factores que reconocen estas estructuras
(Gingras y col., 1999).

La sintesis de las proteinas que integran la maquinaria traduccional (proteinas
ribosomales, factores de traduccion, etc.), depende tanto de la maquinaria de
traducciéon como de la cantidad y estructura de los ARNm. Los ARNm que codifican
para la gran mayoria de las proteinas ribosomales y factores de traduccion exhiben
como caracteristica estructural definida una secuencia rica en pirimidinas llamada
TOP (secuencia de oligopirimidinas), ubicada a continuacién de la estructura 5> CAP
(Meyuhas y Horstein, 2000). Algunos autores sugieren que este tipo de secuencias
puede conferir selectividad traduccional a los mensajes, en respuesta a diversos
estimulos como mitdégenos (Shah y col., 2000) y/o factores nutricionales (Meyuhas y
Horstein, 2000; Proud, 2002).

La fosforilacion de las proteinas ribosomales y factores de traducciébn es un

fendbmeno generalizado en células animales y vegetales. Diversos reportes indican
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que la fosforilacion, tanto de las proteinas ribosomales, como de los factores de
iniciacion y elongacion, participa en el control de la traduccion de los ARNm en
eucariontes (Hershey, 1989; Pérez y col., 1993; Sanchez de Jiménez y col., 1997;
Reyes de la Cruz y col.,, 2004). Entre las proteinas ribosomales y factores de
traduccion que se fosforilan se encuentran la proteina ribosomal S6 (PRS6), la
proteina de unién 4EBP1, el factor de elongacion eEF2 y el factor de iniciacion elF4B
(Wang y Proud, 2006; Hayashi y Proud, 2007).

Sin embargo, la sintesis de proteinas en plantas presenta algunas diferencias
importantes con respecto a los sistemas animales. En radiculas de maiz se encontré
gue las condiciones de hipoxia incrementan la fosforilacion de una de las isoformas
de elF4A. Al parecer, la fosforilacion de este factor esta relacionada con la inhibicion
general de la traduccidn en respuesta a este mecanismo de estrés (Webster y col.,
1991). Aunque la hipoxia inhibe la traduccién de la mayoria de los ARNm, hay un
grupo de ARNm que escapa a esta represion traduccional (Branco-Price y col.,
2008). En estudios recientes se ha encontrado que el factor elF4A-Ill se relocaliza en
el nucleo en respuesta a hipoxia (Koroleva y col., 2009). En plantas existe una
isoforma elF-iso 4F que no se ha localizado en otros eucariontes (Metz y Browning,
1996) y una isoforma del factor elF4E, denominada elF-iso 4E (Dinkova y col., 2000).
El mecanismo de regulacion de la actividad de las isoformas de elF4E no se conoce,
ya que al parecer no hay homdlogos de las proteinas de unién a este factor 4E-BP
en plantas (Dinkova y col.,, 2000). En afos recientes se ha reportado que la
lipoxigenasa 2 puede unirse a los factores elF4E y elF-iso 4E y conserva un motivo
presente en varias proteinas 4E-BP (Freire y col., 2000).
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1.3.1 Via de transduccién PI3K-TOR.

Desde hace mucho tiempo se ha reportado la fosforilacion de factores de
transcripcion, traduccion y de proteinas ribosomales como un mecanismo para
asegurar cambios rapidos y de largo plazo en la expresion genética en respuesta a
cambios ambientales. En particular, se ha demostrado la fosforilacion de la PRS6 en
células eucariontes en respuesta a factores de crecimiento, mitdgenos y nutrientes
(Thomasy col., 1982., Hara y col., 1998).

El crecimiento celular (incremento en masa celular y tamafio) es un prerrequisito para
la proliferacibn o incremento en el numero de células (Hannan y col.,, 2003;
Waullschleger y col., 2006). El crecimiento y la proliferacion celular requieren de una
coordinacion entre las sefales estimuladoras provenientes de los nutrientes y de los

factores de crecimiento y hormonas (Wullschleger y col., 2006).

1.3.1.1 Factores de crecimiento y hormonas.

Los receptores para la insulina y para los factores de crecimiento semejantes a
insulina (IGFs) son miembros de una superfamilia de receptores tipo cinasa de
tirosina. Estos receptores se activan con la unién de insulina o IGFs, induciendo su
actividad intrinseca de cinasa de tirosina e iniciando la transduccién de la sefial. La
sefial originada por la interaccion hormona/factor de crecimiento-receptor es
internalizada a la célula, a través de una cascada de reacciones de fosforilacion que
involucran diferentes cinasas y la produccion de metabolitos especificos que
funcionan como segundos mensajeros. Entre las cinasas involucradas se encuentran
la fosfatidil-inositol 3-cinasa (PI13K), la proteina cinasa B (PKB), cinasa 1 dependiente
de fosfoinositidos (PDK1) y las cinasas activadas por mitdogenos (MAPKS),
responsables de diversos efectos en el crecimiento, tales como el incremento en la

divisién celular, en el tamafo celular, en la sintesis de proteinas, en la migracion
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celular y en la inhibicién de la apoptosis (Imai y Clemmons, 1999; Peruzzi y col.,
1999).

La figura 2 muestra como la union de la insulina a su receptor resulta en la
autofosforilacion del receptor en residuos de tirosina y en la fosforilacion de tirosinas
de los sustratos del receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2) por la tirosina cinasa del
receptor de insulina. Esto permite la asociacion de los IRSs con la subunidad

regulatoria de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) (Bevan, 2001).
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Figura 2. Via PI3K-Complejol mTOR-S6K. La proteina mTOR existe en dos complejos estructurales
distintos. El complejo 1 mTOR, que contiene a Raptor, es regulado por efectores que incluyen
aminoécidos, ATP e insulina, los cuales inician diversas cascadas de sefializacion (las flechas
discontinuas indican incertidumbre en los mecanismos involucrados). Estudios recientes indican que el
Complejo 2 mTOR no se encuentra rio arriba del complejo 1 mTOR. La fosforilacion de S6K1 por el

complejo 1 mTOR permite a PDK1 fosforilar y activar a S6K1.
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En la figura 2 se observa también como los factores de crecimiento y las hormonas
como la insulina regulan al complejo 1 mTOR a través de la via de sefializacion de
PI3K clase I. En la membrana, la PI3K clase | produce el segundo mensajero
fosfatidil inositol (3, 4, 5)- trifosfato [PtdIns (3, 4, 5)P3], el cual se une al dominio PH
de las proteinas blanco PKB (también conocidas como Akt) y a la PDK1. La union de
[PtdIns (3, 4, 5)P3] al dominio PH de PKB/Akt recluta a esta cinasa a la membrana
celular, donde es activada a través de la fosforilacion concertada por PDK1 en la

308 y por el complejo 2 mTOR en el residuo Ser*’®. El principal regulador

posicion Tre
negativo de este paso parece ser la fosfatasa PTEN. PTEN convierte [PtdIns (3, 4,
5)P3] en [Ptdins (4, 5)P,]. A su vez, la PKB/Akt activada tiene varios sustratos,
incluyendo la glucégeno sintasa, factores de transcripcion y la proteina 2 de
esclerosis tuberosa (TSC2) del complejo TSC1-TSC2, que actia como un complejo
supresor de tumor. La fosforilacion de TSC2 resulta en la disociacion y degradacion
del complejo TSC1-TSC2, liberando la GTPasa homoéloga de RAS (denominada
Rheb), y permitiéndole alcanzar el estado activo (union a GTP), lo que facilita a su
vez la transmision de la sefal del complejo 1 mTOR a sus sustratos, ya sea a través
de la activacion directa del complejo 1 mMTOR o de su movilizacibn a un
compartimento celular (Dann y col, 2007). Entre los sustratos de este complejo se
encuentran 4E-BP1 y S6K. El complejo 1 mTOR fosforila e inhibe a 4E-BP1,
liberando de la represion al factor elF4E y activando la sintesis de proteinas y la
progresion del ciclo celular. En paralelo, el complejo 1 mTOR y PDK1 activan a la
cinasa S6K1, que esta involucrada en la regulacion de la sintesis de proteinas,
tamafio celular, progresién del ciclo celular y homeostasis de la glucosa (Li y col.,
2004; Long y col., 2005; Ruvinsky y Meyuhas, 2006). La via de sefalizacion PI3K
clase I-PKB también es activada por otros factores de crecimiento, tales como el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), factores de crecimiento semejantes a
insulina (IGFs) y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Una vez
activada PKB a través de estas vias, puede mediar la fosforilacion de varios
sustratos especificos, como los descritos anteriormente, ademas de la caspasa 9y la

proteina antagonista de muerte celular BCL-2, culminando en la respuesta de
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sobrevivencia. Aunque la activacién del complejo 1 mTOR esta involucrada en esta
respuesta, la actividad cinasa de este complejo no puede ser disparada por la PI3K
clase | en ausencia de nutrientes o energia celular (Dann y col., 2007).

[.3.1.2 Nutrientes.

El estudio del papel de los nutrientes, especificamente los aminoacidos, reveld la
existencia de una nueva cascada de sefializacidén que activa el complejo 1 mTOR. En
estudios previos se encontrd que la induccién de la fosforilacién de S6K1 y 4EBP1
por aminoacidos, especialmente el aminoacido ramificado leucina, depende del
complejo 1 mTOR. Estudios recientes indican que la transduccion de la sefial de
aminoéacidos al complejo 1 mTOR no requiere del complejo TSC1-TSC2, ya que se
observé una fosforilacion elevada de S6K1 en células carentes de TSC1 y TSC2. Al
parecer, se requiere de Rheb-GTP para esta respuesta, pero este complejo es
insuficiente para activar al complejo 1 mTOR en ausencia de aminoacidos. Estos
resultados indican que la activacion del complejo 1 mTOR por aminoacidos puede
ocurrir a través de una via de sefializacion paralela (Figura 2). En estudios previos,
se ha descrito que la estimulacién por aminoacidos del complejo 1 mTOR es sensible
a wortmanina, a pesar de que los aminoacidos no inducen la activacion de PKB. A
través de estudios farmacoldgicos, bioguimicos y moleculares, se ha demostrado que
los aminoacidos regulan la actividad de una PI3K clase Ill y que la activacion de
S6K1 y del complejo 1 mTOR por aminoacidos requiere de esta PI3K clase Il (Dann
y col., 2007).
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1.3.1.3. La proteina TOR.

La proteina cinasa blanco de rapamicina TOR se considera frecuentemente como un
modulador maestro de la sintesis de proteinas (Martin y Blenis, 2002).

La rapamicina es un agente antifUngico purificado originalmente de Streptomyces
hygroscopicus. La rapamicina inhibe el crecimiento celular en varios tipos de células,
y tiene como blanco a la proteina TOR aunque no la inhibe directamente sino a
través de la formacién de un complejo con la proteina FKBP12 (Sabers y col., 1995;
Loewith y col. 2002; Corradeti y Guan, 2006; Averous y Proud, 2006).

TOR es una proteina de ~280 kDa en eucariontes, conservada evolutivamente (40%
al 60% de identidad en su secuencia primaria) y pertenece a la familia de las cinasas
dependientes de fosfoinositidos (PIKKS) (Hay y Sonenberg, 2004; Corradetti y Guan,
2006; Woullschleger y col., 2006). Las PIKKS son proteinas cinasas atipicas
exclusivas de los eucariontes, que median las respuestas celulares a varios tipos de
estrés y a la disponibilidad de nutrientes para el crecimiento (Templeton y Moorhead,
2005).

Cuando las condiciones de crecimiento son favorables TOR se encuentra activo y se
ha observado que las células de levadura mantienen una tasa elevada de biogénesis
de ribosomas, inicio de la traduccion e importacion de nutrientes (Wullschleger y col.,
2006). En mamiferos, TOR es una cinasa que integra sefales de disponibilidad de
nutrientes, de energia y de factores de crecimiento que regulan el crecimiento celular
(Kozma y Thomas, 2002; Fingar y Blenis, 2004; Hay y Sonenberg, 2004,
Waullschleger y col., 2006; Proud, 2007b). mTOR es una cinasa de serina/treonina
gue controla muchos aspectos de la fisiologia celular, entre los que se encuentran la
transcripcion, la traduccion, el tamafio celular, la organizacion del citoesqueleto y la
autofagia (Corradetti y Guan, 2006). En las células de mamiferos, la actividad y
funcibn de mTOR es controlada por varios factores, que incluyen niveles de

aminoacidos, factores de crecimiento, disponibilidad de ATP, hipoxia y polifosfatos;
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asimismo, se ha reportado que el acido fosfatidico actia como un intermediario de la
via de sefializacion de insulina, que interactia directamente con mTOR en el mismo

dominio en el que interactua la rapamicina (Fang y col., 2001; Martin y Hall, 2005).

Como se mencion6 en al apartado anterior, mMTOR controla la maquinaria de
traduccion por medio de la activacion de S6K y de la inhibicion de la proteina de
unién del factor eucariético de inicio de la traduccién 4E (Martin y Blenis, 2002;
Petroulakis y col., 2006).

La proteina mTOR posee multidominios que participan en la formacion de complejos
con otras proteinas. En células de mamiferos, TOR es parte de dos complejos
multiproteicos. Algunas de estas proteinas regulan la actividad de mTOR, como
Raptor (proteina regulatoria asociada a mTOR) o Rictor (proteina insensible a
rapamicina asociada a mTOR), la cual como indica su nhombre forma un complejo
con mTOR insensible a la rapamicina (Hara y col., 2002; Jacinto y col., 2004; Yang y
col.,, 2006). Como se indic6 en el apartado anterior, ambos complejos estan
relacionados con la sefalizacion de mTOR. Las interacciones de Raptor y Rictor con
MTOR parecen ser mutuamente excluyentes. El complejo en el que participa Raptor
se denomina mTORC1 (complejo 1 mTOR); el cual consiste principalmente de tres
proteinas: mTOR, mLST8 (también conocida como GBL) y Raptor. Este complejo es
el principal regulador de la biogénesis de ribosomas y de la sintesis de proteinas, es
sensible a la rapamicina, modula el inicio de la traduccion y reprime la transcripcion
de genes especificos que son inducidos por la carencia de nutrientes tales como
aminoacidos (Peng y col.,, 2002; Meijer y Codogno, 2004). Esto tiene sentido
fisiolégico, ya que mMTORC1 activa la sintesis de proteinas que requieren
aminoacidos como precursores (Proud, 2007b). El complejo en el que participa Rictor
se denomina mTORC2 (complejo 2 mTOR), e incluye a mTOR, mLST8 y Rictor; este
complejo es insensible a la rapamicina y participa en la reorganizacién de la actina
del citoesqueleto. Como se menciond anteriormente, los nutrientes regulan la

sefalizacion por medio de mTORC1, por lo que la carencia de nutrientes,
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especialmente de aminoacidos y en particular de leucina, da como resultado una
rapida defosforilaciéon de los efectores de mTORC1, S6K1 y de 4E-BP1 (Hay y
Sonenberg, 2004). Las células responden al estrés ambiental, como la hipoxia o
niveles bajos de energia, disminuyendo procesos demandantes de energia y
deteniendo el crecimiento. Se ha demostrado que TOR tiene un papel muy
importante en la respuesta al estrés. Bajo hipoxia, la sefializaciéon de TOR es inhibida
y por lo tanto la sintesis de proteinas es disminuida (Loewith y col. 2002; Averous y
Proud, 2006). De esta forma, el crecimiento celular se encuentra fuertemente
acoplado a la disponibilidad de nutrientes, mientras que la inhibicién del crecimiento

celular inicia procesos catabolicos, incluyendo la autofagia (Inoki y col., 2005).

1.3.1.4. Activacién de S6K por fosforilacion.

La proteina S6K pertenece a la familia de proteinas cinasas AGC (de proteina cinasa
A [PKA], proteina cinasa G [PKG] y proteina cinasa C [PKC]). La proteina cinasa
dependiente de fosfoinositido-1 (PDK1) es el activador predominante de las cinasas
AGC, y entre ellas fosforila a la S6K. (Mora y col., 2004). La fosforilacion de S6K

contribuye a incrementar su actividad de protein cinasa (Thomas, 2002).

Existen dos formas de S6K: S6K1 y S6K2 (Shima y col., 1998; Gout y col., 1998),
ambas proteinas son homologas entre si en varios dominios. La principal diferencia
en su estructura se encuentra en los extremos amino y carboxilo terminales, aunque
la diferencia mas notable es su localizacion subcelular. Un procesamiento alternativo
da como resultado dos isoformas para S6K1 (p70S6K1 y p85S6K1) y otras dos para
S6K2 (p60S6K2 y p54S6K2). p70S6K1 es citosdlica, mientras que p85S6K1 es
nuclear, debido a su sefial de localizacion nuclear NLS en la region N-terminal
(Reinhard y col., 1994). Las isoformas de S6K2 son predominantemente nucleares,
debido a la presencia de una secuencia de localizacion nuclear NLS en la region
carboxilo terminal de estas proteinas (Koh y col., 1999). La diferencia en la

localizacion celular de estas isoformas hace pensar que existen mecanismos de
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regulacion potencialmente distintos y/o diferentes substratos para cada una de las
isoformas (Park y col., 2002).

La estructura de los dominios de S6K1 pueden dividirse en cuatro regiones, como se
observa en la figura 3: un extremo NH,-terminal, seguido por el dominio catalitico, la
regién de unién y un extremo COOH- basico, que contiene un dominio autoinhibitorio

con un pseudosustrato (Dennis y col., 1998).

En el extremo amino terminal de las S6K existe un motivo TOS (motivo de
sefalizacion de TOR) que interactia con Raptor, la pareja de mTOR, para facilitar la
fosforilacion de S6K por mTORC1 (Schalm y Blenis, 2002). Cinco residuos de
aminoéacidos (Phe-Asp-lle-Asp-lle), localizados en el extremo amino terminal de S6K,
forman el motivo TOS. La supresion o mutacion del motivo TOS bloquea
significativamente la activacion de S6K inducida por insulina. Igualmente, la
eliminacion del extremo amino terminal de S6K convierte a esta enzima en insensible
al tratamiento con insulina, lo que sugiere que el motivo TOS es critico para la
activacion de S6K mediada por mTOR (Schalm y Blenis, 2002; Inoki y col., 2005).

Como se menciond anteriormente, S6K1 es activada por varias rutas en las que
participan PI3K, Ras/MAPK, PDK1 y mTOR, que convergen en la fosforilacion de
varios residuos de Ser/Tre en S6K (Martin y Blenis, 2002; Hay y Sonenberg, 2004).
Se han identificado ocho sitios susceptibles de ser fosforilados (Tre??°, Ser®”*, Tre®®,
Ser*®, Ser*'? ser*'® Tre**' y Ser*®) en la proteina p70S6K enddgena, los cuales se
representan en la figura 3 (Dennis y col.,, 1998, Averous y Proud, 2006). Se ha
reportado que los residuos Ser*'?, Ser*®, Tre** y Ser*®, residen dentro del dominio
autoinhibitorio (denominado sitio S/TP), ubicado en el extremo carboxilo terminal de
la cinasa (Price y col., 1991). El sitio de fosforilacion Tre?°, localizado en el asa de
activacion, es un elemento de regulacibn comun encontrado en varias cinasas
(Hanks y Hunter, 1995).
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Figura 3. Diagrama esquemético de los dominios vy sitios de fosforilacion de la proteina p70S6K. El
extremo NH,-terminal acido se representa por el segmento cuadriculado, seguido por el dominio
catalitico y la regién de union representado por el segmento blanco y el extremo COOH- basico
representado en negro que contiene un dominio autoinhibitorio con un pseudosustrato, representado

con lineas diagonales (Dennis y col., 1998).

Entre los principales sitios de S6K fosforilados por TOR se encuentran Tre®® y
Ser®™, ya que se ha observado que su fosforilacién se inhibe por rapamicina y son
esenciales para la activacion de S6K (Han y col., 1995). Se ha sugerido que S6K1
normalmente aparece en una conformacién inactiva, en la que el extremo amino
terminal acidico interactia con la regidén carboxilo terminal béasica, estabilizando la
interacciéon del dominio de pseudosustrato con el sitio catalitico. Se ha propuesto un
modelo en el que la fosforilacion de los cuatro sitios del extremo C-terminal inicia la
activacion de S6K1, relajando la conformacion de la cinasa y permitiendo la

fosforilacion del residuo Tre3®

, |0 que se propone crea un sitio para la entrada de
PDK1 y trae como resultado la fosforilacién final de Tre?*® por PDK1. No obstante,

algunos autores consideran este modelo muy simplista (Saitoh y col., 2002).
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1.3.1.5 Procesos celulares regulados por la fosforilacion y activacion de
S6K.

La activacion de S6K se requiere para completar la fase G1 y la progresion a la fase
S del ciclo celular, y tiene un papel importante en la regulacién del tamafio celular en
mamiferos y en la mosca de la fruta (Peterson y Schreiber, 1998). Ademas de tener
un papel muy importante en la regulacién del crecimiento, S6K parece ser una
proteina multifuncional relacionada con otros procesos celulares tales como los
procesos anti-apoptoticos y el procesamiento del ARN (Ruvinsky y col., 2005).
Recientemente, se demostré6 que la delecion de la proteina S6K1 en ratones,
produce un incremento en el tiempo de vida y resistencia a patologias relacionadas
con la edad. Ademas, se encontr6 que la delecion de S6K1 produjo patrones de
expresion genética similares a los que se observan con dietas con restriccion calorica
0 con activacién farmacolégica de la cinasa AMPK, un componente de la respuesta
metabdlica a restriccion caldrica. Estos resultados colocan a S6K1 como un
mediador entre la longevidad y la disponibilidad de nutrientes y permiten entender los
mecanismos por los que dietas con restriccibn cal6rica protegen contra
enfermedades asociadas al envejecimiento y aumentan el tiempo de vida (Selman y
col., 2009).

1.3.1.6. Fosforilacion de la proteina ribosomal S6.

Como se mencion6 anteriormente, la proteina S6K1 activada fosforila a PRS6, una
de las 33 proteinas de la subunidad 40S, la cual se ensambla en la region de union
del ARNm al ribosoma (Nygéard y Nilsson, 1990). La PRS6 reside en el nucleoplasma
en forma libre, en el nucleolo, y en particulas prerribosomales, en donde es
fosforilada durante la biogénesis de ribosomas, en respuesta a mitdgenos. También
se encuentra fosforilada como parte de los ribosomas en el citoplasma (Franco y
Rosenfeld, 1990; Pende y col., 2004).
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La PRS6 presenta varios residuos de serina fosforilables en el extremo carboxilo
terminal (Ser?®®, Ser®®®, Ser®®, Ser®®, y Ser®"), aminoacidos que se encuentran
conservados evolutivamente (Krieg y col., 1988; Fumagalli y Thomas, 2000; Ruvinsky
y Meyuhas, 2006). Se ha propuesto que la fosforilacion de la PRS6 progresa de
forma ordenada y que el primer sitio de fosforilacion es la Ser?*® seguido de la Ser®®®,
Ser*®, Ser*® vy finalmente la Ser®*’. El estado de fosforilacion de la PRS6 en
mamiferos es modulado por las acciones opuestas de diversas proteinas cinasas y
fosfatasas, que son activadas en respuesta a estimulos externos, sefales
intracelulares y del desarrollo (Fumagalli y Thomas, 2000; Kozma y Thomas, 2002;
Pende y col., 2004).

La fosforilacion de PRS6 es uno de los primeros eventos detectados que siguen a la
estimulacién con mitdgenos y se correlaciona con la iniciacion de la sintesis de
proteinas, por lo que se ha sugerido que los ribosomas con mayor proporcion de
fosforilacidon en la proteina PRS6 pueden unir preferencialmente algunos ARNm,
movilizandolos hacia los polisomas e introduciendo una traduccion selectiva
(Hershey, 1989; Meyuhas y Hornstein, 2000).

En animales se ha reportado que la insulina, los factores semejantes a insulina IGF-I
e IGF-Il, la interleucina y algunos factores de crecimiento, como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), asi como varios compuestos con accion mitogénica, pueden ser efectores
de la via que conduce a la fosforilacion de la PRS6 del ribosoma (Thomas y col.,
1982; Stewart y Thomas, 1994).

La proteina S6K es bien conocida como la cinasa de PRS6. En Drosophila la
fosforilacion de PRS6 se lleva a cabo por una cinasa denominada dS6K, mientras
gue en animales como se menciond previamente, la fosforilacion de PRS6 se realiza

por cinasas relacionadas con la familia de cinasas de treonina/serina, denominadas
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S6K1y S6K2, asi como por la cinasa de PRS6, denominada RSK o p90 (Fumagalli y
Thomas, 2000; Kozmay Thomas, 2002).

Se ha demostrado que mientras la proteina S6K1 fosforila a PRS6 en todos los sitios
fosforilables, la cinasa RSK fosforila a PRS6 exclusivamente en las posiciones Ser?®

y Ser®

, tanto in vitro como in vivo, utilizando una via independiente de mTOR. Esto
sugiere que los diferentes sitios de fosforilacion de PRS6 pueden llevar a cabo
diferentes funciones (Roux y col., 2007). Mutaciones de PRS6 en los sitios Ser?**/2%
revelaron que la fosforilacion de estos sitios promueve su reclutamiento en el
capuchén 7-metilguanosina, sugiriendo que la sefalizacion por la via de Ras/ERK
regula el ensamblaje del complejo de preiniciacion de la traduccién (Roux y col.,

2007).

Algunos autores sugieren que la fosforilacion de PRS6 aumenta la traduccién de los
ARNmM denominados 5TOP, que codifican para componentes de la maquinaria
traduccional (Pende y col., 2004; Ruvinsky y col., 2005). Previamente, se habia
propuesto que estos mensajes estan sujetos a una represion traduccional selectiva
en un arresto en el crecimiento y que su comportamiento traduccional correlaciona
con la actividad de S6K1. Tang y colaboradores (2001) demostraron que la
traduccion de los ARNm 5 TOP es rapidamente reprimida al suprimir los aminoacidos
y este control nutricional depende unicamente de la integridad del motivo 5TOP,
siendo independiente de S6K y de la fosforilacion de PRS6. En células mutantes
S6K1"/ S6K2", que carecen de ambas cinasas, se disminuyé la viabilidad de los
ratones pero no parecié afectarse la respuesta proliferativa de este tipo de células, ni
la traduccion eficiente de los ARNm 5’ TOP, por lo que se concluyé que la traduccion
de este tipo de mensajes no depende de la actividad de S6K. Se encontré en forma
inesperada que en las células mutantes S6K1” y S6K2", la fosforilacién de PRS6
persisti6 en las Ser®® y Ser?®, los primeros dos sitios fosforilados en respuesta a

mitdgenos, por lo que se sugiri6 un mecanismo alternativo para la fosforilacién de
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PRS6 en ausencia de S6K1 y S6K2, a través de una ruta activada por MAPKs
(Pende y col., 2004).

La inhibicién en la via de la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K) por medios quimicos,
como la wortmanina, o la manipulacién genética bloquearon rapida y completamente
la activacion traduccional de los ARNm 5’ TOP. Por ello se concluy6 que la regulacion
traduccional de los ARNm 5TOP, al menos por aminoacidos, es completamente
dependiente de PI3K, parcialmente sensible a la rapamicina y no requiere de la
actividad de S6K1 o de la fosforilacidon de PRS6 (Jefferies y col., 1994; Jefferies y
Thomas, 1996; Meyuhas y Hornstein, 2000; Tang y col. 2001; Barth-Baus y col.,
2002). Por otra parte, estudios en ratones en los que todos los sitios de fosforilacion
de PRS6 fueron cambiados a alaninas, indicaron que la fosforilacion de PRS6 no era

necesaria para el control traduccional de los ARNm 5 TOP (Ruvinsky, y col., 2005).

l.4. VIA DE TRANSDUCCION PI3K-TOR EN PLANTAS.

Las plantas presentan un crecimiento plastico que depende de la informacion del
ambiente y de sefiales internas. Se conoce relativamente poco acerca de las vias de
transduccion que regulan el crecimiento y el desarrollo. Grupos de células
totipotenciales, llamadas meristemos, presentes durante toda la vida de la planta,
dan lugar a todos los 6rganos post-embrionarios (radiculas, hojas, pétalos y frutos,
entre otros). Dichos meristemos permiten a las plantas cambiar su crecimiento y
desarrollo en respuesta tanto a sefales del ambiente, como a sefiales hormonales y

nutricionales (Anderson y col., 2005; Deprost y col., 2007).

Deprost y colaboradores (2007) han reportado que el crecimiento de Arabidopsis se
correlaciona positivamente con el nivel de expresion de la cinasa TOR. La
disminucién o el aumento de la expresién del gen AtTOR da como resultado un
decremento o un aumento, dependiente de la dosis, del tamafio de las células y

organos, asi como de la produccion de semillas y de la resistencia al estrés
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osmatico. AtTOR es una proteina de 2481 aminoé&cidos, comparada con los 2549
aminoécidos de la proteina humana. AtTOR es 39% idéntica a su contraparte en
humanos, haciéndola el miembro méas conservado de la familia de las PIKK entre
humanos y plantas. En arroz también se ha identificado un gen que codifica para
TOR (Templeton y Moorhead, 2005).

Se ha demostrado que la proteina reguladora de TOR, RAPTOR1 de Arabidopsis,
interactda con las repeticiones HEAT de TOR. RAPTOR1 también interactia con
S6K1 de Arabidopsis (uno de los substratos de TOR in vivo); ademas RAPTORL1
regula la actividad de la cinasa S6K en respuesta a estrés osmaético. EI dominio
catalitico de S6K1 puede ser fosforilado por PDK1 de Arabidopsis, indicando que la
proteina PDK1 esta implicada en la regulacién de S6K. Las observaciones anteriores
permitieron demostrar la existencia de una via funcional de TOR en plantas. Sin
embargo, se observo que las plantulas de Arabidopsis no respondieron a rapamicina
en los niveles que inhibe TOR en células animales. Algunos autores sugieren que
esto puede deberse a la falta de capacidad de union de FKBP12 con la rapamicina
(Mahfouz y col.,, 2006), o bien a que el complejo FKBP12 con rapamicina no
interaccione con TOR; en consecuencia, se considera que algunas plantas son

insensibles a rapamicina (Templeton y Moorhead, 2005).

Los datos anteriores sugieren que los blancos “rio abajo” de PDK1 pueden ser
similares en las células de levadura, animales y plantas. En comparacion con la
PDK1 de levadura y de animales, la PDK1 de Arabidopsis carece del dominio PH y la
PDK1 de arroz carece de dos residuos de aminoacidos que se requieren para una
alta afinidad en la unién con PI(3,4,5)P;. Ademas, se demostré que la PDK1 de
Arabidopsis tiene un amplio espectro de union a lipidos, sugiriendo que los lipidos
activadores de las PDK1 en plantas pueden diferir de los que actian en animales
(Anthony y col., 2004).

Crespo y colaboradores (2005) encontraron que la actividad de TOR en el alga

unicelular Chlamydomonas reinhardtii se inhibe por rapamicina, con lo que se
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demostré6 que la proteina FKBP12 de organismos fotosintéticos también une
rapamicina. Por otro lado, en ejes embrionarios de maiz Garcia Flores y
colaboradores (2001) encontraron que la rapamicina inhibe la fosforilacion de PRS6

lo que indica que también hay plantas que son sensibles a rapamicina.
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Figura 4. Modelo de la sefalizacién de la proteina TOR en animales y plantas, la proteina FKBP12 se
sefiala con una estrella amarilla, el motivo TOS se ilustra con una linea roja en las proteinas S6K vy
4EBP1 (Templeton y Moorhead, 2005).

En la figura 4 se comparan los modelos de sefalizacion de la cinasa TOR de
animales con el de plantas. En células de mamiferos se muestra que la proteina
MTOR recibe sefiales de nutrientes, factores de crecimiento y del estado energético.
Como se menciong, la proteina TOR de mamiferos asi como la de levaduras forma
parte de dos complejos, uno sensible y otro insensible a rapamicina, y cada uno tiene

algunas proteinas en comun y otras diferentes (Figura 3 y Figura 4). La sensibilidad a
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la rapamicina del complejo mTOR-Raptor es conferida por la uniéon de rapamicina a
la proteina FKBP12, S6K y 4EBP1 se acoplan con el complejo de mTOR a través del
motivo TOS. En plantas, los eventos de senalizacion “rio arriba” y “rio abajo” de TOR
todavia no se han identificado completamente. Aun cuando la rapamicina se une a la
FKBP12 de plantas, en algunos casos este complejo al parecer falla al interaccionar
con TOR, lo que originaria la insensibilidad a la rapamicina (Templeton y Moorhead,
2005).

Aun cuando la informacioén de los intermediarios de la via de transduccion de TOR en
plantas es escasa, se han realizado investigaciones recientes en las que se han
caracterizado proteinas que pertenecen a esta ruta de transduccién de sefiales. En
este sentido, se ha caracterizado la proteina TOR en maiz denominada ZmTOR
(Agredano-Moreno y col., 2007). Por otra parte, el genoma de Arabidopsis contiene
dos genes que codifican proteinas que comparten una gran homologia con las
proteinas S6K1 y S6K2 de mamiferos (Volarevic y Thomas, 2001). Turck y
colaboradores (2004), por su parte, encontraron que la adicion de medio fresco a
células de cultivos en suspensidén de Arabidopsis en fase estacionaria, inducen el
incremento de la fosforilacion de PRS6 y la activacion de su correspondiente cinasa
AtS6K. El andlisis de la respuesta de activacion reveldé que los constituyentes del
medio fresco que activaron a AtS6K fueron las fitohormonas acido 1-naftalen acético
(a-ANA) y cinetina. Por otra parte, Reyes de la Cruz y colaboradores (2004)
caracterizaron en maiz una proteina ZmS6K de 62 kDa, que es estructural y
funcionalmente similar a la p70S6K de mamiferos. En maiz, la PRS6 es codificada
por al menos dos genes altamente conservados, con abundantes transcritos en
tejidos y 6érganos con altas tasas de division celular. Estos genes fueron muy
similares en su regién 5-UTR y en sus regiones codificantes (85% y 94% de
identidad, respectivamente) y presentaron una divergencia del 41% en sus regiones
3’-UTR. Ambos genes codifican para proteinas de aproximadamente 30 kDa y un
punto isoeléctrico (pl) de 11.4, con una secuencia de aminoacidos y una estructura

secundaria similar a la de la PRS6 de otros eucariontes. La secuencia deducida de
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aminoacidos de la proteina ZmPRS6 parece estar altamente conservada entre los
eucariontes (54.2% entre maiz y levadura; 87.3% entre maiz y Arabidopsis). En la
region carboxilo terminal se identificaron varios sitios potenciales de ser fosforilados
(KRRS238KLS241AAAKAS ,47AAT 250S25:A-COOH). También se identificaron distintas
formas fosforiladas de PRS6 en radiculas de plantulas de maiz desarrolladas bajo
distintas condiciones de estrés (temperatura, oxigeno, etc.), observandose
diferencias en la migracion en isoelectroenfoque, que corresponderian a las
variaciones en la fosforilacion de los residuos serina y treonina (Williams y col.,
2003).

En ejes embrionarios de maiz en germinacion se demostré recientemente que la
sefalizacion de TOR-S6K es estimulada por insulina de mamifero o por el péptido
endégeno de maiz semejante a insulina denominado ZmIGF. Por ello se concluyo
que la via de transduccién de sefiales PI3K TOR es funcional en la semillas de maiz
en germinacion (Dinkova y col., 2007).

I.5. EFECTOS DE LAS AUXINAS Y LA INSULINA EN PLANTAS.

[.5.1. Auxinas.

El crecimiento y desarrollo de las plantas se encuentra regulado por sefiales
endogenas y del ambiente que determinan la forma de la misma. En estos procesos
son fundamentales varios reguladores del crecimiento, como las fitohormonas, entre
las que se incluyen las auxinas, citocininas, giberelinas, acido abcisico, etileno,

brasinosteroides y acido jasmonico, entre otros (Buchanan y col., 2000).

Las auxinas son hormonas vegetales que regulan mdultiples procesos. En la planta
completa estan involucradas en el mantenimiento de la dominancia apical, en la
regulacion de algunos tropismos, en la formacion y desarrollo de radiculas laterales y

adventicias y en el desarrollo de las hojas y tejidos vasculares, entre otros. En las
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células, las auxinas se han implicado en el control del alargamiento, division y
diferenciacion celular (Abel y Theologis, 1996; Guilfoyle y col., 1998; Walker y Estelle
1998).

Las auxinas pueden estimular o inhibir el crecimiento celular, dependiendo de su
concentracion, localizacién y de su interaccion con otras sefiales hormonales en la
planta. En los tallos y coleoptilos las auxinas inducen el alargamiento en
concentraciones bajas, del orden de uM (Leyser, 1998). Asimismo, la aplicacion de
auxinas en concentracion de 10 nM produce una disminucion en el crecimiento de la
raiz de maiz (Meuwly y Pilet, 1991), mientras que induce la formacion de radiculas
laterales en dosis de 10 a 100 nM (Woodward y Bartel, 2005).

La auxina natural que se presenta mas comunmente en las plantas, y la mas
estudiada, es el &cido indol acético (AlA), una molécula derivada del triptéfano. Otros
compuestos con actividad de auxinas son el 4cido 3,6-dicloro-o-anisico (DICAMBA) y

el a-ANA, considerados como auxinas sintéticas (Moore, 1989).

El transporte polar de las auxinas es esencial para el crecimiento y desarrollo normal
de las plantas. A nivel celular, el transporte direccional de las auxinas esta controlado
por transportadores especificos de plantas de la familia de las proteinas PIN, que
establecen la direccion del flujo y contribuyen a la acumulacion localizada de
auxinas, esenciales para la formacion de organos y la polaridad del crecimiento

vegetal (Blakeslee y col., 2005).

Se han aislado proteinas que se unen a las auxinas y que pueden ser receptores de
estas hormonas. La proteina ABP1, una proteina soluble de 22 kDa que une
especificamente a las auxinas, es la mejor caracterizada. Se ha propuesto que las
auxinas inducen el alargamiento celular, posiblemente a través de la actividad de la
proteina ABP1 (Macdonald, 1997). Recientemente, se sugirié6 que la proteina TIR1

también tiene la funcidén de receptor de estas hormonas (Quint y Gray, 2006).
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Las auxinas tienen un papel importante en la regulacion de la expresion génica.
(Gantt y Key, 1985; Guilfoyle y col.,, 1998). Estudios moleculares recientes
demuestran que se presenta un incremento rapido y especifico de la expresion de
varios genes en respuesta a la aplicacion exdégena de auxinas. Se han caracterizado
tres familias de genes de respuesta temprana a las auxinas (SAURs, Gh3s y
Aux/IAAs) y genes que codifican para proteinas ribosomales, los que son inducidos
minutos después de la aplicacion de estas hormonas (Gantt y Key, 1985; Abel y
Theologis, 1996; Hagen y Guilfoyle., 2002).

Las auxinas alteran el patron de proteinas sintetizadas durante la germinacion de
ejes embrionarios de maiz (Pérez y col., 1987) y este cambio esta acompafiado por
un aumento en la fosforilacion de proteinas ribosomales (Pérez y col., 1990), entre
las cuales se encuentra la proteina S6 de la subunidad 40S (Sanchez de Jiménez y
col., 1997; Beltran-Pefia y col., 2002). En ejes embrionarios de maiz estimulados con
la auxina natural AIA, se observo un aumento en la fosforilacion de la PRS6 de la
subunidad 40S, asi como un incremento en el reclutamiento a los polisomas de
ARNm 5 TOP que codifican para el factor de inicio de la traduccion elF-iso4E y para
la proteina ribosomal S6 (Dinkova y col., 2000; Beltran-Pefia y col., 2002).

Como se mencion6 previamente, en cultivo de células de Arabidopsis se encontro
que la adicion de medio fresco a células en fase estacionaria inducia un aumento en
la fosforilacion de PRS6 y en la activacion de AtS6K, la cual es regulada por
fitohormonas, en particular por la auxina a-ANA y la citocinina cinetina (Turck y col.,
2004).

En plantas, se ha reportado que las auxinas aumentan los niveles de Ca*

citoplasmico proveniente de los reservorios internos y se ha propuesto que este ién
puede actuar como segundo mensajero (Macdonald, 1997).
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[.5.2. Insulina.

La insulina es una hormona liberada por las células beta pancreaticas en respuesta a
niveles elevados de nutrientes en sangre. La insulina dispara la toma de glucosa,
acidos grasos y aminoécidos en el tejido adiposo, en musculo e higado y promueve
el almacenamiento de estos nutrientes en forma de glucogeno, lipidos y proteinas
respectivamente. La toma de glucosa es estimulada por esta hormona mediante la
induccion de la translocacion del transportador de glucosa a la membrana
plasmatica. La insulina controla directamente las actividades de un grupo de enzimas
del metabolismo por fosforilacion y desfosforilacion y también regula la expresion de
genes que codifican para enzimas involucradas en la gluconeogénesis (Hooper,
2009). La insulina estimula la toma de aminoacidos a las células, inhibe la
degradacion de proteinas y promueve la sintesis de proteinas (Saltiel y Kahn, 2001).
Como se mencion0 previamente la induccion de la sintesis de proteinas por insulina

ocurre a través de la via PI3SK TOR.

Los IGFs tienen algunas funciones semejantes a las de insulina, entre ellas la de
regular la sintesis de proteinas por la via PI3K TOR. Existen en todos los
eucariontes, desde levaduras hasta mamiferos en los que controlan el crecimiento
(Thomas y col., 1982; Thomas, 2002).

En semillas de maiz, la insulina acelera la germinacion y el crecimiento de las
plantulas. Este efecto esta acompafado de la estimulacion de la sintesis de
proteinas, en particular de proteinas ribosomales especificas (Rincon-Guzman y col.,
1998; Sanchez de Jiménez y col., 1999; Sanchez de Jiménez, 2000; Garcia-Flores y
col., 2001). Se ha observado que la insulina promueve la movilizacion a polisomas de
mensajes relacionados con la sintesis de proteinas como el de PRS6 y del factor de
iniciacion de la traduccion elFiso4E, probablemente por la misma via utilizada en
animales, que involucra a la cinasa TOR y a la proteina ZmS6K, un homdélogo de la
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OSGK

proteina p7 , ya que la aplicacion de rapamicina inhibe ambos efectos (Dinkova y

col., 2000; Reyes de la Cruz y col., 2004; Dinkova y col., 2007).

Asimismo, se ha aislado de ejes embrionarios de maiz en germinacion, un factor
peptidico endbégeno semejante a insulina denominado ZmlIGF, con estructura
secundaria semejante a la de la insulina (Rodriguez y col., comunicacion personal).
El ZmIGF actia de manera similar a la insulina estimulando la germinacion y el
crecimiento e induciendo la fosforilacibn de PRS6 y la sintesis especifica de

proteinas ribosomales (Garcia Flores y col., 2001).

Recientemente se ha demostrado que tanto la insulina como el ZmIGF incrementan
la sintesis de DNA y el indice mitético en cultivos de maiz in vitro. Asimismo, se
observo que estos efectores inducen un aumento significativo en la biomasa y en la
sintesis de proteinas ribosomales. Por otra parte, se encontr6 que la sintesis de
ciclinas tipo D y de PCNA se incrementa, principalmente por la movilizacién de los
mensajes de estas proteinas a los polisomas. Estos efectos se revierten en
presencia de rapamicina, indicando la participacion de TOR. Estos resultados apoyan
la participacion de la via PISK-TOR en la regulacién coordinada del crecimiento y la

division celular en maiz (Sotelo y col., en prensa).

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo, indican que tanto las auxinas como
la insulina promueven el crecimiento de coleoptilos de maiz, inducen la sintesis y
fosforilacion de proteinas y ambas vias de transduccion tienen elementos en comun,
ya que ambos efectores fosforilan a PRS6. Por ello se habia sugerido que ambas
vias de transduccion podrian entrecruzarse, aunque los patrones de formas
fosforiladas de PRS6 obtenidos con AIA y con insulina en coleoptilos de maiz son
claramente distintos, probablemente por la activacion diferencial de S6K. En el caso
de la insulina, se encontr6 que la fosforilacion de PRS6 es mediada por la activacion
de S6K por la cinasa TOR, ya que esta respuesta fue inhibida por rapamicina.

Asimismo, se encontré que PA parece ser un intermediario de la via de transduccion

47



de insulina. Por otra parte, la fosforilacion de PRS6 inducida por auxinas fue
insensible a rapamicina, lo que sugiere que esta via es independiente de TOR
(Buentello y col., comunicacion personal). Antecedentes de la literatura sugieren que
las auxinas incrementan en forma transitoria la concentracion citoplasmica de Ca?*
(Felle, 1988; Arif y Newman, 1993), lo que podria dar origen a la activacién de una
cinasa dependiente de Ca?' que fosforila a S6K, posiblemente PDK1, o a la
activacion directamente de S6K. Estos resultados sugieren que en coleoptilos las
vias de transduccion de ambos efectores (insulina y auxinas) no confluyen
funcionalmente y que al parecer estos efectores promueven el crecimiento de los
coleoptilos de maiz por mecanismos distintos (Buentello y col., comunicacién

personal).
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II. JUSTIFICACION.

Las auxinas son hormonas esenciales en plantas que regulan diversos procesos del
crecimiento y desarrollo. Recientemente se ha reportado que la insulina y factores
semejantes a la insulina (IGF) también inducen la germinacion y el crecimiento en
semillas de maiz. Los mecanismos de accion de las auxinas y de la insulina/ZmIGF
No se conocen con precision en maiz y tampoco se conocen las bases moleculares
para la especificidad de las respuestas en el desarrollo y en distintas partes de las

semillas.

Durante la germinacion, las semillas pasan de un estado quiescente a un estado
metabdlicamente activo. Entre los procesos metabdlicos que se reinician durante la
germinacién se encuentra la sintesis de proteinas, que en etapas tempranas de
imbibicién est4 basada en la traduccibn de ARNm almacenados presentes en los
ejes embrionarios y en etapas posteriores requiere de la transcripcidon de nuevos
ARNmM y su posterior traduccién. Estudios previos indican que tanto las auxinas como
la insulina/ZmIGF inducen la fosforilacion de PRS6 y dicha fosforilacion, al parecer,
forma parte de una via de regulacion traduccional de la sintesis de proteinas. Por ello
resulta interesante profundizar en el estudio del mecanismo de accién de las auxinas
y de la insulina/ZmIGF y los efectos de estas hormonas en la fosforilacién de la

cinasa S6K y de la PRS6 en radiculas de semillas de maiz en germinacion.
El conocimiento de los mecanismos de accion de auxinas e insulina/ZmIGF en la
germinacion y el crecimiento vegetal podrian tener importantes aplicaciones en el

control del crecimiento y desarrollo de las plantas en la agricultura.

Debido a la disponibilidad restringida de ZmIGF, en el presente estudio se uso

insulina como efector sustituto del ZmIGF.
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. HIPOTESIS.

Las vias de transduccion de sefales inducidas por auxinas e insulina/ZmIGF
convergen en la fosforilacion de PRS6 en radiculas de ejes embrionarios de maiz en
germinacién, produciendo distintas formas fosforiladas debido a la activacion
diferencial de la cinasa S6K, lo que explicaria las diferentes respuestas encontradas
previamente en coleoptilos de maiz tratados con auxinas o insulina. La activacion
diferencial de esta cinasa podria ser uno de los puntos de regulaciéon en la respuesta

al estimulo de crecimiento inducido por cada efector.
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IV. OBJETIVO GENERAL.

Analizar el efecto de auxinas e insulina en la fosforilacion y activacion de S6K y en la

fosforilacidon de PRS6 en radiculas de semillas de maiz durante la germinacion.

IV.1 Objetivos particulares:

Determinar el efecto de auxinas e insulina en el crecimiento de radiculas de

semillas maiz en germinacion.

e Determinar y comparar los patrones de formas fosforiladas de S6K en
respuesta a auxinas o insulina en radiculas de semillas de maiz en
germinacion.

e Determinar la cinética in vitro de S6K aislada de radiculas de semillas de maiz
en germinacion estimuladas con auxinas o insulina usando el sustrato artificial
RSK.

e Determinar y comparar los patrones de formas fosforiladas de PRS6 en
respuesta a auxinas o insulina en radiculas de semillas de maiz en la

germinacion.
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V. MATERIAL Y METODOS:

V.1l. Material biolégico.

Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays L. variedad Chalquefio). Estos fueron
desinfestados con una solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 10% (v/v) durante
10 min. Posteriormente, se enjuagaron tres veces con agua estéril. Los granos
desinfestados se imbibieron en algodén humedecido con agua estéril, a 25°C durante
22 h, y se disectaron los ejes embrionarios completos. Los ejes embrionarios
aislados de semillas imbibidas durante 22 h se sometieron a los tratamientos con los

efectores (auxinas o insulina) en medio MS.

V.2. Curva de dosis respuesta con tratamientos continuos de auxinas a

distintas concentraciones.

Para determinar la dosis de auxinas (AlA) que induce el crecimiento de la radicula,
se realiz6 un primer experimento con tratamiento continuo de auxinas. Se formaron
tres lotes de 50 ejes disectados de semillas por tratamiento, imbibidas durante 22 h.
Los ejes embrionarios disectados se incubaron 2 horas mas en medio MS sin AlA o
en presencia de AlA en diferentes concentraciones (0.001, 0.01 y 10 uM). Se midio la
longitud de las radiculas de cada lote de ejes embrionarios inmediatamente después
del tratamiento de dos horas con AlA (24 h totales de imbibicion). Posteriormente, los
ejes embrionarios se colocaron en cajas de Petri, sobre papel de filtro humedecido
con medio MS o con medio MS en presencia continua de AIA en diferentes
concentraciones (0.001, 0.01 y 10 uM), a 25°C y se midi6 la longitud de las radiculas
de los ejes embrionarios cada 24 h hasta las 96 h. En cada determinacion se
cambiaron las soluciones de medio MS con 0 sin auxinas para mantener constante la

concentracion de AlA.
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V.3. Curva de dosis respuesta con pulsos de dos horas de distintas
concentraciones de AlA.

Para determinar el efecto del tratamiento con pulsos de AIA a distintas
concentraciones en el crecimiento de las radiculas, se formaron tres lotes de 50 ejes
disectados de semillas, imbibidas por 22 h, por tratamiento. Los ejes disectados se
incubaron 2 horas mas en medio MS sin AlA, o bien con medio MS en presencia de
AlA en diferentes concentraciones (2, 10 y 15 pM). Se midi6 la longitud de las
radiculas de cada lote de ejes embrionarios inmediatamente después del tratamiento
con AlA (24 h totales de imbibicion). A continuacion se lavaron los ejes embrionarios
con agua, se colocaron en cajas de Petri sobre papel de filtro humedecido con medio
MS a 25°C, y se midio la longitud de las radiculas cada 24 h hasta las 96 h. En cada

determinacién se cambio el medio MS.

V.4. Efecto de lainsulina en el crecimiento de la radicula.

Para determinar el efecto del tratamiento sobre el crecimiento de la radicula de un
pulso de 2 h de insulina, se formaron tres lotes de 50 ejes embrionarios por
tratamiento. Los ejes disectados se incubaron 2 horas mas en medio MS (testigo) o
en medio MS en presencia de insulina con una concentracién de 200 pU/mL. Se
midio la longitud de las radiculas de cada lote de ejes embrionarios inmediatamente
después del tratamiento con insulina (24 h totales de imbibicidn). A continuacion, se
lavaron los ejes embrionarios con agua, se colocaron en cajas de Petri sobre papel
de filtro humedecido con medio MS a 25°C, y se midié la longitud de las radiculas

cada 24 h hasta las 96 h, en cada medicién se cambi6é el medio MS.

V.5. Obtencién del material biolégico para el aislamiento de la enzima S6K y de

la proteina PRS6.
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En los experimentos en los que se analizaron las formas fosforiladas de S6K y de
PRS6, la incubacion con los efectores auxina o insulina se realizé en presencia de
100 uCi [**P]-ortofosfato. Después de la aplicacién de los tratamientos, los ejes
embrionarios se lavaron tres veces con agua estéril y el eje embrionario se separ6 en
radicula y parte aérea. El tejido de la radicula se congelé con N, liquido y se

almacenod a -70°C hasta su uso.

V.6. Extraccion de la proteina ZmS6K.

Se siguid la técnica descrita por Reyes de la Cruz (2004) con las siguientes
modificaciones: las radiculas de los ejes embrionarios tratados con los diferentes
efectores se pulverizaron con nitrégeno liquido y se homogenizaron con 3 mL por
gramo de tejido de buffer de extraccion [HEPES 50 mM, pH 7.6, pirofosfato de sodio
50 mM, vanadato de sodio 1 mM, molibdato de sodio 1 mM, EDTA 4 mM, EGTA 20
mM, benzamidina 1 mM, fluoruro de sodio 20 mM, B-glicerofosfato 80 mM, manitol
200 mM, PMSF 0.2 mM, DTT 2 mM y PVPP 0.7% (p/v)]. EI homogenado se
centrifugd a 27,000 x g durante 30 min a 4°C. Los sobrenadantes se consideraron
como los extractos crudos para analizar las formas fosforiladas de ZmS6K. Las
proteinas se cuantificaron con un ensayo comercial basado en el método de Bradford
(Bio-RAD no. Catalogo 500-0006) (Bradford, 1976).
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V.7. Separacion de la proteina ZmS6K por cromatografia de afinidad.

Para la inmunoprecipitacion de la enzima S6K de maiz se siguié el método descrito
por Turck y col. (2004), con las siguientes modificaciones: 3 mg de proteinas
citoplasmicas del extracto crudo se diluyeron en 500 pL de buffer A (Tris HCI 10 mM,
pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Nonidet-P 40 0.05% p/v) mas 2 mM de
benzamidina y 1 uM de PMSF. El extracto diluido se mezclé con 5 uL de anticuerpo

anti p70°%

(Santa Cruz no. Catalogo sc-230) en una dilucién de 1:200 y la mezcla se
incubé toda la noche a 4°C, con agitacibn constante. A continuacion, se le
adicionaron 100 uL de proteina A-sefarosa y se incubd a 4° C durante 4 h mas. La
mezcla se hizo pasar a través de una punta de micropipeta taponada con fibra de
vidrio y la microcolumna se lavo cuatro veces con buffer B (Tris-HCI 100 mM, pH 7.5,
NaCl 1 mM, Nonidet-P40 0.05% p/v, Triton X-100 0.25% p/v) y tres veces con buffer
A, 100 pL en cada lavado. Finalmente, la ZmS6K se eluyo de la columna con 300 pL
de buffer de muestra (Tris 60 mM, pH 7.5, SDS 2% pl/v, Glicerol 10% p/v). Las

proteinas se cuantificaron por el método de Bradford (Bradford, 1976).

V.8. Extraccion de la proteina ribosomal S6.

Se siguid la técnica descrita por Reyes de la Cruz (2004) con las siguientes
modificaciones: las radiculas de los ejes embrionarios tratados con los diferentes
efectores se pulverizaron con nitrégeno liquido y se homogeneizaron con 10 mL de
buffer de extraccion para PRS6 (Tris-acido acético 50 mM, pH 8.2, cloruro de potasio
50 mM, acetato de magnesio 5 mM, sacarosa 250 mM, B-mercaptoetanol 5 mM) por
gramo de tejido, se afiadieron 0.150 g de PVPP en el momento de homogeneizar. El
homogenado se centrifugd a 27,000 x g durante 30 min a 4°C. El sobrenadante se
colocé sobre 2.5 mL de un colchdn de sacarosa (sacarosa 0.5 M, cloruro de potasio
800 mM), se centrifugé a 100,000 x g durante 4 h a 4°C. La pastilla ribosomal se
resuspendido en 500 pL de buffer A3 (HEPES 200 mM, KOH 20 mM, acetato de
magnesio 5 mM, acetato de potasio 125 mM, B-mercaptoetanol 6 mM).
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Posteriormente, se adicionaron 50 pL de acetato de magnesio 1 M, y 1100 pL de
acido aceético glacial, se agitd6 ocasionalmente durante 1 h y se precipitaron las
proteinas con 5 volimenes de acetona fria durante una noche. Se centrifugé a
27,000 x g durante 15 min a 4°C para retirar la acetona y se realizaron dos lavados
mas con acetona al 80% y 60% v/v respectivamente, centrifugando a 27,000 x ¢

durante 15 min a 4°C. La acetona se dej6é evaporar a temperatura ambiente.

V.9. Separacion de la proteina ribosomal S6 por cromatografia de afinidad.

Para la separacion por cromatografia de afinidad de la PRS6 de maiz, se siguio el
meétodo descrito por Beltran-Pefia y colaboradores (2002), se diluyeron 500 ug de
proteinas ribosomales en 300 uL de buffer A (Tris HCI 10 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM, Nonidet-P 40 0.05% p/v) con 2 mM de benzamidinay 1 uM de PMSF.
El extracto diluido se mezclé con 16 uL de anticuerpo anti S6 (Santacruz no.
Catélogo 13005) en una dilucién de 1:200 y la mezcla se incubd toda la noche a 4°C
con agitacion constante. A continuacion, se le adicionaron 300 pL de proteina A-
sefarosa y se incubd a temperatura ambiente durante 2 h mas. La mezcla se hizo
pasar a través de una punta de micropipeta taponada con fibra de vidrio y la
microcolumna se lavé cinco veces con buffer B (Tris-HCI 100 mM, pH 7.5, NaCl 1
mM, EDTA 1 mM, Nonidet-P40 0.05% p/v, Triton X-100 0.25% p/v) y cuatro veces
con el buffer A, 100 pL en cada lavado. Finalmente, la proteina S6 se eluyd de la
columna con la mezcla de 50 uL de buffer de muestra 5 X (Tris 0.05 M, pH 6.8, EDTA
0.02 M, Glicerol 20% p/v), 5 uL de B-mercaptoetanol y 445 uL de H,O.
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V.10. Analisis de las formas fosforiladas de ZmS6K y PRS6 en radicula de maiz.

Las distintas formas fosforiladas de S6K y de PRS6 se analizaron por
isoelectroenfoque (IEF) utilizando tiras ReadyStrip de BIO-RAD de un pH de 3 — 10.
Las tiras de gradiente inmovilizado de pH (IPG) se rehidrataron de manera pasiva de
11 a 15 h con una solucién de 100 pg de las proteinas inmunoprecipitadas de los
extractos crudos obtenidos de las radiculas llevados a un volumen total de 125 puL
con buffer de rehidratacion ([8 M urea, CHAPS 4% p/v, 100 mM DTT pH 7.35]. Las
tiras IPG se enfocaron en el aparato PROTEAN IEF Cell (BioRad modelo Cell USA)
con las siguientes condiciones: un enfoque lineal con un voltaje inicial O, voltaje final
4000 V, con 8-10,000 V-h. Las tiras enfocadas se fijaron en una solucién de acido
acético 10% v/v y etanol 10% v/v durante toda la noche, se lavaron en agua destilada
durante 20 min, se afiadié DTT al 0.0005% p/v durante 30 min y se afiadi6 finalmente
nitrato de plata al 0.2% p/v durante 30 min. Posteriormente, las tiras se lavaron en
agua destilada durante 5 min y se revelaron con una mezcla de bicarbonato de sodio
al 3.5% p/v y formaldehido 0.05% v/v, la reaccién se detuvo con acido acético al 3%
v/v. Finalmente, las tiras se lavaron con &cido acetilsalicilico 1 M pH 6 y se secaron a
temperatura ambiente. Para observar la incorporacién de [*?P]-ortofosfato (bandas
fosforiladas con marca radiactiva), las tiras se expusieron en un Phosphorimager
(Marca BIO-RAD, Modelo GS-525) durante tres dias y posteriormente se expusieron

a una pelicula Kodak (No. de catalogo 601 1597).
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V.11. Determinacion de la cinética de la ZmS6K.

La ZmS6K obtenida por inmunoseparacion de tejidos tratados con auxinas o insulina
se utiliz6 para medir su actividad y realizar el analisis cinético. La mezcla de
sefarosa—proteina  A-proteina  inmunoprecipitada, se centrifugd en una
microcentrifuga con un pulso de 20 segundos. El sobrenadante se retir6 y la pastilla
gue contenia la mezcla sefarosa-proteina A—anticuerpo-ZmS6K se lavo tres veces
con buffer B (Tris-HCI 100 mM, pH 7.5, NaCl 1 mM, Nonidet-P 40 0.05 % p/v, Triton
X-100 0.25% p/v), a continuacién se lavé dos veces con buffer A (Tris HCI 10 mM,
pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Nonidet-P 40 0.05% p/v) y se resuspendid en
100 pL de buffer de reaccion MOPS 50 mM, pH 7.0, cloruro de magnesio 5 mM, DTT
1 mM, p-nitrofenil fosfato 10 mM y vanadato de sodio 1 mM]. Para medir la actividad
de la ZmS6K se utilizaron 10 uL de la mezcla sefarosa-proteina A anticuerpo-enzima
y se le agreg6 ATP frio a diferentes concentraciones (100, 200, 300, 400 y 500 uM),
10 pCi de [*?P]-ATP (10 Ci/mmol), inhibidor PKA 0.5 uM, inhibidor PKC 4 uM y 5 pug
de péptido RSK (péptido sintético que contiene los sitios fosforilables de la S6), en un
volumen de reaccion final de 20 uL. Para detener la reaccion se transfirieron los 20
uL de la misma a discos secos de papel p81 (fosfocelulosa). Los papeles se lavaron
exhaustivamente con &cido fosférico al 0.85% (v/v) y finalmente con acetona. La
incorporacién de [**P]-ortofosfato en el péptido RSK se determiné colocando el papel
en un vial con liquido de centelleo y midiendo la marca radiactiva en un contador de
centelleo liquido. Para determinar la Km de la ZmS6K para el ATP, se utilizaron
diferentes concentraciones de este compuesto sin marca y una concentracion fija de

[*2P]-y-ATP, como se indic6 anteriormente.
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V.12. Anélisis Estadistico.

Todos los experimentos se repitieron al menos tres veces usando extractos de
diferentes muestras bioldgicas. Los datos obtenidos de los bioensayos de
crecimiento inducido por auxinas e insulina se sometieron a un analisis ANOVA y a
pruebas de andlisis de intervalos de Dunett (p<0.05), usando el programa NCSS
(Statistical Analysis Graphics).
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VI. RESULTADOS.

VI.1. Curva de dosis respuesta con tratamientos continuos a distintas

concentraciones de auxinas.

En el presente trabajo se analiz6 el efecto del tratamiento continuo durante 4 dias
con dosis de AIA de 0.001 a 10 uM en el crecimiento de las radiculas de maiz. En la
figura 5 se presentan estos resultados. En todas las dosis analizadas se observé una
inhibicién en el crecimiento de las radiculas de los ejes embrionarios de maiz en los
tratamientos con auxinas con respecto al testigo. La inhibicion del crecimiento de la
radicula aumenta al incrementarse la dosis de auxinas y el tiempo de tratamiento; por
lo que la mayor inhibicion se encontré a la dosis de 10 uM y a las 120 horas de

tratamiento.
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Figura 5. Crecimiento de las radiculas de maiz en respuesta a tratamientos continuos con AlA a

distintas concentraciones.

Con base en los resultados anteriores se decidié no usar un tratamiento continuo de

auxinas, y en su lugar aplicar un tratamiento con pulsos de 2 horas de auxinas, en
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concentraciones similares y ligeramente superiores a las del experimento anterior (2,
10 y 15 pM), para evaluar el efecto de estos tratamientos en el crecimiento de las

radiculas de maiz.

VI.2. Curva de dosis respuesta con pulso de dos horas a distintas

concentraciones de auxinas.
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Figura 6. Crecimiento de las radiculas de maiz en respuesta a tratamientos con pulsos de dos horas
con AlA a distintas concentraciones.

En la figura 6 se muestra la curva de dosis respuesta con pulsos de 2 h de auxinas a
distintas concentraciones. Se puede observar que el crecimiento de las radiculas de
los ejes embrionarios sometidos a un pulso de 2 h con las concentraciones de 2y 10
MM de AIA es significativamente mayor al del testigo. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre ambas concentraciones. Por otra parte, la

aplicacién de un pulso de 15 uM de AIA inhibid el crecimiento de la radicula.
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A partir de estos resultados, se decidio realizar los experimentos para analizar el
efecto de la auxina AIA en la enzima S6K y en la proteina ribosomal S6 con un

tratamiento de pulso de auxinas con una concentracion de 10 uM.

VI.3. Crecimiento de radiculas de maiz en respuesta a un pulso de insulina (200
pU/mL).
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Figura 7. Crecimiento de las radiculas de maiz en respuesta a un pulso de dos horas con insulina (200
puU/mL).

En la figura 7 se presenta el crecimiento de las radiculas de maiz en respuesta a un
tratamiento con un pulso de dos horas (22-24 h de imbibicion) con insulina (200
pU/mL). Se puede observar que el crecimiento de las radiculas de los ejes

embrionarios tratados con insulina es significativamente mayor al del testigo. La
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induccion del crecimiento por efecto de la insulina se observé a partir de las 48 horas
de tratamiento.

Al comparar la induccién del crecimiento de radiculas de maiz con auxinas o insulina
se puede observar que, en promedio, el AlA indujo un crecimiento 15% superior al
del testigo (100%), mientras que en el tratamiento con insulina se observé una

induccion del crecimiento de aproximadamente un 30% (Figuras 6y 7).

VI.4. Aislamiento de la proteina ZmS6K de radiculas de maiz.

La proteina ZmS6K de radiculas de maiz se aisl6 mediante inmunoseparacién a
partir de extractos crudos de radiculas de maiz disectadas de los ejes embrionarios
germinados durante 24 horas y sometidos a los distintos tratamientos. La
inmunoseparacion se realiz6 utilizando un anticuerpo comercial contra la p70S6K de
humano. En la Figura 8 se presentan las proteinas de radiculas de maiz
inmunoseparadas con el anticuerpo contra S6K con los distintos tratamientos y se
observa que en todos los tratamientos el peso molecular de la proteina aislada es de
62 kDa.

T AlA INS

PM 62 kDa

Figura 8. Proteina ZmS6K inmunoseparada de radiculas de maiz de tratamientos testigo, con pulso de
auxina 10 uM o con pulso de insulina (200 pU/mL). Las proteinas aisladas se separaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% (p/v) y se cargaron con 15 ug de proteina de cada

tratamiento T= Testigo, AIA= Auxinas, INS= Insulina.
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VI.5. Efecto de insulina y AlIA en la fosforilacion de ZmS6K en radiculas de

maiz.

La determinacion de la fosforilacion de ZmS6K en respuesta a insulina y AlA se
realiz6 inmunoseparando la proteina ZmS6K fosforilada en presencia de [*P]-
ortofosfato con el anticuerpo p70S6K de humano. Los tratamientos con AlA o insulina
indujeron un incremento significativo en la incorporacién de [*’P]-ortofosfato en la
proteina ZmS6K inmunoseparada (Figura 9). Se puede observar que el incremento
en la fosforilacion con respecto al testigo es superior con AlA (228%) que con
insulina (128%).
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Figura 9. Efecto de los tratamientos testigo (T), con auxina (AlA) o con insulina (INS) en la
incorporacion de [*’P]-ortofosfato en la proteina ZmS6K de radiculas de maiz. Se presentan las

medias y desviacion estandar de los tres experimentos realizados con cada tratamiento.
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VI.6. Andlisis de las formas fosforiladas de ZmS6K en radiculas de maiz.

La determinacion de las distintas formas fosforiladas de ZmS6K en respuesta a
insulina y AIA se realiz6 con la proteina ZmS6K fosforilada en presencia de [*P]-
ortofosfato e inmunoseparada con el anticuerpo p70S6K de humano. Posteriormente,
las proteinas inmunoseparadas se sometieron a un isoelectroenfoque utilizando tiras
IpG de BIORAD con un rango de pH de 3-10. La deteccion de las formas fosforiladas
se realizd exponiendo las tiras IpG en un Phosphorimager. Los resultados se

presentan a continuacion.

P
Testigo . ST T T
AIA g R A

Insulina R . .

Figura 10. Formas fosforiladas de ZmS6K en radiculas de maiz de los distintos tratamientos (testigo,
insulina y auxina). Se presentan los resultados representativos de uno de los tres experimentos

realizados, en todos ellos se obtuvieron los mismos resultados.

En la figura 10 se puede observar que tanto en el testigo como en el tratamiento con
auxinas, se encontraron tres formas fosforiladas, mientras que en el tratamiento con

insulina se encontraron cuatro formas fosforiladas.
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En la tabla 1 se presentan los valores de los puntos isoeléctricos para cada una de
las formas fosforiladas en los distintos tratamientos.

Tabla 1. Valores de los puntos isoeléctricos de las formas fosforiladas de ZmS6K.

Tratamiento Puntos Isoeléctricos (pl)

Testigo 6.3 7 8.3
AlA 5 7 8.3
Insulina 55 6.3 7.5 8.3

En el testigo, las formas fosforiladas presentan valores de pl de aproximadamente
6.3, 7 y 8.3. En el caso de las auxinas, los valores de pl de las formas fosforiladas
son de aproximadamente 5, 7 y 8.3; mientras que en el tratamiento con insulina, las
cuatro formas fosforiladas encontradas presentan valores de pl de aproximadamente
5.5, 6.3, 7.5 y 8.3. Se puede observar que en todos los tratamientos se encuentra
una forma fosforilada comuan, con pl de 8.3. Esta forma corresponderia a la forma
menos fosforilada de la enzima. Aunque en el testigo y en el tratamiento con auxinas
se encontraron tres formas fosforiladas, dos de ellas con pl similares (7 y 8.3), las
auxinas indujeron una forma mas acida (con pl 5), que probablemente indicaria una
mayor fosforilacién que la forma de pl 6.3 observada en el testigo (ésta, a su vez, no
se detecta con auxinas). Por otra parte, en el tratamiento con insulina dos de las
cuatro formas detectadas se observan también en el testigo (pl 8.3 y 6.3) y aparecen
dos nuevas formas, una de las cuales es mas acida que las que se encuentran en el
testigo (pl 5.5) y la otra (pl 7.5) tiene un valor intermedio entre las encontradas en el

testigo (pl 7y pl 8.3).
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VI.7. Andlisis cinético de la actividad de la ZmS6K.

Para comprobar si la mayor fosforilacion de ZmS6K inducida por auxinas e insulina
(con pl de 5y 5.5) (Figura 10) se reflejaba en una mayor actividad de la enzima, se
midi6 la actividad cinasa de ZmS6K utilizando la enzima inmunoseparada (con las
distintas formas fosforiladas), de los diferentes tratamientos con el sustrato artificial
RSK (que contiene el sitio activo de la PRS6) y concentraciones variables del
sustrato [**P]-y-ATP. Como se indica en la metodologia, la determinacién de la
actividad de ZmS6K se realizd6 en presencia de inhibidores de las cinasas PKA y
PKC, para evitar que dichas cinasas pudieran fosforilar el sustrato usado. A partir de
estos resultados se realizé el analisis cinético. Los valores de Kmy, Y Vmaxa, de la
ZmS6K de cada uno de los tratamientos, se obtuvieron a partir de las graficas de
Lineweaver-Burk (1/V contra 1/[S]). A continuacion se presentan los resultados
obtenidos (Figuras 11 a 13).
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Figura 11. Gréfica de Lineweaver-Burk de la actividad de la enzima ZmS6K extraida de radiculas

testigo. Se presentan los resultados representativos de uno de los tres experimentos realizados.

67



AIA y=8853x +2.4
R2=0.91

v

0 T T T T T 1
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
1/s

Figura 12. Grafica de Lineweaver-Burk de la actividad de la enzima ZmS6K extraida de radiculas
tratadas con un pulso de AIA 10 yM. Se presentan los resultados representativos de uno de los tres

experimentos realizados.
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Figura 13. Gréfica de Lineweaver-Burk de la actividad de la enzima ZmS6K extraida de radiculas
tratadas con un pulso de insulina 200 pU/mL. Se presentan los resultados representativos de uno de

los tres experimentos realizados.
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Tabla 2. Valores de Km,, y Vmax,, de ZmS6K extraida de radiculas de maiz con los diferentes
tratamientos. Se presentan las medias y desviacion estandar de los tres experimentos realizados con

cada tratamiento.

ANALISIS CINETICO DE ZmS6K
TRATAMIENTOS | Kmgp- (UM) Vmaxap(pmoles/min)
TESTIGO 1207 + 18 134.2x10°+2 x 107
AlA 3740 + 53 422.4x10°%+3x10°
INSULINA 1205 + 21 166.5 x 10° + 6 x 10°

En la tabla 2 se observa que en el tratamiento testigo se encontré un valor de Kmgp
para ATP de 1207 uM en radiculas de maiz. El valor de Vmax,, encontrado para la
enzima de radicula del tratamiento testigo fue de 134 pmoles/min. El tratamiento con
insulina no afectd la Km aparente para ATP; mientras que el tratamiento con auxina
la incrementd significativamente indicando una disminucion en la afinidad por este
sustrato. Por otra parte, la Vmaxa, aumento significativamente en los tratamientos
con AlA e insulina con respecto al testigo, aunque el incremento fue mucho mayor en
presencia de auxinas. Estos resultados son consistentes con el aumento en la

fosforilacién de la ZmS6K observado en estos tratamientos.

VI.8. Efecto de insulina y AlA en la fosforilacion de ZmPRS6.

La determinacion de la fosforilacibn de ZmPRS6 en respuesta a insulina y AlA se
realiz6 inmunoseparando la proteina ZmPRS6 fosforilada en presencia de [*°P]-
ortofosfato con el anticuerpo anti S6 para humanos. En la figura 14 se observa que
los tratamientos con AIA o insulina indujeron un incremento significativo en la
incorporacién de [*’P]-ortofosfato en la proteina ZmPRS6 inmunoseparada (47% y
76% respectivamente) con respecto al testigo (100%). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en la induccién de la fosforilacion de ZmPRS6

entre los tratamientos con AIA o insulina.
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Figura 14. Efecto de los tratamientos testigo (T), con auxina (AlA) o con insulina (INS) en la
incorporacion de [*’P]-ortofosfato en la proteina ZmPRS6 de radiculas de maiz. Se presentan las

medias y desviacion estandar de los tres experimentos realizados con cada tratamiento.

VI.9. Andlisis de las formas fosforiladas de la proteina ribosomal S6 en

radiculas de maiz.

Para el analisis de las formas fosforiladas de la proteina ribosomal S6, se obtuvieron
los extractos crudos de las radiculas disectadas de los ejes embrionarios, se
inmunoseparé la proteina ZmPRS6 fosforilada en presencia de [*?P]-ortofosfato con
el anticuerpo S6 de humano. Posteriormente, las proteinas inmunoseparadas se
sometieron a un isoelectroenfoque utilizando tiras IpG con un rango de pH de 3-10,
de forma similar a lo que se hizo con la proteina ZmS6K. La deteccién de las formas
fosforiladas se realiz6 exponiendo las tiras IPG en un Phosphorimager. Los

resultados se presentan a continuacion.
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Figura 15. Formas fosforiladas de ZmPRS6 en radiculas de maiz de los distintos tratamientos testigo
(T), auxina (AIA) e insulina (INS). Se presentan los resultados representativos de uno de los tres

experimentos realizados, en todos ellos se obtuvieron los mismos resultados.

Tratamiento Puntos Isoeléctricos (pl)

Testigo 5.5 7.1 8.7
AlA 5.5 6.8 8.5
Insulina 5.0 6.6 8.7

Tabla 3. Valores de los puntos isoeléctricos de las formas fosforiladas de ZmPRS6.

En la figura 15 se puede observar que en los tres tratamientos se encontraron tres
formas fosforiladas. En la literatura, en otros organismos, se han reportado entre 4 y
5 sitios susceptibles de ser fosforilados. En la tabla 3 se presentan los valores de los
puntos isoeléctricos para cada una de las diferentes formas fosforiladas en radiculas
de maiz para cada tratamiento. En el testigo, los valores de pl de las formas
fosforiladas encontradas fueron de 5.5, 7.1, y 8.7. Con AlA las formas fosforiladas
presentaron valores de pl de 5.5, 6.8 y de 8.5, mientras que con la insulina los
valores de pl de las formas fosforiladas fueron de 5, 6.6 y 8.7. Se observa que adn
cuando con los tres tratamientos se obtuvieron tres diferentes formas fosforiladas, los
valores de pl varian y s6lamente se encuentran algunas formas comunes entre ellos.

La forma con pl de 8.7 corresponde a la forma menos fosforilada y se encuentra en
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el tratamiento testigo y en el tratamiento con insulina. Sin embargo, la insulina
produjo dos formas méas &cidas (pl 6.6 y 5), que podrian corresponder
respectivamente a una mayor fosforilacion de las formas con pl de 7.1 y 5.5
detectadas en el testigo. Por otra parte, las auxinas presentan la forma con pl de 5.5
que se detecta también en el testigo. Sin embargo, producen dos formas con pl de
8.5y 6.8, que podrian corresponder respectivamente a una mayor fosforilacion de las

formas con pl de 8.7 y 7.1 observadas en el testigo.
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VII. DISCUSION.

La via de sefializacion regulada por factores de crecimiento, hormonas y nutrientes y
gue da como resultado la activacion de la p70S6K vy la fosforilacion de la PRS6 se
encuentra ampliamente estudiada en animales (Fingar y Blenis, 2004; Averous y
Proud, 2006; Ruvinsky y Meyuhas, 2006; Proud, 2007b; Dann y col, 2007; Selman y
col., 2009). En los ultimos afios, se han identificado algunos de los intermediarios de
dicha via en plantas (TOR y S6K, entre otros) y su induccion por hormonas
vegetales, lo que apoya la participacion de esta ruta en la regulacion del crecimiento
en plantas (Turck y col., 2004; Anderson y col., 2005; Mahfouz y col., 2006; Deprost y
col., 2007). En particular, en ejes embrionarios de maiz también se han identificado
componentes de la via PI3BK-TOR y se ha reportado la regulacion de la fosforilacién
de PRS6 por auxinas e insulina (Dinkova y col., 2000; Sanchez de Jiménez, 2000;
Garcia-Flores y col., 2001; Beltran-Pefia y col., 2002; Reyes de la Cruz y col., 2004;
Agredano-Moreno y col., 2007; Dinkova y col., 2007). En el presente trabajo, se
estudio el efecto de auxinas e insulina en la fosforilacién y actividad de ZmS6K y en
la fosforilacién de PRS6 en radiculas de semillas de maiz en germinacion, por ser las
radiculas uno de los primeros tejidos en activarse durante la imbibiciéon de semillas

guiescentes.

En reportes previos se encontré que el crecimiento de la radicula en respuesta a
auxinas tiene un comportamiento bifasico: a dosis muy bajas (cercanas a 0.1 nM) se
promueve el crecimiento y a dosis mayores se inhibe (Moore, 1989). En un estudio
mas reciente, Woodward y Bartel (2005) encontraron en plantas de Arabidopsis que
el tratamiento con dosis superiores a 0.1 nM de la auxina AIA durante 6 dias inhibe el
crecimiento de las radiculas. En el presente trabajo se encontré0 que tratamientos
continuos con AlA en dosis desde 1 nM (0.001 uM) a 10 uM inhiben el crecimiento de
las radiculas de maiz. La inhibicion se incrementd al aumentar la dosis y el tiempo de

tratamiento con auxinas (Figura 5).
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Por otra parte, al dar tratamientos con pulsos de 2 h de auxinas (2 y 10 uM) se
observé un incremento del crecimiento de aproximadamente 15% con respecto al
testigo, mientras que el efecto fue inhibitorio con concentraciones superiores (Figura
6).

En trabajos previos (Garcia-Flores y col., 2001; Reyes de la Cruz y col, 2004) se ha
estudiado el efecto de la insulina (200 pU/mL) sobre el crecimiento y la regulacion de
la sintesis de proteinas en ejes embrionarios de maiz en germinacion. Al analizar por
separado el efecto de la insulina en el crecimiento del coleoptilo y de la radicula, se
observé que induce el crecimiento en ambas partes del eje embrionario (Garcia-
Flores y col., 2001). En el presente trabajo se observé que el tratamiento con pulsos
de insulina de 200 pyU/mL indujo un incremento significativo, de aproximadamente el

30%, sobre el crecimiento de las radiculas de maiz (Figura 7).

A partir de estos resultados, se decidid realizar experimentos para analizar los
efectos de AIA o insulina sobre la fosforilacion y actividad de la enzima ZmS6K vy la
fosforilacion de la PRS6 de radiculas, con un tratamiento de pulso de auxinas
(concentracion de 10 uM) y un pulso de 200 yU/mL en el caso de la insulina.

Se observd que la proteina ZmS6K aislada de las radiculas de maiz en los distintos
tratamientos tuvo un peso molecular de 62 kDa (Figura 8), tal como se habia
reportado previamente para la proteina aislada de ejes embrionarios de maiz (Reyes
de la Cruz y col., 2004).

Para determinar el efecto de los tratamientos con auxinas o insulina en la
fosforilacion de ZmS6K, se aplicaron los tratamientos en presencia de [*?P]-
ortofosfato. En la figura 9 se puede observar que ambos tratamientos indujeron un
incremento en la fosforilacibn de esta proteina con respecto al testigo, aunque la
fosforilacion fue superior con AIA (228%) que con insulina (128%).
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Al analizar mediante isoelectroenfoque las formas fosforiladas de ZmS6K, se puede
observar que los tratamientos con auxinas e insulina produjeron formas fosforiladas
mas acidas, lo que indicaria un mayor grado de fosforilacion con respecto al testigo
(Figura 10). Estos resultados concuerdan con la mayor incorporacion de [*°P]-
ortofosfato en la ZmS6K inmunoseparada procedente de los tratamientos con
auxinas o insulina (Figura 9). En este sentido, se ha reportado que la fosforilacién de
S6K en animales incrementa su actividad cinasa (Thomas, 2002). Sin embargo, cada
uno de los efectores produjo algunas formas fosforiladas distintas, lo cual sugiere
que la proteina ZmS6K es estimulada por estos efectores en forma diferencial,
utilizando probablemente diferentes vias de transduccion de sefiales. En estudios
previos se ha demostrado que la fosforilacion de ZmS6K en los ejes embrionarios de
maiz completos ocurre a través de la via de transduccion de sefales PI3K-TOR
(Reyes de la Cruz, 2004; Dinkova y col., 2007). Como se mencion6é en los
antecedentes, se han identificado en la enzima S6K de animales ocho sitios
susceptibles de ser fosforilados (Tre®?°, Ser*?, Tre®®, Ser®®, ser*!?, Ser*®, Tre*?'y
Ser*?*) (Ferrari y col., 1992; Pearson y col., 1995; Dennis y col., 1998, Averous y
Proud, 2006). Por lo que se sugiere que si estos sitios estan conservados en maiz,
las diferentes formas fosforiladas de ZmS6K observadas en los tratamientos con
auxinas o insulina podrian deberse a la fosforilacion diferencial de los diversos
residuos de aminoacidos susceptibles de ser fosforilados, lo que provocaria una
activacion distinta de la ZmS6K. En mamiferos, la fosforilacibn mediada por TOR
implica maltiples sitios de fosforilacion y es esencial para la activacion de S6K (Han y
col., 1995; Pearson y col., 1995; Burnett y col., 1998; Saitoh y col., 2002). Por otra
parte, Reyes de la Cruz (2004) encontr6 al analizar la secuencia deducida del gen de
la ZmS6K de ejes embrionarios completos con el programa ScanProsite (Expassy
Molecular Biology Server) la presencia de 4 sitios putativos de N-glicosilacion y 4 de
N-miristilacion. Estas posibles modificaciones postraduccionales podrian también
contribuir a explicar, junto con las modificaciones por fosforilacién, las distintas

formas fosforiladas encontradas en los diferentes tratamientos.
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En un estudio previo de nuestro grupo de trabajo, se analizaron las formas
fosforiladas de ZmS6K en coleoptilos de maiz tratados con auxinas o insulina. Si se
comparan las formas fosforiladas presentes en los tratamientos con auxinas o
insulina en los coleoptilos de semillas de maiz en germinacion con las encontradas
en los tratamientos del presente estudio, se encuentra que los valores de puntos
isoeléctricos no corresponden en ningldn caso, lo que sugiere que la respuesta a los
efectores analizados es tejido especifica. Asimismo, los resultados del estudio en
coleoptilos de maiz indican que las auxinas o insulina estimulan el crecimiento a
través de distintas vias de transduccion, ya que aunque confluyen en la fosforilacién
de ZmS6K y de la PRS6, dan resultados distintos en la regulacion de la sintesis de

proteinas (Buentello y col., comunicacion personal).

En el analisis cinético se obtuvieron los valores de Kmy y Vmaxs, de la enzima
ZmS6K obtenida mediante inmunoseparacion (Tabla 2, Figuras 11 a 13). El valor de
Kmg, para ATP fue de 1207 puM en el tratamiento testigo en radiculas de maiz,
aproximadamente 3.5 veces superior al reportado en ejes embrionarios completos de
maiz (Reyes de la Cruz, 2004) y aproximadamente 3 veces superior al observado en
coleoptilos de maiz (Buentello y col., comunicacién personal). En relacion al valor de
Vmaxa, encontrado en la enzima de radicula del tratamiento testigo, fue de 134
pmoles/min, un valor superior al reportado en ejes embrionarios completos (Reyes de
la Cruz, 2004) y similar al encontrado en coleoptilos de maiz (Buentello y col.,
comunicacion personal). Se observd que la Vmax,, aumentd significativamente en
los tratamientos con AlA e insulina con respecto al testigo, aunque el incremento fue
mucho mayor en presencia de auxinas; como seria de esperarse por el aumento en
la fosforilacion de la ZmS6K observado en estos tratamientos. Por otra parte, el
tratamiento con insulina no afecto la Kmg, para ATP; mientras que el tratamiento con
auxina incremento significativamente la Kmy, (aproximadamente 3 veces), sugiriendo
una disminucién en la afinidad por el sustrato ATP. Estos resultados indican que la
enzima de radicula tiene una mayor velocidad que la(s) enzima(s) aisladas de ejes

embrionarios completos o de coleoptilos. Estos resultados requieren profundizarse,
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con la enzima purificada de las distintas fuentes para verificar los efectos de los
tratamientos en los parametros cinéticos de la enzima S6K y comprender su funcién

regulatoria.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo apoyan la propuesta de que la
fosforilacion de ZmS6K inducida por AlA e insulina se realiza por distintas vias de
transduccion de sefales, ya que los patrones de fosforilacion y la actividad de
ZmS6K que se obtienen son diferentes. Los datos también apoyan la propuesta de
que la respuesta es tejido especifica, ya que los resultados obtenidos con radiculas
difieren de los reportados ejes completos y coleoptilos de maiz.

Los tratamientos con AIA o insulina indujeron un incremento significativo (47% y
76%, respectivamente) en la fosforilacién de la proteina ZmPRS6 con respecto al
testigo. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre ambos
tratamientos (Figura 14). Al analizar las formas fosforiladas de ZmPRS6, se puede
observar que, en forma similar a lo que se encontré con la enzima ZmS6K, las
auxinas y la insulina produjeron formas fosforiladas méas acidas de la ZmPRS6, lo
que indicaria un mayor grado de fosforilacién con respecto al testigo (Figura 15). Las
distintas formas fosforiladas encontradas en los distintos tratamientos
corresponderian a distintos grados de fosforilacion de los residuos de serina y
treonina de esta proteina. Como se mencioné en los antecedentes, se ha reportado
que el grado de fosforilacion de la PRS6 en plantas se regula en respuesta a estrés
ambiental y durante el desarrollo. En particular, el estrés por calor disminuyo la
fosforilacion de PRS6 (Scharf y Nover, 1982; Turck y col.,, 1998). Wiliams y
colaboradores (2003) analizaron la fosforilacibon de ZmPRS6 en 4pices de radiculas
de maiz de 4-5 dias de germinacion en plantas sometidas a distintos tipos de estrés
(anoxia, exceso de oxigeno, choque térmico, frio, salino y osmoético). Las formas de
PRS6 fueron determinadas usando un sistema de electroforesis bidimensional
especializado y confirmadas mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Los

autores describieron que la ZmPRS6 de raices posee en su extremo carboxilo
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terminal cinco residuos susceptibles de ser fosforilados (Ser?*®, Ser?*!, Ser®*’, Tre?>®

y Sert

). Asimismo, estos autores encontraron que la acumulacion de formas
hiperfosforiladas con fosfo-Ser®® disminuia en respuesta al estrés con choque
térmico y anoxia, mientras que estas formas fosforiladas se acumulaban en
respuesta al frio. Tanto el estrés salino como el osmoético no produjeron resultados
reproducibles. Estos autores concluyeron que las formas fosforiladas encontradas
son resultado de la fosforilacion secuencial de los residuos de aminoacidos
susceptibles de ser fosforilados en la PRS6, lo que a su vez depende de la actividad
diferencial de fosfatasas y cinasas presentes en las células. En particular, sus
resultados sugieren que la fosforilacién secuencial de la Ser?® y Ser?* esta regulada
por la via de sefalizacion de PI3K (Williams y col., 2003). Estos antecedentes y los
resultados obtenidos en el presente trabajo apoyan la propuesta de que las formas
fosforiladas dependen del estimulo aplicado. Sin embargo, no se pueden comparar
los resultados de este trabajo con los de Williams y colaboradores ya que ellos no
reportaron los puntos isoeléctricos de las formas fosforiladas detectadas. El hecho de
qgue las formas fosforiladas detectadas en este trabajo sean distintas con auxinas e
insulina podria indicar que ambos estimulos produjeron una activacion diferencial de
las cinasas y fosfatasas presentes, debida probablemente a la participacion de
distintas vias de transduccién de cada efector. Por otra parte, si se comparan los pl
de este trabajo con los obtenidos previamente en coleoptilos de maiz, se puede
observar que con excepcién de una forma con pl 8.8 detectada en coleoptilo
(semejante a la forma con pl 8.7 observada en radicula), el resto de las formas
fosforiladas son distintas en cada parte del eje embrionario, lo que apoya que las

respuestas a los efectores estudiados parecen ser tejido especificas.
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VIIl. CONCLUSIONES.
e Con las dosis y los tiempos de tratamiento seleccionados, la insulina indujo un
crecimiento ligeramente superior al de las auxinas en las radiculas de maiz en
germinacion. Aunque la insulina no es una hormona de plantas, se comporta con
un homdélogo del factor ZmIGF de maiz.
e Ambos efectores (I y AlA) incrementan la fosforilacién de la enzima ZmS6K en
radiculas de maiz, con respecto al testigo, aunque la fosforilacion fue mayor con
AlA 'y los patrones de formas fosforiladas son distintos.
e Como se esperaria por el incremento en la fosforilacion de ZmS6K, AlA e
insulina indujeron un aumento en la Vmax,, de esta enzima para ATP, mientras
que el AlA incremento la Kmgp.
e Los tratamientos con auxina o insulina indujeron un incremento en la
fosforilacion de la ZmPRS6, sustrato de ZmS6K, en radiculas de maiz con
respecto al testigo. Aunque no se encontraron diferencias significativas en la
fosforilacibn con ambos efectores, los patrones de formas fosforiladas son
distintos.
e Los resultados anteriores sugieren que aunque los efectores AIA e
insulina/ZmIGF comparten algunos intermediarios, no producen los mismos
efectos en la fosforilacion de ZmS6K y ZmPRS6, por lo que se sugiere que las
vias de transduccion de estas sefiales sean distintas.
e Se requiere profundizar en el estudio de los intermediarios de las vias de
sefalizacion de estas hormonas para comprobarlo.
e Por otra parte, se observo que los patrones de formas fosforiladas de ZmS6K
y de ZmPRS6 en las radiculas de maiz difieren de los encontrados en estudios
previos en coleoptilos de maiz.
e La Kmgy, para ATP de la enzima ZmS6k de radiculas de maiz del testigo es
superior a la encontrada en eje completo y en coleoptilos.

79



e Estos datos apoyan la propuesta de que la respuesta a estos efectores es
tejido especifica, ya que los resultados obtenidos en radiculas difieren de los

reportados en ejes completos y en coleoptilos de maiz.
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