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1) Resumen

En el proceso de germinacion de las semillas, la reactivacién del metabolismo
inicia desde las primeras horas de imbibicion, hay sintesis de proteinas,
aumenta la biomasa, inicia el crecimiento por expansion celular necesario para
la protrusiéon de la radicula y en etapas postgerminativas hay proliferacion
celular y crecimiento de la plantula.

En eucariotas esta conservada la via de sefializacion TOR-S6K que integra
sefales ambientales, hormonales, insulina (factores de crecimiento semejantes
a insulina o IGFs) y de nutrimentos para modular la proliferacion y el
crecimiento celular a través de estimular la biogénesis de ribosomas y la
sintesis de proteinas.

En maiz se ha detectado un factor de crecimiento similar a la insulina,
denominado ZmIGF que estimula la germinacion y el crecimiento
principalmente en la radicula, se han reportado algunos intermediarios de la via
TOR-S6K que se activan en presencia de insulina/ZmIGF, promoviendo la
biogénesis de ribosomas y la sintesis de proteinas. Entre las proteinas
sintetizadas estan las ribosomales (PR), pero no todas se regulan de la misma
manera. Se ha reportado que la insulina induce la sintesis de PRS6 y PRL7,
mientras que en el caso de PRL3 hay un incremento de los transcritos pero no
de la proteina. Las proteinas PRS6 y PRL7 aparte de formar parte de la
estructura del ribosoma regulan el reclutamiento de ARNm especificos y de
factores de inicio de la traduccion.

En este trabajo se estudid la localizacién tisular de proteinas de la via TOR-
S6K, asi como PRS6, PRL7 y PRL3 mediante inmunohistoquimica. Se observé
que a las 24 h de imbibicion, la insulina estimula proteinas de la via como
RAPTOR, TOR, S6K y sus formas fosforiladas: P-TOR (Ser-2448) y P-S6K
(Tre-389). Las marcas de inmunotincion se ubicaron en tejidos como el primer
primordio foliar, en el mesocotilo; también en la zona de alargamiento, zona
meristematica y la cofia del apice radicular. PRS6 y PRL7 se localizaron en la
zona de alargamiento, la zona meristematica y la cofia de radiculas de
embriones en germinacion. En tejidos de la plumula, la zona de alargamiento
de la raiz y la cofia se ubicd con un patrén polarizado a P-S6K y P-TOR en la
cara lateral cercanas a la membrana plasmatica de la célula en un patrén

polarizado.



Para estudiar la localizacion celular polarizada observada, se analizé mediante
microscopia confocal la localizacién de PRL7 en radiculas de embriones de
maiz a distintos tiempos de imbibicion estimulados con insulina. PRL7 es una
de las dianas finales de la via TOR-S6K que incrementa su biosintesis por
insulina. Se observd que en los tratamientos con insulina, las marcas de
fluorescencia de PRL7 se incrementan conforme aumenta el tiempo de
imbibicion (18, 24 y 36 h), con respecto a radiculas de embriones testigo. A las
24 h se observé mejor la localizacidn polarizada de esta proteina en una de las
caras de la célula.

Como se menciono la proteina PRL7 se detectd en tejidos como la zona de
alargamiento, zona meristematica y la cofia del apice radicular, en embriones
estimulados con insulina. En tejidos de la raiz desde la corteza, la zona de
alargamiento y las células madre del floema, la PRL7 se ubico en la cara lateral
en direccion al cilindro central; en las células del cilindro central se ubicé sobre
la cara apical y en células de la columela se ubicé sobre la cara basal. Al
realizar un analisis de morfometria de las estirpes celulares a partir del centro
quiescente se observo que la insulina acelera la polarizacion y estimula
preferencialmente el crecimiento longitudinal.

Los resultados de este trabajo evidencian la participacion de la via TOR-S6K
en la induccion de la germinacién por insulina y aportan nuevo conocimiento
sobre los tejidos del eje embrionario que son estimulados por este efector.
Ademas de mostrar que a nivel celular la insulina induce su ubicacion
polarizada. Esta localizacion polarizada y sus implicaciones fisioldgicas

requieren estudios posteriores.



1.1) Summary

In the seed germination process, reactivation of metabolism starts from the first
hours of imbibition, protein synthesis takes place, biomass increases and there
is growth through cellular expansion for the protrusion of the radicle, while in
post-germination stages cell proliferation and growth of the seedling occur.

In eukaryotes, the TOR-S6K signaling pathway that integrates environmental
signals, hormonal signals, insulin (insulin-like growth factors or IGFs) and
nutrients to modulate cell growth and proliferation, is preserved by stimulating
ribosome biogenesis and protein synthesis.

An insulin-like growth factor, namely ZmIGF, has been detected in maize. This
factor stimulates germination and growth, mainly in the radicle, some
intermediaries of the TOR-S6K pathway that are activated in the presence of
insulin / ZmIGF have been reported, promoting ribosome biogenesis and
protein synthesis. Among the proteins synthesized are the ribosomal protein
(RP), but not all are regulated in the same way. It has been reported that insulin
induces the synthesis of RPS6 and RPL7. In the case of RPL3 there is an
increase in transcripts but not in the protein levels. RPS6 and RPL7 proteins,
apart from being part of the ribosome structure, regulate the recruitment into
ribosomes of specific MRNAs and translation initiation factors.

In this work, tissue localization of proteins of the TOR-S6K pathway, as well as
RPS6, RPL7 and RPL3 were studied by means of immunohistochemistry. It
was observed that at 24 h of imbibition, insulin stimulates pathway proteins
such as RAPTOR, TOR, S6K and their phosphorylated forms P-TOR (Ser-
2448) and P-S6K (Tre-389). Immunostaining marks were located in tissues
such as the first leaf primordium, in the mesocotil; as well as in the zone of cell
elongation, the meristematic zone and the cap at the root apex. RPS6 and
RPL7 were located in tissues of the radicle such as the zone of cell elongation,
the meristematic zone and the root cap of germinating embryos. In tissues of
the plumule, elongation zone and root-cap, it was observed that P-S6K and P-
TOR were located on the lateral side near the plasma membrane of the cell, in
a polarized pattern.

To study the observed polarized cell localization, RPL7 localization in radicles

of maize embryos at different times of imbibition in the presence of insulin, was



analyzed by confocal microscopy. RPL7 is one of the final products of TOR-S6K
pathway whose synthesis is stimulated by insulin. In treatments with insulin, an
increase of RPL7 fluorescence marks was observed as imbibition time
increased (18, 24 and 36 h), with respect to control embryos. At 24 h, the
polarized localization of this protein on one side of the cell was better observed.
As mentioned, RPL7 was detected in tissues such as the zone of cell
elongation, the meristematic zone and the root- cap, in embryos stimulated with
insulin. In root tissues RPL7 was located, from cortex, the zone of cell
elongation and the phloem stem cells, on the lateral side in the direction of the
central cylinder; in the apical side of cells of the central cylinder and on the
basal side of columella cells. When performing a morphometric analysis of cell
lines from the quiescent center, it was observed that insulin accelerates
polarization and preferentially stimulates longitudinal growth.

The results of this work confirm the participation of the TOR-S6K pathway in the
induction of insulin germination and provide new knowledge about the tissues of
the embryonic axis that are stimulated by this effector, in addition to showing
that at cellular level insulin induces their polarized localization. This polarized

location and their physiological implications require further studies.



2)Antecedentes.

2.1) Importancia del maiz.

El maiz es uno de los cereales que mas se produce en el mundo. Debido a sus
cualidades alimenticias para ganado, el consumo humano y el uso industrial se
ha convertido en uno de los productos mas importantes en los mercados
internacionales. Adicionalmente, el cultivo y transformacion del maiz son fuente
de empleo para un numero importante de personas en el mundo. De la
produccion de maiz 61.9 % se destina a consumo forrajero y el restante 38.1 %
a consumo humano, industrial y para almacenamiento. Los principales
productores mundiales de maiz son Estados Unidos, China, Brasil, Union
Europea y Argentina (OCDE-FAO, 2016). La produccién de grano maiz en
México en el afio agricola 2015 crecioé a una tasa anual de 6.1 por ciento para
totalizar 24.69 millones de toneladas. Para este periodo, diez estados
concentraron el 80 % de la produccion nacional, destacando Sinaloa que se
ubica como el principal productor de maiz con una participacion de 21.8 %,
seguido por Jalisco y el Estado de México. De acuerdo con el reporte
Perspectivas Agricolas 2016-2025 de la Organizacién para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémico (OCDE) y la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO), la produccion mundial de maiz crecera a
una tasa promedio anual del 1.5 por ciento en el periodo de proyeccion, debido
principalmente a la obtencién de mayores rendimientos (OCDE-FAO, 2016).

El maiz fue el alimento basico de los antiguos habitantes de Mesoamérica,
pruebas arqueoldgicas indican que el maiz era el alimento basico de las
antiguas civilizaciones Maya, Azteca y Olmeca de México, y su cultivo mas
venerado, incluso idearon una forma de procesarlo para mejorar su calidad: la
nixtamalizacion. Después de generaciones de mejoramiento selectivo
influenciado por las distintas preferencias de los agricultores y por diferentes
climas y puntos geograficos, se potenciaron ciertas caracteristicas que llevaron

al maiz a convertirse en una especie llena de diversidad (CIMMYT, 2016).



2.2) Anatomia del grano de maiz.

El grano de maiz es un fruto denominado cariopsis, que presenta una semilla
(Figura 1A). El fruto esta constituido por diversas estructuras, la mas externa es
una capa denominada pericarpio. Adosada a ésta se encuentra la cubierta
seminal, que consiste de una capa celular colapsada que rodea al endospermo
el cual sera descrito mas adelante. Durante el desarrollo del grano de maiz se
forman distintas estructuras como el pericarpio, el endospermo y el embrién. El
grano pasa por varias etapas como el llenado de nutrientes y biomoléculas que
se almacenan en el embridn y el endospermo, contribuyendo el establecimiento
de la plantula. Una vez que termina el proceso de llenado de sustancias de
reserva, el grano inicia su deshidratacién (Doll y col., 2017).

El endospermo se diferencia en cuatro dominios celulares que presentan
distinta morfologia y expresion genética, el endospermo almidonoso, la capa de
células basales de transferencia, la capa de la aleurona y la region que rodea
al embrion (Doll y col.,2017).

Las células en la capa de transferencia en el endospermo basal, transportan
nutrientes de la planta madre al endospermo en la fase inicial del desarrollo. La
capa de células mas externa en el endospermo se diferencian para formar la
aleurona, estas células tienen una forma cubica, acumulan lipidos de reserva y
proteinas, esta capa de tipo epidérmica separa al endospermo de los tejidos
maternos como la nucela y pericarpio. La aleurona esta involucrada en la
movilizacion de reservas durante la germinacion (Chandler y col., 2008).

La region que rodea al embridn se distingue por poseer células pequeias, tiene
un citoplasma denso, un nucleo largo y abundante reticulo endoplasmico
(Cosségal y col., 2007). Esta region que rodea al embrién es una estructura
dindmica que desaparece junto con el suspensor quince dias después de la
polinizacion, las células restantes del endospermo se diferencian en el
endospermo con almidon compuesto por células grandes, dedicadas al
almacenamiento de nutrientes durante la fase de llenado (Cai y col., 2002). En
maiz este tipo de endospermo sufre una muerte celular programada y queda
una capa fibrosa de células compactadas entre el endospermo almidosnoso y
el escutelo del embridn , la cual se permea durante la germinacion provocando
el traslado de reservas desde el endospermo almidonoso hacia el escutelo del

embrion(Corona-Carrillo y col, 2014).



El embridn estd compuesto por el eje embrionario y el escutelo. El escutelo es
un cotiledon transformado que esta a un lado del eje embrionario, tiene células
epidérmicas, parénquima y componentes del sistema vascular , se encarga de
secretar, absorber, transferir nutrientes, controlar la productividad y vigor
requerido durante la germinacién y la estabilidad genética del embrion
(Enriquez-Arredondo y col., 2005; Sheridan y col, 2017).

En el eje embrionario se ubica el apice apical del tallo en la parte superior del
eje embrionario y el meristemo radicular en la parte inferior del eje. Los
meristemos tienen tejidos que forman cubiertas de proteccion como la
coleorriza que cubre a la raiz y la caliptra; el coleoptilo que encierra a la
plumula (Doll y col.,2017).

En el embrion de maiz la parte del apice de tallo esta compuesta por 5 0 6
primordios foliares, el meristemo de tallo, el coleoptilo y el mesocotilo (Figura
1B). La plumula estd compuesta por hojas embrionarias y el tallo, el coleoptilo
es un estrato de células que cubre a las primeras hojas y el apice
meristematico del tallo, en el tallo se encuentran el mesocotilo que al crecer
hacia la superficie expone al coleoptilo a la luz.

La organizacion longitudinal de la raiz es descrita en términos de zonas
especializadas de desarrollo, y generalmente incluye la cofia, meristemo
radicular, zona de alargamiento proximal y distal, zona de alargamiento celular
y zona de maduracién, la cual esta caracterizada por la presencia de pelos
radicales (Hochholdinger, 2009).

La raiz embrionaria posee una simetria radial, en la zona de maduraciéon donde
se ubica el cilindro central que incluye el periciclo y el cilindro vascular, los
tejidos fundamentales que rodean el cilindro vascular central incluyen a la
endodermis, el parénquima del futuro cortex y la epidermis. El parénquima
cortical comprende varias células que forman la corteza, la endodermis esta
formada por una sola capa de células y la epidermis compuestas de por un
sola capa celular. El cilindro vascular transporta agua, nutrientes y fotosintatos,
mientras que el parénquima cortical tiene funciones metabdlicas y también
participa en el transporte de material hacia el tejido vascular (Hochholdinger y
col., 2018).



La cofia (Figura 1D) es una estructura que presenta una hilera de estatocitos
que forman el eje de la columela, estas células contienen amiloplastos para
censar la gravedad y dirigir la raiz hacia el suelo. Las células laterales de la
cofia tienen como funcion proteger a la raiz y ayudarla a penetrar los sustratos
del suelo segregando mucilago como lubricante y regenerando las células del
borde que se desprenden durante el alargamiento de la radicula (Saleem y col.,

2017).

Endospermo

A

¢ Pericarpio

Apice de raiz —p
Escutelo

Figura 1- Estructuras del grano de maiz. Grano de maiz seccion longitudinal 40X (A)(Buentello- Volante y
col, 2010); Apice caulinar (B); Apice radicular (C);Cofia (D). Barra: 50 um.

Simbolos: ¢, cortex; cc, cilindro central; cq, centro quiescente; cf, cofia; ep, epidermis; co, columela; cl, cofia
lateral; mt, meristemo de tallo; m, mesocotilo; pf, primordio foliar; p, procambium; zc, zona central.

2.3) Germinacion.

La germinacién es un proceso que inicia con la incorporacion de agua a través
de los tejidos que rodean a la semilla deshidratada y termina con la protrusién
de la radicula (Bewley, 1997). Se han descrito tres fases durante el proceso de

imbibicion: la fase |, inicia con la rapida imbibicion de la semilla, la fase Il donde



la entrada de agua es mucho mas lenta, la protrusion de la radicula a través de
las capas de la semilla ocurre entre las fases Il y Ill, en la fase Ill nuevamente
hay una toma rapida de agua, esta ultima es una etapa postgerminativa en que
ocurre la movilizacién de reservas de los tejidos de almacenamiento, se
produce la division celular e inicia el crecimiento de la plantula (Bewley, 1997;
Weitbrecht y col., 2011).

Durante el proceso de germinacion, se llevan a cabo muchas reacciones
fisiologicas y bioquimicas, incluyendo la salida de solutos intracelulares
(lixiviacion), la reparacion de membranas, organelos y ADN; la sintesis de
proteinas con ARNm almacenados durante la maduracion de las semillas; en
etapas mas avanzadas ocurre la sintesis de ADN, de nuevos ARN vy la
degradacion del endospermo para el movimiento de reservas y la ruptura de la
testa. La latencia y germinacién de las semillas son reguladas por el balance
de acido abscisico/giberelinas, especies reactivas de oxigeno (ROS) vy
especies reactivas de nitrogeno (RNS) entre otros factores (Ma y col., 2017).

La movilizacion de reservas durante la germinacién es primordial durante la
diferenciacion de los tejidos del embridn, el desarrollo del embridn y el posterior
establecimiento de la plantula; compuestos como el almidén, proteinas y lipidos
almacenados en el escutelo y el endospermo, son metabolizados en moléculas
mas sencillas que son usadas por el eje embrionario en crecimiento. La
activacion metabdlica del embridon es esencial durante las primeras horas de
imbibicidon ya que en éste se generara la energia y precursores para la sintesis
de componentes celulares para sostener el crecimiento y la emergencia de la
radicula, la cual demanda de la produccion de nuevas moléculas y el transporte
de nutrimentos hacia el embrién (Sanchez-Linares y col, 2012). El escutelo
juega un papel importante suministrando compuestos nitrogenados y fuentes
de carbono al embrion durante las primeras horas de germinacién. En el caso
de cebada se han reportado transportadores de dipéptidos y tripéptidos
provenientes del escutelo que contribuyen al suministro al embridén (Waterworth
y col., 2000; Antipova y col., 2003).

Durante la germinacion en el apice del tallo se demostré6 que las células
meristematicas comienzan a sintetizar ADN 24 horas después de iniciada la
imbibicidn y el proceso alcanza la actividad mas alta a las 48 horas, al medir la

incorporacion de timidina marcada radiactivamente en el ADN (Zhu y col.,



2017)Ademas, se demostré que la primera division celular en el meristemo
apical de tallo ocurre 72 horas después de la imbibicion y el meristemo apical
de tallo alcanza la tasa de divisidén celular maxima después de la protrusiéon de
la radicula (Zhu y col., 2017).

2.3.1) Germinacién de semillas de maiz.

Varios eventos fisiolégicos y bioquimicos ocurren durante la germinacion de
granos de maiz, como la reactivacion del metabolismo de distintas capas
celulares como la aleurona en etapas postgerminativas, el reinicio de la
transcripcion de genes, el ablandamiento de las paredes celulares y la
reparacion y/o biogénesis de organelos (Srivastava y col., 2002).

En las primeras etapas de la imbibicién de maiz, los ARN mensajeros (ARNm)
almacenados se ensamblan de manera diferencial en polisomas para su
traduccién, algunos mensajes son traducidos en etapas muy tempranas,
mientras que otros se traducen en etapas mas tardias de la germinacion; a
pesar de estar presentes desde el inicio de la imbibicion (Sanchez de Jiménez
y col., 2000).

Como se menciond, la sintesis de nuevos ARNm, se observa en una etapa
posterior al inicio de la traduccion, ya que requiere de la reparacion del material
genético. A medida que avanza la germinacion, la sintesis de proteinas se
hace mas dependiente de la transcripcion de nuevos ARNm. En maiz, la
sintesis replicativa de ADN inicia alrededor de las 15 horas de imbibicion, y
precede a la protrusion de la radicula. La utilizacion y el transporte de las
reservas almacenadas en el endospermo se produce como un evento posterior
a la germinacion, ya que tiene lugar después de que ha emergido la radicula y
esta regulado por fitohormonas como el acido giberélico y el acido abscisico
(Srivastava y col., 2002; Eastmond, 2006).

Finalmente, la division celular es un proceso que aumenta en etapas post-
germinativas, ocurre primero en las zonas meristematicas alrededor de las 24 a
36 horas de imbibicidon (Sanchez de Jiménez y col., 2000).

En la zona de alargamiento de la radicula, el crecimiento requiere del

alargamiento celular que es promovido por cambios hormonales, aumento de la
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turgencia y la relajacién de la pared celular, lo cual se facilita mediante la
acidificacion del apoplasto (Kutschera, 2004). ElI bajo pH extracelular
contribuye a aumentar la actividad de varias enzimas y proteinas que modifican
la pared celular, tales como expansinas, endoglucanasas y endo-
transglicosilasas de xiloglucano. La evidencia experimental indica que la H" -
ATPasa de membrana plasmatica genera dicha acidificacién (Cosgrove, 2005).
En cereales como arroz y maiz, esta enzima cataliza la hidrélisis de ATP
acoplada a la translocacion de H * del citosol al apoplasto, creando asi una
diferencia de pH transmembranal (acido fuera de la célula) y una diferencia en
el potencial eléctrico (negativo dentro de la célula) (Sondergaard y col., 2004;
Sanchez-Linares y col., 2012).

La sacarosa vy trigliceridos presentes en el escutelo, se moviliza hacia el eje
embridnario contribuyendo al alargamiento de las células, principalmente en la
region radicular. La sacarosa endogena de las células del escutelo se descarga
en el simplasto y de ahi se distribuye a través de plasmodesmos y
transportadores a células del eje embrionario. Los transportadores de sacarosa
y hexosas, asi como la H*- ATPasa son proteinas fundamentales para
orquestar este transporte (Sanchez-Linares y col., 2012).

A continuacion, el transportador de hexosas incorpora la glucosa y la fructosa
al interior de las células del eje embrionario para su nutricién y para inducir la
protrusion de la radicula. La activacién y localizacion dependiente del tiempo H
* - ATPasa en la membrana plasmatica, correlaciona con la generacion de un
gradiente electroquimico de H* y la acidificacion extracelular, provocando el
alargamiento de la radicula, este gradiente de protones a su vez se asocia al
cotransporte de azucares desde el escutelo hasta el embridn y el gradiente
eléctrico para generar la apertura de canales idnicos para otros nutrimentos. Lo
anterior, da por resultado la germinacion por extension de la radicula (Sanchez-
Linares y col., 2012).

Durante las primeras 24 horas de imbibicién en maiz se ha observado que la
glucdlisis es la principal fuente de energia durante la germinacién, también hay
un incremento significativo de la expresion de genes relacionados con la
biosintesis y oxidacién de acidos grasos como fuente de energia, muchos de
estos procesos son regulados por hormonas como el etileno que se sabe que

promueve la germinacién de semillas en varias especies de plantas, en

11



semillas de maiz el ARNm de la ACC-oxidasa 1 muestra un incremento a las
24 horas de germinacion (Jiménez-Lopez y col., 2011).

La sintesis inicial de proteinas durante la imbibicion temprana depende de los
ribosomas preexistentes y de los ARNm almacenados, entre los cuales se
encuentran los ARNm de proteinas ribosomales entre los mas abundantes
(Beltran-Pefia y col., 2017). Mas adelante, los ARNm almacenados se
reemplazan por mensajes recién sintetizados y la sintesis de proteinas se
vuelve mas dependiente de los ARNm recién transcritos (Jiménez-Lopez y col.,
2011).

Un analisis durante las primeras 24 horas de germinacién demostré que la
sintesis de novo de proteinas ribosomales aumentaba durante el tiempo de
imbibicion incrementandose hasta 60 veces en comparacion con las 3 horas de
imbibicion. Los ARNm de proteinas ribosomales se acumulan en altos niveles
en los polisomas de los tejidos en crecimiento, lo que indica un mecanismo de
control de la traduccion para la sintesis rapida de ribosomas observada en este

periodo (Villa-Hernandez y col., 2013).

2.4) Induccién de la germinacién y crecimiento de maiz por ZmIGF e
insulina.

Se ha reportado el aislamiento y caracterizacion de un péptido semejante a la
insulina denominado ZmIGF presente en maiz, que es reconocido por
anticuerpos contra la insulina bovina y cuyo peso molecular es de 20 kDa
(Garcia-Flores y col., 2001). En otras plantas, varias evidencias han sugerido la
presencia de péptidos tipo insulina, tales como los identificados en espinaca,
Lemna gibba G3 y Canavalia ensiformis (Olivera y col., 1999).

El factor ZmIGF acelera la germinacion y el crecimiento de embriones de maiz,
a nivel celular induce la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 (PRS6) y la
sintesis de proteinas, estos mismos efectos se observan cuando se aplica
insulina a ejes embrionarios de maiz en germinacion (Garcia-Flores y col.,
2001). El uso de rapamicina para evaluar la participacién de la via de
sefnalizacion de TOR ha sido una herramienta importante porque la sintesis de
proteinas y la fosforilacion de PRS6 y S6K en maiz es sensible a este inhibidor

(Garcia-Flores y col., 2001).
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El analisis bioinformatico de los ARNm de la proteinas ribosomales mostré que
tienen secuencias 5'TOP (secuencia ricas en pirimidinas); otros genes con
secuencias 5-TOP son EF1-A, elF-4A, elFiso-4E, elF3, PCNA2 y CDC2K en
maiz (Jiménez-Lopez y col, 2011). Los mensajeros con secuencias 5 TOP son
traducidos preferencialmente durante la germinacion en respuesta a insulina
(Jiménez-Lopez y col, 2011).

Por otro lado, se ha reportado que embriones de maiz sometidos a
tratamientos con insulina incrementan en 75% la incorporacion de metionina en
proteinas ribosomales a las 24 horas de imbibicion. Sin embargo, cuando se
aplica una mezcla de rapamicina, inhibidor de TOR, junto con insulina, la
induccién de la sintesis de proteinas ribosomales observada con insulina se
revierte (Villa-Hernandez y col., 2013).

La insulina promueve un incremento de proteinas ribosomales, pero no todas
las proteinas ribosomales se regulan de la misma forma. En un andlisis a las
24 horas de germinacion en ejes embrionarios de maiz se observé que los
niveles de la proteina ribosomal S6 (PRS6) y L7 (PRL7) incrementaban un 300
% y un 70 %, respectivamente en los tratamientos con insulina. Sin embargo,
los niveles de PRL3 no se afectaron en presencia de insulina, a pesar de que la
insulina induce un incremento en la transcripcion de PRL3 pero este mensaje
no se recluta en la fraccién polisomal a las 24 horas de imbibicion, indicando
una regulacion traduccional (Villa-Hernandez y col., 2013).

La activacion de la via de senalizacion de TOR, la estimulacion de la sintesis
de ADN vy la traduccion selectiva de ARNm se observo también en respuesta a
la insulina 0 ZmIGF en callos de maiz en crecimiento (Rodriguez-Lopez y col.,
2011).

En estudios recientes se ha estudiado la respuesta a insulina analizando el
proteoma. Los resultados indican que la insulina regula la expresion de
proteinas involucradas en diversos procesos, tales como la degradacién de
proteinas de reserva, el procesamiento de proteinas, el estrés redox, el estrés
por desecacion y el metabolismo de glucosa. Se encontré que la modulacion
de estas proteinas promueve una germinacién exitosa en maiz y es
independiente de la via TOR indicando una via alterna que no se conoce
(Pena-Uribe y col., 2017).
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2.5) Participacion de la via TOR-S6K en la regulacion del crecimiento en
eucariotas.

En muchos eucariotas se ha conservado la via ancestral de transduccion de
sefales TOR- S6K que coordina la progresién del ciclo celular regulando la
transicion entre las fases G1 a S, la biogénesis de ribosomas y procesos
relacionados al crecimiento y proliferacion celular.

Se ha reportado en diversos eucariontes que TOR integra las sefales que
perciben la disponibilidad de nutrientes para la célula, el estado energético,
factores ambientales, insulina y factores de crecimiento; y regula procesos
posteriores que requieren energia y que son esenciales para la proliferacion y
el crecimiento. Estos incluyen la biogénesis de ribosomas, la sintesis de
proteinas y la regulacion de la autofagia en mamiferos (Ma y Blenis, 2009). Las
proteinas TOR de levaduras y mamiferos forman dos complejos multiproteicos
ampliamente conservados que difieren estructural y funcionalmente, TORC1 y
TORC2; solo TORC1 es sensible a la rapamicina (Ma y Blenis, 2009;
Eltschinger y Loewith, 2016).

El complejo mMTORC1 es el blanco de la rapamicina en mamiferos, contiene a
las proteina mLST8 y a la proteina reguladora asociada a TOR (RAPTOR) en
su nucleo, responde a aminodacidos, glucosa, insulina y factores de crecimiento
promoviendo la proliferaciéon y el crecimiento temporal de las células mediante
la promocién de procesos anabdlicos como la transcripcion, la traduccion y la
biogénesis de ribosomas y regula negativamente la autofagia. Aunque se ha
demostrado que mTOR ingresa al nucleo para regular directamente la
transcripcion (Cunningham y col.,, 2007), la mayoria de las funciones de
MmTORC1 estan mediadas a través del control de la traduccion por sus
sustratos mejor caracterizados, la cinasa de PRS6 (S6K) y la proteina 1 de
unién al factor de iniciacion de la traduccion 4E (4E-BP1). En levaduras y
animales, la activacion de TORC1 por nutrientes controla de manera
coordinada varios componentes de la maquinaria de inicio de la traduccion
mediante la fosforilacion directa o indirecta de un subconjunto de proteinas (Ma
y Blenis, 2009). Entre estas proteinas estan los factores de iniciacion de la
traduccion elF4G, elF4B, las antes mencionadas proteinas de unién a factores

de iniciacion 4E-BPs, y las cinasas de la proteina ribosomal S6 (S6K1 y S6K2).
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Ademas, TORC1 puede controlar la sintesis general de proteinas y la
traduccion selectiva de ARNm especificos, incluidos aquellos con secuencias
de oligopirimidinas (TOP) en su extremo terminal 5’ (Thoreen y col., 2012).

Por el contrario, el complejo mTORC2, es insensible a la rapamicina, contiene
a mTOR, mLST8 y una proteina insensible a la rapamicina asociada a mTOR
(RICTOR) como componentes centrales, controla el crecimiento espacial de las
células mediante la regulacién de la estructura del citoesqueleto, asi como la
glucolisis, glucogénesis, lipogénesis y gluconeogénesis, a través de la
fosforilacion de Akt (Xiong y Sheen, 2014).

Como se menciondé anteriormente, se puede activar TOR-S6K a través de
insulina y los IGF’s, estos efectores interactuan con sus receptores (del tipo
tirosin-cinasa) en membrana plasmatica, activando a la cinasa del fofatidil-3-
inositol (PI13K), generando PIP3 que activa a su vez a la fosfatidil cinasa B
(PKB, conocida también como Akt). La PKB fosforila e inactiva al complejo
TSC1/TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 1/2), un inhibidor del crecimiento
celular, activando a Rheb (GTPasa homodloga a Ras) que lleva a su vez a la
activacién de la cinasa TOR (Target of Rapamycin), permitiendo la fosforilacién
de la S6K (cinasa de la proteina ribosomal S6), que fosforila a su vez a la
PRS6, dando por resultado la traduccién selectiva de RNAm 5TOP (Harrington
y col., 2005).

2.6) Intermediarios de la via TOR-S6K identificados en plantas.

Se ha identificado un posible receptor de 55 kDa para el factor ZmIGF unen
extractos de proteinas membranales de maiz, mediante inmunoprecipitacion
con un anticuerpo contra el receptor de insulina humana. En un ensayo de
competencia para confirmar la interaccion de insulina o ZmIGF con el receptor
en los protoplastos de maiz se incubaron con insulina biotinilizada para saturar
los receptores membranales y posteriormente se le agregd concentraciones de
ZmIGF para desplazar a la insulina previamente unida al receptor que
reconoce a ambos efectores ZmIGF e insulina, estos resultados fueron
confirmados mediante inmunolocalizacion por microscopia confocal en callos

de maiz (Garrocho-Villegas y col., 2013).
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La proteina TOR esta codificada por un unico gen en mamiferos o en plantas
(Shimobayashi y Hall, 2014). La parte N-terminal de AtTOR contiene dominios
de repeticion HEAT (Huntingtina, Factor de elongacion 3, proteina fosfatasa
2A, TOR1) necesarios para su asociacion con otras proteinas, seguidos de una
secuencia FAT (dominios FRAP, ATM y TRRAP), de un dominio FRB (dominio
que une al complejo FKBP12-rapamicina), dominios catalitico cinasa de Ser /
Tre y FATC (dominio FAT carboxi terminal); juntos los dominios FAT y FATC
contribuyen a la activacion de la cinasa (Xiong y Sheen, 2014).

La rapamicina puede inhibir eficazmente la actividad TOR en Arabidopsis
cuando se agrega en altas concentraciones (10 mM) a los cultivos liquidos de
protoplastos o a plantulas de Arabidopsis (Xiong y Sheen, 2015). La rapamicina
unida a FKBP12 inhibe a TOR por interaccion directa con su dominio FRB en
células vegetales. Sin embargo, en estudios previos no se logré detectar esta
interaccibn mediante ensayos heter6logos de dos hibridos de levadura
(Menand y col, 2002; Ren y col, 2011).

El estado de activacion de mTOR puede monitorearse mediante la fosforilacion
en Ser-2448 que fosforila a S6K1 (Chiang y Abraham, 2005). El aminoacido
correspondiente en el extremo carboxi terminal de Arabidopsis es Ser-2424
(Schepetilnikov y Ryabova, 2018).

Algunos de los componentes de mTORC1 y algunos intermediarios via abajo
se han identificado en eucariotas fotosintéticos, mediante busquedas de
similitud de secuencias desde C. reinhardtii hasta Arabidopsis, entre ellos se
encuentran RAPTOR1 / RAPTOR2, LST8-1 / LST8-2, S6K1 / S6K2, la proteina
ribosomal S6 (PRS6A / B) de la subunidad pequefia del ribosoma, la proteina
fosfatasa tipo 2A asociada a la proteina de 46 kD (TAP46) y proteina receptora
de union al factor de crecimiento epidérmico ErbB-3 (EBP1). En Arabidopsis
RAPTOR?1 interacciona con huntingtina, factor de elongacién 3, una subunidad
de la proteina fosfatasa 2A y con el dominio HEAT de TOR1 (Xiong y Sheen,
2014).

Se ha reportado que la proteina AtRAPTOR 1 tiene funciones esenciales en el
desarrollo del embrion y el crecimiento post-embrionario. Existen varias
proteinas que interactuan con RAPTOR 1, entre ellas podemos mencionar a la
cinasa 1 de la proteina ribosomal S6 (S6K1), uno de los intermediarios mejor

caracterizados en la via TOR en plantas (Son y col., 2016). AtS6K1 se localiza
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exclusivamente en citoplasma, mientras que AtS6K2 esta confinado en el
nucleo (Xiong y col., 2017). AtS6K fosforila al factor de transcripcién BRP1 en
el nucléolo estimulando la transcripcion de genes de proteinas ribosomales,
fosforila a PRS6 en el nucléolo incrementando la transcripcion del ARNr y actua
en el citosol promoviendo el reinicio de la traduccién de proteinas mediada por
el factor de inicio de la traduccion (elF3h). S6K1 también se une a la proteina
represora del retinoblastoma (RBR) para modular su localizacion nuclear,
inhibiendo la expresion de genes relacionados con el ciclo celular pero
promoviendo la expansion celular y el crecimiento (Xiong y Sheen, 2015).

Hasta la fecha, no hay evidencia de un complejo TORC2 en plantas, porque los
componentes especificos de este complejo, parecen no estar presentes en los
genomas de los organismos fotosintéticos. Sin embargo, una posibilidad es que
las plantas posean un equivalente funcional de TORC2, aunque sus

componentes puedan diferir de sus homdélogos en otros organismos.

2.7) Participacion de la via TOR-S6K en la biogénesis de ribosomas,
sintesis de proteinas, germinacion y crecimiento en plantas en respuesta
a distintos efectores.

La sefalizacibn de TOR en plantas, estd regulada principalmente por
hormonas, luz, diferentes tipos de estrés abidtico y bidtico. Asi se ha reportado
que la regulacion de TOR en organismos fotosintéticos puede ser a través de
fitohormonas como el acido jasmonico, acido abscisico, acido salicilico, acido
indol acético, brasinosteroides y citocininas; se ha observado un
entrecruzamiento entre las vias de sefalizacibn de hormonas con
intermediarios de la via de sefializacién de TOR. Recientemente se ha descrito
que las auxinas y las citocininas promueven la fosforilacion de S6K lo que a su
vez provoca la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 (PRS6) en plantas
como Arabidopsis (Pu y col., 2017). En maiz ZmTOR fosforila a PRS6 a través
de ZmS6K, que como se ha descrito, estimula la traduccion de los ARNm
5TOP. Estos ARNm representan un 30% de los ARNm totales en una célula,
codifican para muchos de los componentes del aparato traduccional,
incluyendo proteinas ribosomales, asi como factores de iniciacion y elongacion

de la traduccion (Stolovich y col., 2002).
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En células de tomate, se encontr6 que PRS6 era una de las principales
proteinas ribosomales fosforiladas y que esta fosforilacion disminuia después
de un estrés por calor. En las raices de maiz la fosforilacion de PRS6 disminuia
cuando disminuia el oxigeno y en respuesta a estrés por calor y aumentaba en
estrés por frio (Williams y col., 2003). Posteriormente, en un estudio de las
modificaciones postraduccionales de las proteinas ribosomales de Arabidopsis
se identificaron como proteinas fosforiladas a PRS6 y a PRL13, junto con
algunas proteinas acidas (PO, P1, P2 y P3) (Carroll y col., 2008).

Se ha reportado que TOR esta altamente expresada en tejidos en crecimiento
y proliferacién como los meristemos, el endospermo y el embrion en semillas
de Arabidopsis (Yokawa y col.,2016).

La sefalizacion de TOR activa mas de 100 genes que codifican proteinas
ribosomales de la subunidad pequefia y grande (PRS y PRL), proteinas de
procesamiento del ARN ribosomal, proteinas que regulan la biogénesis de
ribosomas y proteinas de inicio y elongacién de la sintesis de proteinas en
plantas (Xiong y col., 2015). En particular, en semillas de maiz se observo
mediante microarreglos que en tejidos en rapido crecimiento, la expresién de
ARNmM que codifican para proteinas ribosomales casi no cambian durante la
germinacion, sugiriendo que estos genes no se regulan a nivel transcripcional,
sino que los ARNm almacenados de proteinas ribosomales se acumulan en
polisomas indicando principalmente un mecanismo de regulacion traduccional,
que explica el rapido incremento en la sintesis de proteinas. Las semillas
tratadas con insulina presentaron un incremento en los transcritos de algunas
PRs, aunque otros disminuyeron (Jiménez-Lopez y col., 2011).

En semillas de maiz tratadas con insulina se observd que este efector induce la
transcripcion de genes que codifican PRs como la PRL7, PRS6 y PRL3; sin
embargo, no todos los transcritos son traducidos por igual ya que el contenido
de PRL3 no se incrementa (Villa-Hernandez y col., 2013).

En algunos eucariotas se ha demostrado que la actividad de TOR regula la
traduccion de mensajes mediante la liberacion de del factor (elF4E) mediante
la fosforilacién de proteinas que unen a factores de inicio de la traduccion. En
plantas, se han encontrado proteinas como CBE1 (unién conservada a elF4E)
que interactuan con elF4E, por lo que la existencia de proteinas que regulan la

actividad de elF4E a través de su asociacion con ella, regulando la traduccion y
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su asociacion con ARNm (Patrick y col., 2018). Se ha reportado la
identificacion de proteinas que tienen el consenso 4E-BM que se une a elF4E y
elFiso4E (Lazaro-Mixteco y Dinkova, 2012), aunque su papel en la traduccién
aun no esta claro. Aparte de estas proteinas, una busqueda en la base de
datos de Arabidopsis, recuperé6 mas de 6900 proteinas que contienen uno o
mas dominios canodnicos de union a elF4E que podrian unirse a dicho factor y
regular su funcion (Toribio y col., 2016).

Debido a que se ha reportado que las auxinas y la insulina/ZmIGF tenian
efectos similares acelerando la germinacion y el crecimiento de semillas de
maiz, induciendo la fosforilacion de PRS6, se analizd6 el posible
entrecruzamiento de sus vias de sefializacién en coleoptilos de maiz después
de 24 horas de imbibicion. Se observd que producen una estimulacion
diferencial cuantitativa y cualitativa en la fosforilacibn de proteinas
citoplasmicas y ribosomales. Ambas hormonas estimularon la fosforilacién de
PRS6, aunque la fosforilacion inducida por auxinas fue insensible a rapamicina.
También se prob¢ el efecto de acido fosfatidico (PA), un intermediario de la via
TOR, se encontré que produce efectos similares a los de la insulina (Buentello-
Volante, 2010).

En eucariotas superiores, incluidas las plantas, elF3 es un complejo de 700 a
800 kD con trece subunidades diferentes (denominadas elF3a — elF3m), solo
cinco subunidades: elF3a, elF3b, elF3c, elF3g y elF3i, funcionan en
Saccharomyces cerevisiae (Hinnebusch, 2006). Se ha estudiado la funcién de
elF3 en el inicio de la traduccidén, se encontré que participa interaccionando con
varias proteinas formando parte de los complejos de preiniciacion 43S y 48S,
participa en el reconocimiento de codon de inicio AUG y en la reiniciacion de la
traduccion (Schepetilnikov y col., 2013).

En un estudio reciente en Arabidopsis se reportd que las auxinas estimulan la
activacién de TOR, los autores sugieren que TOR funciona en los polisomas
manteniendo el estado de fosforilacién activo de S6K1 y del factor elF3h, que

es critico para el reinicio de la traduccion (Schepetilnikov y col., 2017).

2.8) Proteinas ribosomales en plantas.
Una caracteristica universalmente conservada en la estructura del ribosoma, es

una protuberancia conocida como el tallo, que se ha mapeado en un lado de la
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subunidad ribosomal grande (Clemons y col., 1999; Ban y col., 1999). En los
eucariotas, el tallo estd conformado por cinco proteinas ribosomales que
pueden fosforilarse durante la germinacion (denominadas proteinas P), PO, dos
proteinas acidas P1 y dos P2 (PRAs), correspondiente a sus homodlogos
procariotas no fosforilados L10 y dimero L7 / L12 (Aguilar y col., 1998).

En los eucariotas se ha visto que las proteinas P1 y P2 no son ensambladas en
los ribosomas en el nucléolo, como la mayor parte de las proteinas
ribosomales; en cambio, las PRAs se encuentran en el citoplasma libres, y se
incorporan en los ribosomas durante el proceso de la traduccion (Zambrano y
col., 1997). La fosforilacion de PRAs es una caracteristica distintiva de los
ribosomas eucariotas que, sin embargo, no parece ser necesaria para el
ensamblaje del ribosoma, sino que es relevante para su actividad (Ballesta y
col., 1999). En plantas, existe escasa informacion sobre las PRAs; sin
embargo, se sabe que sus pesos moleculares varian entre 12 y 17 kDa, como
en la mayoria de los eucariotas, y sus secuencias de aminoacidos deducidas
de ADNc indican una estructura similar a sus homodlogos de animales y
levaduras. Las proteinas P1 y P2 se han aislado de tejidos de maiz y sus
secuencias de ADNc se han reportado, incluido un ADNc P3 expresado en las
raices durante la anoxia (Szick y col., 1998).

Dado que los 5'UTRs de P1 y P2 contienen secuencias de pirimidina similares
a las reportadas en las secuencias 5'TOP de los ARNm de PRs, se ha sugerido
que la sintesis de P1 y P2 esta regulada por el mismo mecanismo (Gagou y
col., 1999).

Durante la maduracién de las semillas se van deshidratando y entran en un
estado metabdlico quiescente en el que se detiene la sintesis de proteinas
(Bewley y col., 1997). En esta etapa, todos los elementos de la maquinaria de
sintesis de proteinas estan presentes en el embrién. Estos ribosomas
contienen solo PRAs no fosforiladas. Durante el proceso de imbibicion, hay un
decaimiento de ribosomas individuales (monosomas) mientras éstos estan
siendo reclutados en polisomas. En estas primeras etapas la formacion de
polisomas depende de la presencia de ribosomas pre-existentes y ARNm
almacenados, entre los cuales los ARNm de proteinas ribosomales son de los
mas abundantes; esto sucede hasta que los ARNm almacenados las PRAs se

fosforilan y la sintesis de proteinas se reinicia, posteriormente los ARNm
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almacenados son remplazados por ARNm recién sintetizados, (Beltran - Pefia y
col., 1995; Aguilar y col.,1998).

Se ha reportado que durante la germinacién de Arabidopsis la regulacién para
un conjunto especifico de ARNm de proteinas ribosomales en diferentes tejidos
del embridén, responden de manera distinta dependiendo del estimulo
ambiental, mediante regulacion transcripcional y traduccional (Tatematsu y col.,
2008).

Como se mencion6é previamente, en muchos eucariotas los dominios con
secuencias 5 TOP se han encontrado en ARNm de proteinas ribosomales y de
factores de traduccién, actuando como un sitio blanco necesario durante el
reclutamiento de dichos ARNm en los polisomas, regulada por factores de
crecimiento a través de la ruta TOR-S6K, apoyando que este mecanismo esta
conservado en eucariotas incluidas las plantas (Meyuhas y col., 2000;
Fumagalli y col., 2000; Gilbert, 2011). La participacion de esta via estimulada
por insulina/ZmIGF se ha demostrado en semillas de maiz en germinacion
(Garcia Flores y col., 2001). Los ejes embrionarios de maiz en germinacion
estimulados con insulina no mostraron un aumento en la sintesis de PRAs; por
el contrario, se observd una leve pero reproducible inhibicién en su sintesis.
Por otro lado, la mayor parte de las PRs, mostré un fuerte incremento en su
sintesis después de la estimulacion con insulina (Montoya- Garcia y col., 2002).
Existen reportes de que tanto la insulina como el ZmIGF no inducen la sintesis
de novo de PRAs en ejes embrionarios de maiz imbibidos por 24 horas,
aunque si regulan su fosforilacion (Montoya-Garcia y col., 2002). Por otro lado,
en estudios con microarreglos se encontrd que la insulina induce el
reclutamiento de algunos mensajes de PRs como PRPO y PRSA en la fraccion
polisomal mientras que inhibe el reclutamiento de otros mensajes de PRs tales
como PRL29 y PRS19 (Jiménez-Lépez y col., 2011). Estos resultados apoyan
que la expresidon de las PRs no se regula por igual en todas ellas.
La familia de genes de la proteina ribosomal L7 de Arabidopsis contiene
miembros divergentes. La historia evolutiva de la familia de genes L7 indica
que en el ancestro de PRL7 antes de la divergencia de monocotiledoneas y
eudicotiledoneas tenia cinco intrones y uno de ellos se perdi6 en PRL7A
(Barakat y col.,2007).
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En ensayos donde se induce el silenciamiento de los genes PRL7 y PRS6 se
ha observado que la plantas de Nicotiana benthamiana se detuvo el
crecimiento, presenté una clorosis intensa y necrosis espontanea en hojas
maduras y en hojas jovenes se presentaban una forma plana, las plantas con
PRS6 y PRL7 silenciados tienen fenotipos muy caracteristicos, en el caso de
PRS6 cuando se silencia soportaba la infeccién de TMV (virus de mosaico de
tabaco) mientras que las plantas con PRL7 silenciado no soportaban la
infeccion con TMV. Estas observaciones demuestran que los defectos
generales en la maquinaria traduccional y sus efectos correspondientes en el
desarrollo de la planta no necesariamente causan la inhibicion en Ila
acumulacion del virus (Yang y col., 2009).

En plantas superiores, el estatus de fosforilacion en proteinas ribosomales
puede variar por cambios ambientales, mostrando que son procesos
metabdlicos cruciales para modular el proceso de traduccion (Muench y col.,
2012).

Estudios sobre la heterogeneidad ribosomal donde se analizé el estatus de
fosforilacion de proteinas ribosomales durante 24 horas de germinacion en
maiz en presencia de efectores como la insulina, se observé un incremento en
la abundancia de cinco proteinas de la subunidad pequena: S3 (uS3), S5
(uS7), S7 (eS7), dos isoformas de S17 (eS17), y S18 (uS13), asi como también
se observo un incremento de nueve proteinas de la subunidad grande del
ribosoma: L1 (uL1), LS (uL18), dos isoformas de PO (uL10), L11 (uL5), L14
(eL14), L15 (eL15), L19 (eL19) y L27 (eL27), muchas de estas proteinas estan
involucradas en el reconocimiento de ARNm y modifican su abundancia en los
ribosomas, el cual puede ser un mecanismo para regular la sintesis de
proteinas.

Algunas de las proteinas ribosomales acidas como P1 es fosforilada en los
tratamientos con insulina durante 24 horas de germinacion, sugiriendo una
regulacion en la sintesis de proteinas ribosomales en tejidos en proliferacion.
P1, fue la unica isoforma de P1 que mostré cambios en su fosforilacion en los
tratamientos con insulina, mientras que otras isoformas de P1( P13 y P17) son
fosforiladas en los ribosomas de semillas no germinadas y permanecen sin

cambios durante la germinacion (Hernandez- Hermenegildo y col., 2018).
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3) Justificacién.

El maiz es uno de los cereales mas producidos en México, tiene su zona de
origen en Mesoamérica y su importancia alimentaria lo hace pertenecer a un
alimento basico en la dieta del mexicano. El maiz tiene su principal uso como
alimento y también para la producciéon de biocombustibles.

Es de importancia contribuir a su investigaciéon ya que es de los principales
cereales que abastece de productos alimenticios en México. La investigacion
de especies nativas de maiz como la variedad criolla Chalqueno, adaptado a
condiciones de los valles centrales de México, mantiene caracteristicas
deseables para investigar procesos que controlan la germinacién que son clave
en el establecimiento de las plantas y para analizar el efecto morfo-fisioldgico
de reguladores del crecimiento que contribuyan a mejorar el desarrollo de maiz
durante la germinacion.

El estudio de los mecanismos de accién de factores como la insulina/ZmIGF en
la regulacion de la germinacion de granos de maiz y crecimiento de la plantula,
contribuira a:

Aportar conocimiento sobre la participacion de la via TOR-S6K en la respuesta
a insulina/ZmIGF y el aumento de proteinas el cual es un requisito para
establecer el crecimiento a nivel celular.

A mediano plazo a mejorar el rendimiento de los cultivos de esta especie.

4) Pregunta de investigacion.

¢La estimulacion de la germinacién y crecimiento de embriones de maiz por
insulina/ZmIGF promueven la activacién de la via TOR-S6K vy la sintesis de
proteinas ribosomales en forma diferencial en los tejidos del embrion de maiz

en germinaciéon?

5) Hipétesis.
La insulina incrementara la sintesis de proteinas ribosomales, a través de la via
TOR-S6K, promoviendo en forma diferencial el crecimiento en distintos tejidos

del embridon de maiz estimulando inicialmente la radicula.
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6) Objetivo General.

Determinar el efecto de la insulina en la activacion de intermediarios de la via
TOR-S6K (TOR, TOR-P, RAPTOR, S6K y S6K-P) vy contenido de algunas
proteinas ribosomales en distintos tejidos de embriones de maiz en

germinacion.

7) Objetivos particulares.

1. Determinar el efecto de la insulina en la activacion de intermediarios de
la via TOR-S6K (TOR, TOR-P, RAPTOR, S6K y S6K-P) en distintos
tejidos de embriones de maiz en germinacion.

2. Determinar la localizaciéon de proteinas ribosomales (PRL3, PRS6 y
PRL7) en tejidos de la radicula de embriones de maiz en germinacion
tratados con insulina.

3. Determinar la cinética de induccion y localizacion celular de PRL7 en
tejidos de radiculas de embriones de maiz en germinacion tratados con
insulina.

4. Determinar el efecto de la insulina en el crecimiento de células de la

radicula.

8) Metodologia

8.1) Material biolégico y tratamientos.

Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays L.) de variedad Chalquefio, se
desinfectaron sumergiendo las semilla en una solucion de etanol al 70% v/v
durante 5 min, posteriormente, se lavaron con hipoclorito de sodio 10% v/v
durante 5 min y se lavaron tres veces con agua destilada estéril.

Las semillas en algodon estéril se imbibieron con agua destilada a 24°C
durante 16, 22 y 34 horas en obscuridad, al final de ese tiempo se disectaron
los embriones de los granos de maiz, se les aplicd un tratamiento de 2 horas
con 200 uU de insulina recombinante (Humulina)/ml de medio MS (Murashige y
Skoog) dentro de una caja Petri; en los controles se empled unicamente medio
MS 1 ml por cada 0.5 gramos de embriones de maiz. Transcurridas las 2 horas
de tratamiento, los embriones se lavaron con agua destilada estéril y, para

estudios de inmunohistoquimica se fijaron en paraformaldehido 4% p/v en
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agua, pH 6.9 . Para estudios de inmunolocalizacion los embriones se fijaron en

etanol 70% v/v con agua destilada.

8.2) Obtencion de cortes histolégicos de los embriones.

Se siguidé la técnica de inmunolocalizacion como lo reporta Enriquez —
Arredondo y col, 2005 con algunas modificaciones. Una vez fijados los ejes
embrionarios, se deshidrataron los tejidos haciendo lavados con etanol en
concentraciones graduales y se transfirio a xileno, para ser infiltrados con
cambios graduales de xileno-paraplast hasta paraplast puro

Una vez infltrados los tejidos con paraplast, se incluyeron en moldes (Ruzin
1999), se dejan enfriar los bloques a temperatura ambiente y se guardaron en
refrigeracion a 4°C.

Se realizaron cortes de 8 um en el micrétomo recuperando los cortes en un
porta objetos. Se retird el paraplast de las laminillas gradualmente con distintas

concentraciones de etanol para poder aplicar la técnica inmunohistoquimica.

8.2.1) Pre-tratamientos de los cortes para exponer los epitopes
estudiados.

Debido a que algunas proteinas forman complejos proteicos, el epitope queda
criptico para que sea reconocido por el anticuerpo, para exponer los epitopes y
mejorar los resultados de la inmunohistoquimica, se utiliz6 un amortiguador
desnaturalizante (Tris 10mM pH 8, 0.05% v/v Triton X-100, 20 0.05% v/v
Tween, EDTA 1mM, B-mercaptoetanol 6mM) durante 24 horas a 4°C.

8.2.2) Inmunolocalizaciéon de las proteinas estudiadas en embriones de
maiz en germinacion

Para la inmunolocalizacion se siguid la técnica reportada por Corona-Carrillo y
col, 2014 con algunas modificaciones. Se utilizaron laminillas sin paraplast, con
tejidos fijados con paraformaldehido y pretratadas para exponer el epitope, se
lavaron 15 min con agua destilada, se procedié a inactivar la peroxidasa
endogena del tejido incubando por 1 hora en solucion de H,O, al 3% v/v en
metanol. A continuacién se procedié a lavar las laminillas tres veces cada uno
de 5 min con amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.4. Durante 2 horas se

bloquearon los sitios inespecificos de union del anticuerpo con una solucion de
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leche 0 % grasa al 2.5% p/v en amortiguador para bloqueo (amortiguador
fosfatos 10mM, pH-7.4 con 150 mM de NaCl, 5mM de MgSOy, 0.01%Triton X-
100 y 5SmM EDTA). Se realizaron tres lavados sucesivos de 5, 10 y 15 min para
eliminar el exceso de amortiguador de bloqueo usando un amortiguador de
fosfatos 10 mM, pH 7.4 con 150 mM de NaCl. Las laminillas se incubaron
durante 24 horas en una camara humeda a 7°C en condiciones de esterilidad,
con el primer anticuerpo para PRL3, PRL7, PRS6, P-TOR o P-S6K (ver anexo
1). Los anticuerpos se usaron en una diluciéon 1:100 v/v en amortiguador de
fosfatos 10 mM pH 7.2 con 150 mM de NaCl. Pasadas las 24 horas las
laminillas se lavaron tres veces con buffer PBS pH 7.2 por 5, 10 y 15 min, para
eliminar el anticuerpo que no se unid especificamente. A continuacion las
laminillas se incubaron durante 75 minutos con el segundo anticuerpo acoplado
a peroxidasa de rabano diluido (1:50) en amortiguador PBS pH 7.2 a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacién, se hicieron tres
lavados de 5, 10 y 15 min con amortiguador de fosfatos 10 mM , pH 7.2 para
eliminar el segundo anticuerpo no unido. Las laminillas se colocan en una
solucion de 0.5 mg AEC (amino etil carbazol) solubilizado con 300 ul de DFA
(difenil formamida) al que se le adicion6é 8.95 ml de buffer acetato de sodio
50mM pH 4.5 y se agregd 75 pl de H2O, al 3% v/v con agua destilada por 6
min, posteriormente, las laminillas se lavaron con agua destilada y se detiene la
reaccion de la peroxidasa con etanol 70% v/v durante 6 min. Las preparaciones
se montaron en un medio acuoso y se observaron utilizando microscopia de

contraste diferencial de fases con un microscopio Axoskop Zeiss.

8.2.3) Localizacién de PRL7 en radicula mediante inmunocitoquimica con
fluorescencia

El método que se empled para esta seccion es una modificacién del protocolo
reportado por Corona-Carrillo y col (2014). Las laminillas sin paraplast, fijadas
con etanol y pretratadas con buffer desnaturalizante, se lavaron tres veces con
amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.4 durante 5 min, se lavaron una vez con
amortiguador de citratos (citrato de sodio 10 mM pH 6.0, 0.05% v/v Tween-20,)
durante 15 min, a continuacién las laminillas se sumergieron en solucién
amortiguadora para bloquear sitios inespecificos de unién del anticuerpo por

medio de una solucién al 2.5% p/v de leche 0% grasa (amortiguador fosfatos
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10mM, pH-7.4 con 150 mM de NaCl, 5mM de MgSQO4, 0.01%Triton X-100 y
5mM EDTA).

Las laminillas se incubaron con el anticuerpo primario PRL7 (ver anexo 1)
diluido 1:100 v/v con amortiguador de fosfatos 10mM pH 7.2 con 150 mM de
NaCl durante 24 horas a 7°C en camara humeda y en condiciones estériles.
Transcurridas las 24 horas de incubacion, se retira el anticuerpo primario que
no se unio con tres lavados de 5, 10 y 15 min con amortiguador de fosfatos pH
7.2 con 10mM de NaCl. Las laminillas se incubaron con el segundo anticuerpo
acoplado al fluoréforo Alexa Fluor® 555 (ver anexo 1) diluido 1:200 v/v con
amortiguador de fosfatos pH 7.2, durante una 75 min a 25°C en oscuridad y en
camara humeda. Posteriormente, las laminillas se lavaron tres veces con
amortiguador de fosfatos 10mM pH 7.2, durante 5, 10 y 15 min, para eliminar el
segundo anticuerpo que no se unid especificamente. Los tejidos en las
laminillas se cubrieron con amortiguador de fosfatos 10mM, pH 7.2 se
colocaron los cubre objetos y se sellaron para posteriormente ser analizados
mediante microscopia confocal (Microscopio Zeiss LSM 700), utilizando una
longitud de onda excitacion de 555 nm y una longitud de onda de emision de
576nm.

8.3) Morfometrias de las micrografias con microscopia confocal.

Se realizé un analisis morfométrico de las micrografias obtenidas por
microscopia confocal, donde se ubico a nivel celular a PRL7 con mayor detalle
en el apice de la radicula a las 24 horas de imbibicion. Se midié el ancho y
largo de distintas estirpes celulares de la columela, células madre del floema
conocidos como pre-pro elementos de la savia (PPSE) y células de la
protodermis, tanto en tejidos control como en tejidos con 24 horas de
imbibicion tratados con insulina. Se tomé como punto inicial de medicion el

centro quiescente, se utilizé el programa Imaged 2.
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9) Resultados

En la inmunolocalizacion utilizando microscopia de luz, permitié ubicar a nivel
tisular los intermediarios de la via TOR-S6K en distintos tejidos del embrion de
maiz a las 24 horas iniciada la imbibicion.

Analizando la parte aérea del embrién de maiz en los tejidos testigo (Figura 2)
se observa el meristemo de tallo junto a 4 o 5 primordios foliares, considerando
al mas externo como el primer primordio foliar, en donde las marcas de
inmunotincion de TOR (Figura 2A, 2B) y P-TOR (Figura 2C y 2D) se ubican en
el citoplasma de las células del parénquima cercano a la epidermis del primer
primordio foliar, el apice de tallo donde esta el meristemo tiene una tincion muy
tenue o basal propia del tejido.

La proteina RAPTOR (Figura 2E y 2F) se ubica en el citoplasma de células del
parénquima del primer y segundo primordio foliar, con marcas mas intensas en
comparacion a las proteinas TOR y P-TOR. En el meristemo del tallo las
marcas de tincion de RAPTOR se presentan en menor medida comparandolas
con los primordios foliares.

La marcas de tincion de S6K (Figura 2G) son mayores en el primer primordio
foliar y va disminuyendo en los primordios cercanos al meristemo de tallo
donde las marcas de tincidn son mas tenues, en las células del parénquima del
primordio foliar mas externo se logra observar que las marcas de tincion de
S6K estan distribuidas homogéneamente en el citoplasma (Figura 2G) mientras
que en otras células (Figura 2H) la ubicacion se encuentra polarizada en la
cara lateral superior en el interior de la célula.

La mayor intensidad en la inmunotincién para P-S6K (Figura 21 y 2J) estan
ubicadas en el primer y segundo primordio foliar de manera similar a las
marcas de tincion de P-TOR. Comparando las marcas de tincion de S6K y P-
S6K, P-S6K presenta menor intensidad. En el apice de tallo no se observan
marcas de tincién de P-S6K. En células parenquimaticas del primer primordio
foliar se ubica a P-S6K cercana a la membrana sobre la cara lateral superior
(Figura 2J) similar a S6K.

Comparando las mismas zonas del apice del tallo en tejidos tratados con
insulina (Figura 3) se observa marcas de tincion mas intensas de las proteinas
TOR y P-TOR (Figura 3A, 3B, 3C y 3D), presentan una distribucion homogénea

sobre el primer primordio foliar comparandolo con los
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tejidos testigo. El meristemo de tallo tiene una tincibn muy similar entre los
tejidos testigo y los tratados con insulina. En las células parenquimaticas del
primordio foliar las marcas de TOR y P-TOR (figura 3B y 3D) las marcas de
tincion estan en el citoplasma y cerca de la membrana lateral superior un
patron polarizado de manera similar a como se observa en tejidos testigo.

La proteina RAPTOR (Figura 3E y 3F) en tejidos tratados con insulina se ubica
en el primer primordio foliar y en menor medida sobre el segundo primordio
foliar, no hay marcas de tincion en el apice de tallo. Comparando los tejidos
controles y los tratados con insulina presenta una tincion similar en los primeros
primordios pero disminuye en el apice de tallo, las células parenquimaticas del
primer primordio en los tejidos tratados con insulina se ubica a RAPTOR
(Figura 3F) cercana la membrana plasmatica en la cara superior.

En tejidos tratados con insulina las marcas de inmunotincion de S6K(Figura 3G,
3H) y P-S6K (Figura 3l y 3J) aparecen de manera mas intensa sobre el primer
primordio foliar en comparacién a los tejidos testigo, en el caso de P-S6K se
observan que las marcas de tincién se intensifican en células epidérmicas del
primordio en comparacion con los tejidos testigo. Las marcas de S6K y P-S6K
(Figura 3l y 3J) también se presentan cercanas a la membrana lateral superior
como se observa en células del primordio de tejidos testigo.

En la zona del mesocotilo se presenta parénquima de corteza, una zona central
que contiene los haces vasculares y células epidérmicas. Analizando tejidos
testigo se observa que las marcas de tincion de TOR y P-TOR (Figura 4A, 4B,
4C y 4D) se localizan en el parénquima cortical, en varios estratos celulares
cercanos a la epidermis, en la zona central donde se ubica el tejido vascular en
desarrollo hay pocas marcas de tincién. En células del parénquima cortical del
mesocotilo en que se ubicé a TOR y P-TOR (Figura 4B y 4D; anexo 2) las
células presentan a las proteinas distribuidas en el citoplasma y una porcion de
ella se localiz6 asociadas a la membrana plasmatica en la cara superior, similar
a como se describe en células del primordio foliar. En el caso de la proteina
RAPTOR que forma parte del complejo TORC1 junto a TOR, también se ubica

sobre estratos de células que daran la corteza del mesocotilo (Figura 4E y 4F)
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y en menor intensidad sobre la zona central, en células de la corteza del
mesocotilo RAPTOR se ubica inmersa en el citoplasma.

Las proteinas S6K (Figura 4G, 4H) y P-S6K (Figura 41, 4J) son proteinas
intermediarias que actuan por debajo de TORC1 siendo S6K el efector directo
de la via TOR, presenta marcas de tincibn en células de la corteza del
mesocotilo y con menor intensidad en la zona central de manera similar a como
se ubican TOR, P-TOR y RAPTOR. Analizando células de la corteza (Figura
4H y 4J) las proteinas S6K y P-S6K tiende a seguir su ubicacién cercana a la
membrana en la cara lateral superior.

Comparando tejidos del mesocotilo tratados con insulina y los testigo (Figura 5)
las marcas de tincién de los intermediarios de la via TOR-S6K se intensifican y
se ubican en mas estratos de células parenquimaticas de la corteza cercanas a
la epidermis, en la zona central de tejidos tratados con insulina la tincion es
muy tenue similar a la de los controles. En el caso de P-S6K (Figura 51 y 5J)
cuando se le aplica el tratamiento con insulina se observa que la mayor
intensidad de tincidn esta en células cercanas a la epidermis similar a las
marcas de tincion de P-S6K en el primordio foliar.

En los tejidos de la radicula se observa corteza de la zona de alargamiento, el
cilindro vascular y epidermis. En tejidos testigo ubicamos a TOR y P-TOR en
estratos de la corteza de la zona de alargamiento principalmente (Figura 6A,
6B, 6C y 6D); mientras que el cilindro vascular present6 una tincion baja. En las
micrografias 6B y 6D se muestran células de la epidermis donde las marcas de
inmunotincion estan en el citoplasma y en la cara apical en el interior de la
célula cercanos a la membrana plasmatica.

De manera similar a TOR y P-TOR, las marcas de tincion de RAPTOR (Figura
6F) se localizan en estratos de células de parénquima cortical y en células de
la epidermis de la zona de alargamiento.

La localizacion de las proteinas S6K y P-S6K (Figura 61 y 6J) en el parénquima
cortical de la zona de alargamiento, se encontré sobre estratos de células
cercanas a la epidermis y coincide con la ubicacién de TOR, P-TOR vy
RAPTOR. En tejidos del cilindro vascular se presentd marcas muy tenues de
S6K y P-S6K similar a como se observo en las otras proteinas. En el caso de
P-S6K se localizé cerca de la membrana plasmatica en la cara superior de la

célula (Figura 6J).
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En tejidos de la radicula tratados con insulina las marcas de tincion de los
intermediarios de la via TOR-S6K coinciden en las mismas estructuras de la
radicula de tejidos testigo, sin embargo, las marcas de inmunotincion
incrementan en células epidérmicas y estratos de parénquima cortical cercano
a la epidermis (Figura 7).

Las proteinas TOR y P-TOR se ubicaron en el citoplasma de células de la
corteza en la zona de alargamiento y cercanas a la membrana en células de la
epidermis.

La proteina RAPTOR, incrementé en la epidermis de la zona de alargamiento
comparandolas con los tejidos testigo (Figura 7F). Las proteinas S6K y P-S6K
se ubicaron cercanas a la membrana en la cara superior de la célula en un
patrén polarizado (Figura 71 y 7J) coincidiendo con la ubicacion de los
intermediarios rio arriba de la via TOR antes mencionados.

En la zona del apice radicular podemos encontrar a la zona meristematica que
rodea al centro quiescente; ademas de la zona central y la zona lateral de la
cofia (Figura 8 y 9). En estos tejidos la localizacién de los intermediarios de la
via TOR-S6K se encontré sobre la zona meristematica y en la cofia, en cuanto
al centro quiescente tiene una tincion basal. Las proteinas TOR, P-TOR,
RAPTOR, S6K y P-S6K (Figura 8) aparecen alrededor de la zona
meristematica en células del parenquimatosas cercanas a la protodermis, en
células epidérmicas y células periféricas de la cofia. En la cofia, las células
laterales (Figura 8B y 8D) son las que presentaron mayor inmunotincion de
TOR y P-TOR, y en menor medida las células de la columela. En la células
periféricas de la cofia, RAPTOR esta en el citoplasma (Figura 8E y 8F). La
ubicacion de P-S6K (Figura 8J) se ubicaron cercana a la membrana plasmatica
en la cara lateral superior.

Los tejidos de la raiz embrionaria tratados con insulina (Figura 9)
incrementaron la intensidad de las marcas en la células laterales de la cofia y
también incrementaron el numero de estratos de células de la cofia en donde
aparecieron marcas de tincion.

En una ampliacion de la micrografia de estos tejidos, encontramos que las
marcas estuvieron presentes en el citoplasma celular (Figura 9B, 9D, 9F, 9H y
9J) y en el caso de S6K y P-S6K presentaron una ubicacién polarizada en la

cara lateral superior cercana a la membrana en direccion a la columela
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(Figura 9H y 9J), de manera similar a la ubicacion polarizada observada para
P-S6K en tejidos testigo.

La inmunohistoquimica de proteinas ribosomales PRL3, PRS6 y PRL7 (Figuras
10 y 11) en tejidos testigo de la radicula de embriones de maiz imbibidos
durante 24 horas, se detectd en el citoplasma de las células cercanas a la
periferia de la cofia (Figura 10B, 10D y 10F). Los tejidos a los que se les aplicd
el tratamiento con insulina incrementan las marcas de tincion para estas
proteinas (Figuras 11B, 11D y 11F) en comparacion con los tejidos testigo para
las proteinas PRL7 y PRS6, mientras que la proteina PRL3 mostré una tincion
muy similar en la zona de la cofia comparando los tejidos testigo con los
tratados con insulina.

9.2) Localizaciéon celular de PRL7 a distintos tiempos de imbibicién en
tejidos de radicula de embriones de maiz tratados con insulina mediante
inmunocitoquimica.

En los estudios de inmunohistoquimica se encontré que el tratamiento con
insulina incrementd las marcas de inmunotincion de las proteinas ribosomales
S6 y L7. Asimismo, se encontraron evidencias de una localizacién polarizada
tanto de los intermediarios de la via TOR-S6K como de las PRS6 y PRL7. Se
utilizé como marcador la PRL7 ya que es una de las proteinas ribosomales que
incrementan su traduccion bajo estimulos con insulina gracias a la presencia
de repeticiones de oligopirimidinas en el extremo 5° del ARNm, también PRL7
tiene un papel importante en la maduracion ARN ribosomal y en el
reclutamiento de ARNm y de proteinas ribosomales en monosomas Yy
polisomas (Wu y col., 2007). Para estudiar en mas detalle esta localizacion
celular polarizada de estas proteinas, se realizd6 un analisis de
inmunocitoquimica mediante microscopia confocal la cual permitié colocalizar
en varios planos dimensionales a PRL7 con otras estructuras de la célula.

Se analizo la proteina ribosomal L7 en el apice radicular de embriones de maiz
en germinacién a distintos tiempos de imbibicion (18, 24 y 36 horas), las
marcas de tincién de esta proteina incrementd durante el tiempo de imbibicion
siendo las 24 horas donde se ve el mayor efecto de la insulina. El analisis se
realizé en la radicula debido a que ésta inicia su alargamiento antes que el

coleoptilo.
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Respecto a la localizacion se observo que en la radicula de embriones testigo
con 18 horas de imbibicion (Figura 12) la PRL7 se ubicd principalmente en
células del parénquima fundamental que dara el cortex de la zona de
alargamiento proximal (Figura 12D).y en células periféricas de la cofia (Figura
12E), en menor proporcion en células del cilindro central y en el caso del centro
quiescente no presentd marcas de tincién (Figura 12F).

En los tejidos de la radicula tratados con insulina (Figura 13) con 18 horas de
imbibicion, se observd que incrementaban las marcas para PRL7 en
comparacion a los tejidos testigos. En las células del parénquima cortical en la
zona de alargamiento PRL7 se ubicé inmersa en el citoplasma en la cara
lateral de la célula en direccion al cilindro central (Figura 13D y 13 J); en
algunas células del cilindro central también se ubicaron algunas marcas de
tincion (Figura 13E). En el centro quiescente no hay presencia de PRL7(Figura
13 K) y en la cofia se ubica a PRL7 en células de la columela y células
periféricas (Figura13F y 13L).

Comparando los tejidos testigo de 18 horas y 24 horas, se observd que las
marcas de PRL7 aumentan con el tiempo de imbibicion. En tejidos testigo de
raiz con 24 horas de imbibicion (Figura 14) la PRL7 se ubicé en el citoplasma
de células epidérmicas y en células del parénquima cortical de la zona de
alargamiento (Figura 14G). En algunas de estas células se observd una
localizacion polarizada en la cara lateral orientada en direccion al cilindro
central. El centro quiescente tiene una tincion muy tenue (Figura 14K), en el
caso de las células periféricas de la cofia se puede ubicar a PRL7 en la cara
basal de la célula (Figura 14F y 14 L).

En tejidos de la raiz de embriones imbibidos 24 horas y tratados con insulina
(Figura 15) las marcas de la proteina PRL7 aumento respecto a las marcas
observadas en tejidos testigo y tienden a ubicarse en forma polarizada. En
células de la epidermis y del cortex de la zona de alargamiento se ubica a
PRL7 en la cara lateral en direccién al cilindro central (Figura 15G y 15 J);
mientras que en las células del cilindro central cambié la localizacion
polarizada, ya que PRL7 estd posicionada sobre la cara apical de la célula
(Figura 15 D). En la zona meristematica el centro quiescente presentd poca

marca de tincion.
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La cofia presenté un aumento de PRL7 en células de la columela y en células
periféricas comparando con los tejidos testigo (Figura 15 Hy 15 1).

En los tejidos testigo de la radicula de maiz con 36 horas de imbibicion (Figura
16) las marcas de inmunotincion de PRL7 fueron mas intensas que en tiempos
de imbibicién inferiores y la localizacion es homogénea en el interior de las
células. Comparando los tejidos de 24 y 36 horas se detecté un incremento de
las marcas de PRL7 en tejidos de la zona de alargamiento, la zona
meristematica y la cofia. Las marcas de tincion de los tejidos testigo asi como
de los tratados con insulina (Figura 17) fueron muy similares en el apice
radicular. Las células del cilindro central, del cortex y la epidermis muestran a
PRL7 en el citoplasma de la célula.

9.3) Morfometrias de células de la radicula

Los estudios realizados por (Villa- Hernandez y col, 2013), demuestran que la
insulina induce una mayor expansion de la raiz, por lo que es importante
analizar a nivel celular la zona de maduracion y la zona de alargamiento
proximal para confirmar la expansion tisular.

Para ello se midié el ancho y largo (Figura 21 y 22) de las células de la zona de
transicion a la de expansidon proximal al meristemo para demostrar que la
insulina indujo el alargamiento celular y se marcaron las primeras células a
partir del centro quiescente en las que se observo la localizacién polarizada de
PRL7. Estos resultados se presentaran a continuaciéon en las graficas de las
morfometrias.

En los distintos tiempos de imbibicion, 24 horas de germinacion fue donde
mejor se observo la induccion de PRL7 con los tratamientos con insulina
comparado con los testigos, ya que a las 18 horas se presentaban pocas
marcas de inmunoflorescencia de PRL7 y a las 36 horas la distribucion de las
marcas de fluorescencia estaban mas homogéneas en la célula.

En la zona meristematica de la raiz (Figura 21 y 22), se observd que el
crecimiento celular por alargamiento a lo ancho haciendo la medicion de la
célula horizontalmente desde las caras laterales de la célula, fue similar en los

tejidos tratados con insulina comparandolo con los tejidos testigo.
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Figura 18 - Morfometria del ancho y largo de células madre del floema (pre-pro-elementos de savia) en la zona
meristematica. A, Ancho de la célula; B, Largo de la célula.

Testigo (cuadros rojos); Tratados con insulina (rombos azules); Célula donde inicia la ubicaciéon de la proteina
ribosomal L7 en un patrén polarizado (rombos y cuadrados negros).

La ecuacion del ancho celular de tejidos testigo (y = 0.2987x + 19.463; R?=0.64548) y la ecuacion del alargamiento
celular (y = 7.1601e*°"**; Rz = 0.40136).

La ecuacién del ancho celular de tejidos tratados con insulina (y = 0.269x + 17.77;R? = 0.64055) y la ecuacién del
alargamiento celular (y = 7.9592e”%°%; Rz =0.60099).

En tejido testigo, la célula madre del floema (células PPSE- pre-pro- elementos

de savia) mas cercana al centro quiescente tiene un ancho de 20 um y un largo
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de 5.3 um, llegando a un ancho de 30 um y un largo de 11.8um en la zona de
alargamiento proximal de la raiz, siguiendo un crecimiento que se ajusto en el
mejor de los casos a un modelo lineal (y = 0.2987x + 19.463; R?=0.64548).
Mientras que el alargamiento de la estirpe de células PPSE cerca del centro
quiescente, se ajustd mejor a un modelo exponencial, los tejidos testigo (y =
7.1601e%%"°%, R2 = 0.40136). En estas células la localizacién polarizada de
PRL7 empezé a partir de un ancho de 24 um y con un largo de 7 um que
corresponde a la célula 18 a partir del centro quiescente. Estos resultados
indican que la insulina acelera también la localizacién polarizada de PRL7, ya
que se observd en células mas cercanas al centro quiescente. En células
madre del floema de tejidos tratados con insulina, se midié una estirpe de 41
células en el apice meristematico de la raiz (Figura 20; anexo 2). Estas células
inician con un ancho de 15 um y con un largo de 6.9 um a partir de las células
madre del floema cercanas al centro quiescente hasta llegar a la zona de
alargamiento proximal con un ancho de 35 um y un largo de 20 um siguiendo
un crecimiento que se ajustd en el mejor de los casos a un modelo lineal (y =
0.269x + 17.77; R? = 0.64055). El crecimiento longitudinal de la estirpe de
células PPSE cerca del centro quiescente, se ajusta mejor a un modelo
exponencial, los tejidos con tratamiento de insulina (y = 7.9592e%%2%%%; R2
=0.60099). En estas células PPSE la ubicacion polarizada de PRL7 inicia a
partir de un ancho de 21 um y un largo de 9 um correspondiente a la tercera

célula a partir del centro quiescente, en tejidos tratados con insulina.
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Figura 19. Morfometria de células de la protodermis ancho y largo. A, Ancho de la célula; B, Largo de la célula.

Testigo (cuadros rojos); Tratados con insulina (rombos azules); Célula donde inicia la ubicacion de la proteina
ribosomal L7 en un patrén polarizado (rombos y cuadrados negros).

La ecuacién del ancho celular de tejidos testigo (y = 1.1009x + 11.28; R?=0.80149) y la ecuacién del alargamiento
celular (y = 5.6316x>*"%%; R? = 0.66202).

La ecuacion del ancho celular de tejidos tratados con insulina (y = 1.1792x + 10.128; R?=0.89551) y la ecuacién del
alargamiento celular (y = 3.4628x°%°% ;R2 = 0.81165).

En las células epidérmicas de los tejidos tratados con insulina y tejidos testigo
el ancho celular es de 10 um a partir del centro quiescente y va incrementando
siguiendo un crecimiento lineal hasta llegar a la zona de alargamiento, donde
su ancho celular llega a 33 um para tejidos tratados con insulina y de 30 um
para los tejidos testigo. El crecimiento se ajusté mejor a un modelo lineal, en el
caso de los tejidos tratados con insulina con la ecuacion (y = 1.1792x + 10.128;
R2=0.89551) y en el caso de los tejidos testigo (y = 1.1009x + 11.28;
R2=0.80149).

En las células epidérmicas el crecimiento del largo celular inicié siendo muy

similar tanto en tejidos testigo como en los tratados con insulina. A partir de la

55



célula 15 los tejidos tratados con insulina con aproximadamente 15 um de largo
crecen mas rapido en comparacién a los testigo, el crecimiento se ajustd a un
modelo potencial, en tejidos tratados con insulina (y = 3.4628x%°°%
: R2=0.81165) y en tejidos testigo (y = 5.6316x%%"%°: R2 = 0.66202).

Los estimulos con insulina incrementan el ajuste de R? del ancho y el largo
celular, los efectos de la insulina promueven un crecimiento mas sincronizado

en comparacion a las células madres del floema.
El patrén de polarizacion en tejidos tratados con insulina empieza en células

mas cercanas al centro quiescente con 13.66 um de ancho y un largo de 9.8
um que corresponde a la célula 8, en comparacion con los tejidos testigo en los
que la ubicacion polarizada se empieza a observar con 25 um de ancho y un
largo de 18.7 um que corresponde a la célula 13. Aqui también se ve el efecto
de la insulina acelerando la ubicacion polarizada de PRL7 en los tejidos

tratados con este efector.
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Figura 20. Morfometria de células de la cofia ancho y largo. A, Ancho de la célula; B, Largo de la célula.

56



Testigo (cuadros rojos); Tratados con insulina (rombos azules); Célula donde inicia la ubicacion de la proteina

ribosomal L7 en un patrén polarizado (rombos y cuadrados negros).

La ecuacion del ancho celular de tejidos testigo (y = 15.161e°%'%®; R2 = 0.30305) y la ecuacién del alargamiento celular

(v = 6.4406e"%°°*;R2 = 0.87025).
La ecuacion del ancho celular de tejidos tratados con insulina (y = 12.561e*%™; R2 = 0.85052) y la ecuacién del
alargamiento celular (y = 8.0404e”%*";R? = 0.63539).

En relacion a las células de la cofia a las 24 horas de germinacion, los tejidos
con tratamiento de insulina inicié con un ancho de 13 um y los tejidos controles
con 14 um en células del caliptrégeno, terminando con un ancho de 21y 18 um
respectivamente. El crecimiento hacia lo largo es similar a los testigo y no se
observan diferencias en el numero de célula del caliptrogeno a partir del cual

se observa la localizacion polarizada de PRL7.

El crecimiento a lo ancho se ajusté a un modelo exponencial, en el caso de los
tejidos tratados con insulina (y = 12.561e%%™* R2 = 0.85052) y los tejidos
testigo (y = 15.161e%%1°®: R2 = 0.30305). El crecimiento a lo largo se ajusto a
un modelo exponencial, en los tejidos tratados con insulina (y = 8.0404e°%%4™
: R? = 0.63539) y en tejidos testigo (y = 6.4406e%%9>*; Rz = 0.87025). No se
encontraron diferencias entre tratamientos, en la localizacién de la PRL7
polarizada ya que en ambos tratamientos se observé la polarizacién desde la
primera célula a partir del centro quiescente.

En la medicién de la longitud celular los tejidos tratados con insulina tienden a

crecer mas rapido (mayor longitud), que las células de los tejidos testigo.

10) Discusién

10.1) Localizacién de los intermediarios de la via TOR-S6K.

La germinacion en semillas de maiz inicia con la imbibicidon y culmina con la
protrusion de la radicula (Bewley., 1997). En la imbibicién de la semilla
quiescente la reactivacion del metabolismo es esencial para el crecimiento del
embridn, entre los eventos mas relevantes es la reactivacion de la sintesis de
proteinas (Nonogaki y col., 2010). En semillas de maiz se ha demostrado que
la radicula inicia su crecimiento por expansion celular antes que el coleoptilo
(Avila-Alejandre y col., 2013). Barrada y colaboradores (2015) proponen a las
raices como un o6rgano de eleccion para estudiar su patrén organizado de

desarrollo y la regulacidon espacio-temporal de la proliferacion y el crecimiento
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en plantas, lo que permite utilizar a la raiz para analizar el efecto de inductores
del crecimiento como la insulina.

Las funciones de ZmTORC1 son mediadas a través de la cinasa S6K, este
complejo responde a glucosa, insulina, hormonas y factores de crecimiento
para controlar la proliferacion y el crecimiento celular, promoviendo procesos
transcripcion, traduccién, y biogénesis de ribosomas (Pefia—Uribe y Reyes de
la Cruz, 2016). En este desarrollo se ha reportado que participan fitohormonas
como auxinas y citocininas y recientemente se ha demostrado que la via TOR
integra sefales hormonales y de disponibilidad de nutrientes para orquestar el
crecimiento de la raiz.

Se ha reportado que los tejidos de la zona meristematica y la zona de
transicion de la radicula contienen medianas concentraciones de auxinas, la
cual es movilizada a la caliptra y de ahi se distribuye rapidamente (Barrada y
col., 2015); esta hormona promueven la activacion de la via TOR y de S6K
(Buentello y col., 2011; Xiong y col, 2014).

Se ha reportado en semillas de maiz un factor de crecimiento semejante a la
insulina denominado ZmIGF (Rodriguez-Lopez y col., 2011). Dado que se ha
demostrado que la insulina produce efectos similares al factor endégeno
ZmIGF, estimulando el crecimiento de ejes embrionarios de maiz a través de la
activacién de la via TOR-S6K participa induciendo la biogénesis de ribosomas,
la traduccion de ARN polimerasa | y lll, responsables de la sintesis de ARNry
ARNt (Barrada y col.,2015), la sintesis de proteinas y aceleran la germinacion
(Garcia-Flores y col., 2001), los resultados aqui presentados demuestran que
la ubicacion de proteinas ribosomales y de intermediarios de la via TOR es
diferente entre tejidos del eje embrionario como lo indica Avila-Alejandre.,
(2013), donde la respuesta a insulina es diferencial en las partes del eje
embrionario, siendo la radicula quien presenta una mayor respuesta en
comparacion al coleoptilo (Avila-Alejandre y col., 2013).

En los resultados de inmunohistoquimica se ubicaron a TOR, P-TOR,
RAPTOR, S6K y P-S6K en tejidos del apice radicular como el parénquima
cortical y la epidermis de la zona de alargamiento, la zona meristematica que
rodea al centro quiescente, cofia y en menor media el centro quiescente y el

cilindro central a las 24 horas de imbibicién, en el apice caulinar los primeros
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primordios foliares, el parénquima de corteza del mesocotilo y en menor
medida en la zona central del mesocotilo.

En la inmunolocalizacion de la forma activa de P-TOR y P-S6K se ubicaron
sobre los mismos tejidos del apice caulinar y el apice radicular antes
mencionados, aportando conocimiento sobre la participacion de esta via en el
crecimiento celular y alargamiento de la radicula durante la imbibicion.

La localizacién de TOR en la zona de alargamiento de la radicula coincide con
lo reportado por Barrada y colaboradores (2015), quienes usando un gen
reportero GUS asociado al promotor de TOR en Arabidopsis, localizan su
expresion principalmente en la zona de alargamiento de la radicula, que es una
zona de mayor demanda energética donde se requiere la participacion de la via
TOR-S6K para regular el incremento de proteinas, como en el caso de la zona
de transicion con células poliploides que requieren una gran maquinaria de
replicacion y la zona de alargamiento proximal donde ocurren procesos de
ablandamiento de la pared celular y expansién celular e inician a
comprometerse células protodérmicas a epidérmicas o tricomas.

La inmunolocalizacion de RAPTOR en tejidos de maiz comprueba la existencia
y participacién del complejo1 - ZmTORC1 en la via TOR y en la regulacién de
la biogénesis de ribosomas y crecimiento en respuesta a estimulos como la
insulina.

La proteina RAPTOR tiene interacciones directas con S6K indicando una
interaccién fisica entre S6K y TORC1(Mahfouz y col., 2006).

En estudios de transcriptomica en plantas de Arabidopsis se ha reportado que
S6K1 y S6K2 se expresan predominantemente en la zona de alargamiento y
zona de transicion del apice radicular (Henriques y col., 2010), estos resultados
corroboran la presencia de S6K por inmunihistoquimica sobre la zona de
alargamiento de la radicula.

Comparando los tejidos testigo con los tratados con insulina a 24 horas de
imbibicion, se observa que la insulina incrementa las marcas de tincién en el
primer primordio foliar y mesocotilo cercano apice caulinar y en la zona de
alargamiento y cofia que cubre al apice radicular. En el centro quiescente las
marcas de inmunotincion para RAPTOR son muy tenues tanto en los tejidos
testigo como los tratados con insulina, al igual que se observoé para la

inmunolocalizacion de TOR y S6K.
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Los tratamientos con insulina aumentaron las marcas de inmunotincién para P-
S6K y se pueden observar las marcas de P-S6K cercanas a la membrana
plasmatica de las células en un patron polarizado que varia dependiendo del
tipo celular. Estos resultados sugieren la existencia de un arreglo espacial
determinado de los intermediarios al ser activada con insulina la via TOR-S6K
en tejidos de maiz durante la germinacion, siendo el efecto de la insulina mas
notorio a las 24 horas de imbibicidn como se discutira mas adelante.

10.2) Proteinas ribosomales.
Se ha demostrado en diversos reportes que los tratamientos con insulina

estimulan la sintesis de proteinas ribosomales a través de la via ZmTOR-S6K
donde la proteina ribosomal S6 es activada por fosforilacidon por la cinasa S6K
para reclutar en polisomas, ARNm involucrados en la sintesis de proteinas y
asi aumentar la biomasa y estimular la proliferacién y el ciclo celular en estos
tejidos (Barrada y col., 2015).

Otros reportes donde utilizan [*°S]- metionina durante la germinacién, indican
que en las primeras 12 horas de imbibicion existe un aumento de proteinas
ribosomales alcanzando una maxima induccién incrementandose 60 veces a
las 24 horas en comparacion a las 3 horas de imbibicién, cuando se aplican
tratamientos con insulina existe un incremento de proteinas ribosomales del
75% a las 24 horas de imbibicion en todo el eje embrionario (Villa-Hernandez y
col., 2013).

En este trabajo se localiz6 en tejidos de la radicula de maiz a las 24 horas de
imbibicion proteinas ribosomales que incrementan bajo estimulos con insulina.
Las proteinas ribosomales S6, L3 y L7 se localizaron en tejidos de la radicula
como el parénquima cortical y la epidermis de la zona de alargamiento, cilindro
central, el centro quiescente y la cofia analizando tejidos testigo.

En los tejidos de la raiz, la PRL3 se ubicé principalmente en tejidos con células
maduras o ya diferenciadas como es el caso de células cercanas a la periferia
de la cofia probablemente por ser un tejido muy activo metabdlicamente y en
constante reparacion por el desgaste provocado durante la protrusion de la
radicula (Sanchez-Linares y col., 2012). Comparando los tejidos de la radicula
de maiz sin tratar con insulina (testigo) contra los que se les aplico el
tratamiento con insulina, no se observan grandes diferencias en las marcas de

inmunotincion de PRL3 al analizar tejidos de la cofia, indicando que la insulina
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cualitativamente no estimula la produccion de esta proteina ribosomal. Estos
resultados son similares a los reportados en estudios previos, en los que se
demostrd en ejes embrionarios completos de maiz a las 24 horas de imbibicién
que el contenido de la PRL3 no incrementaba en los tratamientos con insulina
a pesar de que este tratamiento aumentaba los transcritos de esta proteina
ribosomal, sugiriendo una regulacién traduccional (Villa Hernandez y col.,
2013).

En tejidos tratados con insulina se observé un incremento en las marcas de
tincion de las proteinas ribosomales S6 y L7 sobre tejidos de la radicula. En
estudios previos se ha demostrado que la insulina puede incrementar la
proteina PRS6 hasta 300% y la concentracion de PRL7 hasta un 70% en ejes
embrionarios de maiz a las 24 horas de imbibicion (Villa Hernandez y col,
2013). La proteina ribosomal L7 participa en procesos de regulacidon
traduccional y en la estructuracion de los ribosomas al igual que PRS6
(Hernandez-Hermenegildo y col, 2018).

Los resultados de microscopia confocal (Figura12 - 17) indican que hay un
incremento en la cantidad de PRL7 conforme aumenta el tiempo de imbibicion
(de 18 a 36 h). Este incremento se puede explicar porque la radicula requiere
de un incremento en la biomasa celular aumentando la actividad de la
maquinaria traduccional para su crecimiento. Este contenido de PRL7 es mayor
en las radiculas tratadas con insulina en comparacién con las no tratadas. En
estudios previos se demostré que los estimulos con insulina incrementaban la
sintesis de PRL7 a través de la activacion de la cinasa ZmTOR, la cual regula
la biogénesis de ribosomas y la sintesis de algunas proteinas ribosomales,
tanto en animales como en plantas (Villa-Hernandez y col., 2013).

El incremento de la proteina ribosomal L7 por estimulos con insulina se induce
por la activacion de la PRS6 al ser fosforilada por la S6K1 y S6K2; cuando se
activa PRS6 se reclutan preferencialmente ARNm con secuencias 5 TOP
dentro de las cuales esta PRL7 con 12 a 14 repeticiones de pirimidinas y PRS6
con 11 nucledtidos que conforman el extremo 5 TOP, la traduccion de
mensajeros con esta caracteristica esta en funcién al estatus de crecimiento
(Meyuhas., 2000).

En las radiculas tratadas con insulina se observé que la PRL7 presentaba una

localizacion polarizada en distintos tipos de células y la polarizacidon variaba
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segun el tipo celular. En el caso de los tejidos de la zona meristematica y de
alargamiento de la raiz, la proteina PRL7 se ubica polarizada en la cara lateral
dirigiéndose hacia el cilindro vascular. Esta ubicacién polarizada se mantiene
hasta llegar a las células madre del floema cercanas al periciclo. En las células
de la cilindro central la PRL7 se ubica polarizada en la cara lateral superior de
la célula, mientras que en células del parénquima y células de la cofia lateral se
ubica polarizada en la parte basal de la célula y en las células del caliptrégeno
se ubica polarizada en la cara superior de la célula.

Hay evidencia en células animales donde se ubica a PRL7 unido a la
membrana del reticulo endoplasmico rugoso a través de la interaccion con
aminoacidos del extremo carboxiterminal de la proteina naciente, esta
interaccién confirma que L7 regula el reclutamiento de ribosomas a la
membrana reticulo endoplasmico rugoso y regular otros procesos de
traduccién ( Wu y col., 2007). En plantas se sabe que producen diferentes tipos
de reticulo endoplasmico en la que derivan vesiculas involucradas en la
acumulacion de distintos tipos de proteinas y su distribucién depende de
sefales hormonales como las de auxina (Gottéy col., 2016; Middleton y col.,
2018).

El perfil de fitohormonas revela altos niveles de auxina en la estela y de
citoquinina en el parénquima cortical (Saleem y col., 2017).

Una proteina bien estudiada en plantas son los PIN (PINFORMED) los cuales
estan involucrados en el influjo y eflujo de auxinas, estas proteinas tienen una
localizacion polarizada en donde sus transportadores se ubican en distintas
caras de la célula para regular el influjo y eflujo de auxinas en la raiz (Rosquete
y col., 2012). Se ha observado que en la raiz existe una polarizacion a nivel
celular que dan funcionalidad y direccionalidad a las sefales, entre ellos los
PIN que es el transportador de auxina que se encarga del flujo de IAA del
cortex de la radicula hacia el cilindro vascular (Rosquete y col., 2012), en
epidermis y parénquima cortical el patron polarizado en las que PRL7 se ubica
en las caras laterales tiene una similitud con la ubicacion de PIN3.

En el cilindro central PRL7 se ubica polarizada en la parte superior de la célula,
el flujo de auxina en esta zona de la raiz por los transportadores PIN 1 no
coincide con la localizacién de PRL7 pero si con la supuesta localizacion de los

canales de influjo de auxina AUXI/IAA, ésta pudiera estar asociada a otros
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procesos relacionados con los gradientes hormonales y con ello el
sefalamiento para la diferenciacién del sistema vascular como lo es la divisidon
del pre-pro-cambium y la generacion de células madre del floema y xilema, en
que participa la proteina OCTOPUS que censa senales longitudinales para la
diferenciacion del floema durante el crecimiento de la radicula de maiz (Truernit
y col., 2012).

Otras posibles explicaciones para la ubicacion polarizada de estas proteinas
son la participacion de TOR en el rearreglo del citoesqueleto y polarizacion que
se ha reportado a través del TORC2 en células animales (Xiong y Sheen.,
2014). A pesar de que no se ha encontrado un complejo equivalente a TORC2
en plantas se tendria que analizar este posible mecanismo de rearreglo de
citoesqueleto en maiz.

Recientemente se reportdé que TOR regula el aglutinamiento celular a través de
la biogénesis de ribosomas y la sintesis de proteinas modificando las
propiedades biofisicas del citoplasma en células de levadura y células HEK293
(Delarue y col., 2018), falta explorar si estas modificaciones ocurren en plantas
y si contribuyen a la localizacién polarizada de las proteinas estudiadas.

Las mediciones del ancho y largo de diferentes estirpes celulares (epidermis,
columela de la cofia y células madre del floema) de la zona meristematica y
zona proximal de la zona de alargamiento muestran que los estimulos con
insulina inducen el crecimiento preferencialmente en el largo celular
comparandolo con tejidos testigo donde la estirpe de las células madre del
floema el crecimiento longitudinal tiende a ser mayor con los tratamientos con
insulina en el crecimiento longitudinal. Las células madre del floema son las
que descargan hormonas, péptidos, ARN y nutrimentos en zonas de
crecimiento en el meristemo radicular mandando sefales que orquestan el
crecimiento de tejidos de la radicula y son un regulador de las concentraciones
oscilatorias de auxinas en microambientes como los de la region de expansion

proximal (Ross-Elliott y col 2017).
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11) Conclusiones

Los resultados de este trabajo corroboran que la insulina estimula el
crecimiento promoviendo la activacion de la via TOR-S6K y demuestran que
los tejidos responden de forma selectiva a este factor.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la ubicacién diferencial
en cuanto a intensidad de los componentes de la via TOR-S6K y sus productos
finales como las proteinas ribosomales que se localizaron en los tejidos del
apice caulinar como el primer primordio foliar, mesocotilo, y en el apice
radicular en la zona de alargamiento, cofia y en el centro quiescente tanto en
los embriones testigo como en los tratados con insulina. La proteina ribosomal
L7 se ubicd polarizada en tejidos de la raiz correlacionando su posicidén con
componentes de sefialamiento hormonal (auxina) y de compromiso y
crecimiento.

El tratamiento con insulina provocé un incremento en el contenido de los
intermediarios de la via TOR-S6K estudiados. La estimulacion se observa
preferencialmente en la radicula, en el parénquima de los primeros primordios
foliares y la corteza del mesocotilo.

Sin embargo, la activacion de esta via no induce por igual la sintesis de todas
las proteinas ribosomales, algunas como PRS6 y PRL7 se estimulan mientras
que otras como PRL3 no se afectan en la radicula de embriones de maiz.

Las proteinas intermediarias de la via TOR-S6K asi como la PRL7 presentan
una localizacion celular polarizada que varia dependiendo del tipo celular
sugiriendo que la polarizacién es parte del mecanismo de alargamiento en la
que existe un rearreglo posicional de componentes de la membrana.

La insulina modifica la morfometria de crecimiento de las células estimulando
preferencialmente el crecimiento a lo largo y haciendo que la ubicacion

polarizada de PRL7 se presente en células mas cercanas al centro quiescente.
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Anexo 1

Caracteristicas de los anticuerpos y diluciones.

Anticuerpos

Diluciones

Phospho-mTOR (Ser2448)
(49F9) Rabbit

mAb (IHC Specific)
(#2976)

Cell-signal

1:100 TBST-5% Suero normal de cabra
(inmunolocalizacion)

1:1000 TBST-5% Suero normal de cabra
(Western Blotting)

Phospho-p70

S6 Kinase

(Thr389)

(108D2) Rabbit mAb
(#9234)

Cell-signal

1:100 TBST-5% Suero normal de cabra
(inmunolocalizacion)

1:1000 TBST-5% Suero normal de cabra
(Western Blotting)

Ribosomal Protein
L3 (k-12):sc — 86828
Sanata Cruz biotechnology

1:10 TBST-5% Suero normal de cabra
(inmunolocalizacion)

1:1000 PBS 1X; Tween-20, 0.5%, Albumina-1%
(p/V)- (Western Blotting)

Ribosomal Protein
L7 (F-18):sc — 103151
Sanata Cruz biotechnology

1:10 TBST-5% Suero normal de cabra
(inmunolocalizacion)

1:2000 PBS 1X; Tween-20, 0.5%, Albumina-1%
(p/V)-( Western Blotting)

Ribosomal Protein
S6 (N-12):sc — 130051
Sanata Cruz biotechnology

1:10 TBST-5% Suero normal de cabra
(inmunolocalizacion)

1:2000 PBS 1X; Tween-20, 0.5%, Albumina-1%
(p/V)-( Western Blotting)

Caracteristicas de la insulina (humulina).

La humulina regular, es una insulina producida por una cepa de Escherichia coli que ha

sido alterada genéticamente para producir la insulina humana. La insulina regular esta

constituida por cristales de insulina-zinc disueltos en un fluido para inyeccién y es

idéntica en todo a la insulina humana, sin ninguna modificacion estructural ni afiadidos
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para modificar su accién. La insulina regular tiene un efecto rapido y una accién

relativamente corta (4 a 12 horas) en comparacion con otros insulinas.

Medio MS (Murashige y Skoog)

La mezcla de sal Murashige y Skoog (M5524) contiene los macronutrientes vy
micronutrientes de la formulacion clasica original. Se puede combinar con vitaminas M &
S o vitaminas Gamborg y complementado con sacarosa, agar, auxinas (IAA) y

citoquininas (Kinetin) para generar un medio completo para el cultivo de tejido vegetal en

crecimiento.

Medio MS-(M5524) Componentes (mg/L)
Nitrato de amonio 1650.0
Acido bérico 6.2
Cloruro de calcio anhidro 332.2
Cloruro de cobalto . 6H20 0.025
Sulfato ciprico .5H20 0.025
Naz- EDTA 37.26
Sulfato ferroso.7H20 27.8
Sulfato de magnesio 180.7
Sulfato de manganeso. H20 16.9
Acido molibdico.2H20 0.25
loduro de potasio 0.83
Nitrato de potasio 1900.0
Fosfato de potasio monobasico 170.0
Sulfato de Zinc. 7H20 8.6
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"---.  DAVID GONZALEZ GEDEON
ek A ALUMNO
— o
- APROBAR
Acto continuo, el presidente del Jjurado comunicé al
interesado el resultado de la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
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