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RESUMEN

Las auxinas y la insulina promueven el crecimiento de embriones de maiz (Zea mays
L.), inducen la fosforilacién de la proteina ribosomal S6 (prS6) y promueven la
sintesis de proteinas especificas. El objetivo de esta investigacion fue probar el
posible entrecruzamiento entre las vias de transduccion de insulina y auxinas en
coleoptilos de maiz, tejidos blanco tipico de auxinas. Las auxinas y la insulina
produjeron una estimulacion diferencial cuantitativa y cualitativa de la fosforilacion de
proteinas citoplasmicas y ribosomales, asi como patrones especificos de proteinas
citoplasmicas sintetizadas de novo. Ademas la induccién de la fosforilacién de prS6
por insulina fue inhibida fuertemente por rapamicina, indicando la participacion de la
cinasa blanco de rapamicina (TOR), mientras que la fosforilacion de prS6 inducida
por auxinas fue insensible a este inhibidor. Se probd también acido fosfatidico (PA),
un segundo mensajero de TOR en metazoarios. Este compuesto produjo resultados
similares a los obtenidos con insulina y la sensibilidad a rapamicina también fue
semejante, apoyando la existencia de la via TOR en plantas y la participacion de PA
como un intermediario de accion de insulina. Estos datos parecen implicar que las
auxinas y la insulina inducen el crecimiento de coledptilos de maiz a través de dos

vias de transduccion de sefales independientes.



ABSTRACT

Auxin and insulin promote maize (Zea mays) embryo growth, induce S6 ribosomal
protein (S6rp) phosphorylation, and promote specific protein synthesis. The objective
of this research was to test a possible cross-talk between insulin and auxin
transduction pathway in maize coleoptiles, typical auxin target tissue. Auxin and
insulin produced differential quantitative and qualitative stimulation of cytoplasmic and
ribosomal protein phosphorylation, and specific patterns of de novo synthesized
cytoplasmic proteins. In addition, insulin induced S6rp phosphorylation was strongly
inhibited by rapamycin, indicating target of rapamycin (TOR) kinase participation,
auxin-induced S6rp phosphorylation was insensitive to this inhibitor. Phosphatidic
acid (PA), as second Messenger of TOR in metazoan, was also tested. It produced
similar results to insulin and rapamycin sensitiveness, supporting the existence of
TOR pathway in plants and the participation of PA as an intermediate of insulin
action. These results seem to imply that auxin and insulin induce maize coleoptile

growth throug two independent signal transduction pathways.



INTRODUCCION

Las auxinas tienen un papel central en el crecimiento y desarrollo vegetal. Estos
procesos requieren la regulacion coordinada de la divisidbn, expansion y
diferenciacion celular. El crecimiento vegetal corresponde al incremento en tamano
de 6rganos preexistentes y es resultado del alargamiento celular también referido
como expansion celular. El desarrollo vegetal es un proceso continuo que inicia
durante la embriogénesis y continua en el desarrollo postembrionario con la
produccion de érganos nuevos (raices, hojas, ramas y flores). La organogénesis
requiere de la produccidén controlada de nuevas células en zonas especializadas
denominadas meristemos (Perrot-Rechenman, 2010). Debido a que los meristemos
formados por células desdiferenciadas pueden modular su actividad, proveen una
flexibilidad al desarrollo que permite a las plantas adaptar su desarrollo en respuesta
al ambiente (Vernoux y col., 2010). En las células las auxinas regulan muchas
respuestas bioquimicas y fisioldgicas; entre las que se encuentran la estimulacién de
la sintesis de proteinas (Gantt y Key, 1985). Todas las respuestas parecen ser
eventos dependientes de tejidos y etapas de desarrollo especificos. En este sentido,
esta el concepto de los contextos de respuesta a auxinas, la idea de que en
diferentes espacios y en distintos tiempos durante el desarrollo, las auxinas disparan
respuestas de desarrollo distintas y muy especificas. Estos contextos pueden
pensarse como la sobreposicion de la concentracion de las auxinas (biosintesis,
transporte, almacenamiento y degradacion) y de la capacidad de respuesta a auxinas

(mecanismos de accion, con los factores de transcripcion y efectores rio abajo)
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(Kieffer y col., 2010). Sin embargo, el (los) mecanismo(s) de accion involucrados en
las respuestas a auxinas, aun no se conoce(n) con precision. La busqueda de
receptores de auxinas ha llevado al aislamiento de proteinas de union a auxinas y a
la caracterizacion del receptor ABP1 y su participacion en la expansion celular
inducida por auxinas, asi como del receptor TIR1, un miembro del complejo SCF del
proteasoma y su participacion en la regulacion de la expresion génica por auxinas.

Por otra parte, el crecimiento y proliferacion celular estan regulados por insulina/IGFs
(factores de crecimiento semejantes a insulina) en metazoarios (Meyuhas vy
Hornstein, 2000; Hannan y col., 2003; Oldham y Hafen, 2003). Estos efectores
inducen la via de sefalizacion PI3K-TOR que regula selectivamente la sintesis de
proteinas (principalmente de proteinas del aparato traduccional), (Ruvinsky y
Meyuhas, 2006; Patursky y col., 2009). Se ha demostrado que el acido fosfatidico
(PA) es un intermediario critico de esta via de sefializacién. En este sentido, la
estimulacion por mitdgenos de células de mamiferos produce la acumulacion de PA
dependiente de fosfolipasa, el cual se requiere en pasos posteriores de dicha via
(Fang y col., 2001). En maiz se ha aislado y caracterizado un factor de crecimiento
semejante a insulina (ZmIGF), (Garcia y col., 2001), el cual se ha probado que
estimula a TOR y a la cinasa de la proteina ribosomal S6 (S6K), fosforilando a la
proteina ribosomal S6 (prS6) (Dinkova et al., 2007). Esta via también responde a

insulina en maiz (Garcia y col., 2001; Beltran y col., 2002).



Asimismo, se ha reportado que las auxinas inducen la fosforilacién de S6 en maiz,
asi como en Arabidopsis (Turck y col., 2004). Esto sugiere que la fosforilacion de
prS6 en maiz y probablemente en otras plantas, podria estar regulada por ambos
efectores auxinas e insulina/ZmIGF. Lo anterior abre la interrogaciéon de un posible
entrecruzamiento entre estas dos vias de sefalizacion del crecimiento.

El principal objetivo de este trabajo fue probar si las auxinas y la insulina inducen
vias de sefalizacion que se entrecruzan en pasos comunes, para contribuir a la
comprension que este fendmeno pudiera tener en la regulacion del crecimiento
celular. También se analizé la participacion de PA como un intermediario de la via
TOR en plantas. Debido a que los coledptilos de maiz son tejidos blanco tipicos de

auxinas, se escogieron como modelo de estudio para este trabajo.



ANTECEDENTES

1. Germinacion de maiz
1.1Semilla de maiz

Una semilla madura es una estructura de dispersion y resistencia para la planta
adulta; su formacion es producto de la reproduccidén sexual, por lo tanto es una
fuente de variacion genética (Moreno, 1996). Las semillas estan estructural y
fisiolégicamente equipadas para funcionar como unidades de dispersion y contienen
reservas alimenticias para sostener a las plantulas en desarrollo hasta que se
establecen como organismos autotrofos (Bewley, 1997). La semilla es la estructura
en la que un embrion de una planta por lo general completamente desarrollado se
dispersa, permitiendo que éste sobreviva el periodo entre la maduracion de semillas
y establecimiento de la plantula, asegurando asi el inicio de la proxima generacion

(Koornneef y col., 2002).

El maiz (Zea mays L.) es una planta monocotiledonea que pertenece a la familia de
las gramineas. La semilla de esta planta realmente es un fruto llamado caridpside.
En la semilla de maiz existe un unico embridon rodeado por un tejido de reserva,
denominado endospermo; el embridon esta formado por el eje embrionario y el
escutelo que lo rodea. El eje embrionario se divide en coleodptilo, mesocdtilo y

radicula (Bewley y Black, 1994).



1.2 Proceso de germinacion: Crecimiento diferencial de parte aérea y
radicula

El proceso de germinacion comienza con la imbibicion de la semilla madura
deshidratada quiescente y termina con el alargamiento del eje embrionario,
generalmente la radicula y la protrusion de ésta a través de las estructuras que
rodean al embrién (Bewley, 1997; Nonogaki y col., 2010).
Durante la germinacién ocurre un proceso trifasico de toma de agua que coincide con
el inicio de diversos eventos a nivel molecular (Figura 1). La fase inicial es la
imbibicion de la semilla y esta caracterizada por una rapida entrada de agua (Fase |),
seguida de una fase estable, en donde se re-inician los procesos metabdlicos (Fase
II). Las semillas no viables o latentes presentan solamente la Fase | de toma de
agua. Finalmente, hay una segunda entrada rapida de agua asociada con el
crecimiento del eje embrionario, después de la protrusion de la radicula a través de la
testa (Fase Ill). Los eventos celulares y bioquimicos relacionados con el reinicio del
metabolismo se realizan principalmente en las primeras dos fases (Bewley, 1997;

Finch y Leubner, 2006; Catusse y col., 2008; Nonogaki y col., 2010).
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Figura 1. Eventos moleculares que ocurren durante la germinacion de las semillas (Tomado
de Nonogaki y col., 2010)

El crecimiento en las plantas puede ocurrir a través de dos mecanismos: El primero
es el crecimiento proliferativo, es decir el numero de células aumenta a través del
ciclo mitotico y el crecimiento en masa es mediado por el aumento en el volumen del
citoplasma que requiere de la sintesis de proteinas y del metabolismo. Muy
probablemente, este crecimiento es el blanco primario de las sefiales de desarrollo y
ambientales que coordinan la morfogénesis de los o6rganos en las plantas. El
segundo es post-mitdtico e involucra principalmente la expansion o alargamiento
celular, el cual es ocasionado por la entrada de agua a la vacuola y por las
modificaciones controladas de la pared celular (Anastasiou y Lenhard, 2007; Ingram

y Waites, 2006).



En éste ultimo crecimiento hay un incremento en masa asociado con la
endoreduplicacion y diferenciacion de las células especializadas. La expansion
celular parece estar relacionada con las sefiales globales de desarrollo (Ingram y
Waites, 2006).

Aunque durante la imbibicion hay un incremento en el contenido del ADN en el eje
embrionario previo a que se complete la germinacion, se considera que la division
celular es un evento postgerminativo. ;Cuales células son responsables de la
emergencia inicial del embrién? En Arabidopsis, la Unica semilla para la que se tiene
informacion disponible, no es la radicula en si misma la que presenta alargamiento
para atravesar las estructuras que la rodean (endospermo y testa). Mas bien es una
region cercana a ésta, una regién del hipocétilo y la zona de transicion entre éste y la
radicula, en que unas pocas células (menos de diez en longitud) se alargan y
empujan hacia afuera a la radicula (Nonogaki y col., 2010).

La extension de la raiz puede o no estar acompafada de una division celular. Sin
embargo, se presentan dos fases de sintesis de ADN en las células de la raiz; la
primera ocurre poco tiempo después de la imbibicién y probablemente involucra la
reparacion del ADN dafado durante la desecacion de la semilla y la segunda etapa

ocurre como un evento post-germinativo (Bewley, 1997).



1.3 Eventos moleculares durante la germinacion

Las semillas maduras poseen un minimo de agua y se encuentran en un estado
metabolico practicamente inactivo, denominado estado quiescente. Durante la
imbibicion, la semilla se rehidrata rapidamente y se activa el metabolismo celular que
permitira la protrusion de la radicula y el posterior establecimiento de la planta
(Bradford, 1995).

Las enzimas y estructuras celulares necesarias para reiniciar la actividad metabdlica
se encuentran almacenadas en la semilla seca y se conservan relativamente
intactas. Durante la imbibicion temprana hay una lixiviaciéon de solutos indicativo de
dano membranal temporal. Por lo que simultdaneamente con el incremento del
metabolismo se activa la sintesis de enzimas y compuestos que limitan y reparan el
dafo celular (Bewley y Black, 1994; Bewley, 1997; Nonogaki y col., 2010). El reinicio
de la respiracion sigue un patron muy similar al de la entrada de agua y
simultdneamente se reactivan las tres rutas respiratorias: la glucdlisis, la ruta de las
pentosas fosfato y el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Botha y col., 1992; Bewley y
Black, 1994; Nonogaki y col., 2010).

La sintesis de proteinas es uno de los eventos mas importantes y de ocurrencia
temprana durante la germinacion de las semillas, aun antes de la sintesis de acidos
ribonucléicos mensajeros (ARNm), (Bewley y Marcus, 1990; Bewley, 1997). Diversos
estudios indican que en los ejes embrionarios de semillas de cereales, la sintesis de

proteinas se reinicia basandose en la traduccion de ARNm que quedaron
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almacenados en los ejes embrionarios desde su maduracion mientras que a tiempos
posteriores se basa en la transcripcion y traducciéon de nuevos ARNm (Sanchez de
Jiménez y col., 1981; Sanchez de Jiménez y col., 1997). En Arabidopsis hay mas de
12000 tipos de ARNm presentes en las semillas secas, mientras que las semillas
secas de cebada y arroz contienen alrededor de 17000 ARNm. La localizacion de
estos mensajes en la semilla seca se desconoce pero podrian estar secuestrados en
RNPsm (complejos ribonucleoproteicos mensajeros) en el citoplasma como ocurre
durante la embriogénesis de alfalfa. Muchos de los genes que codifican ARNm
residuales o almacenados contienen elementos de respuesta a acido abscisico
(ABREs) con el motivo ACGT en sus regiones promotoras y se activan durante la
maduracion de las semillas (Nonogaki y col., 2010)

La maquinaria enzimatica necesaria para reiniciar la sintesis de proteinas se
encuentra en la semilla seca; excepto los polisomas que se ensamblan durante la
imbibicion con ARNm almacenados. En los primeros minutos de rehidratacion los
ribosomas se reclutan en los complejos polisomales sintetizadores de proteinas
usando los ARNm preexistentes. La participaciéon de los ARNm almacenados durante
la germinacion se ha demostrado con el uso de inhibidores de la transcripcion y la
traduccién. El uso de a-amanitina un inhibidor de la polimerasa Il no inhibe la
germinacién, mientras que la cicloheximida un inhibidor de la sintesis de proteinas
previene la emergencia de las radiculas.

Aunque los ARNm almacenados son utilizados durante la imbibicion temprana, se

desconoce cuales de ellos son esenciales para completar la germinacion (Nonogaki y
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col,, 2010). En las primeras etapas de imbibicion, la traduccion de proteinas depende
de los ribosomas existentes, pero la sintesis de nuevos ribosomas se inicia pocas
horas después de la formacion de polisomas (Dommes y Van de Walle; 1990). Los
niveles de los transcritos de los genes de las proteinas ribosomales (PR), se
incrementan rapidamente en los tejidos de semillas no latentes sugiriendo que la
biogénesis de ribosomas es un paso necesario para que se complete la germinacion.
Asi el establecimiento de los componentes clave de la maquinaria de la sintesis de
proteinas parece ser un evento clave durante la germinacion (Nonogaki y col., 2010).
En estudios con ejes embrionarios de semillas de maiz en etapas tempranas de la
imbibicion (hasta 21 h) se demostrd que hay sintesis de factores de iniciacion de la
traduccion (elF). Asimismo, se determind que los factores de iniciacion elF4E y su
isoforma elFiso4E se expresan particularmente en tejidos en desarrollo (Dinkova y
col., 2000). En estudios recientes en este sentido se encontré que el factor elFiso4E
se requiere para la traduccion de los ARNm almacenados en semillas secas y que la
relacion elFiso4E/elF4E en el complejo elF4F es critica para los mecanismos de
control traduccional durante la germinacion de maiz (Dinkova y col., 2011). Por lo
anterior, la regulacién de la germinaciéon puede requerir tanto la remocion selectiva
de algunos transcritos como la sintesis de novo de otros (Nonogaki y col., 2010).

En el maiz, conforme la semilla se acerca a la madurez fisiologica, el ciclo celular se
detiene y permanece asi hasta el momento de la imbibicion. El reinicio de la
proliferacion celular se presenta uUnicamente en las zonas meristematicas del

embrién y este proceso es un evento que ocurre normalmente después del
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crecimiento por alargamiento celular y de la protrusion de la radicula (Baiza y col.,
1989). Gran parte de las células del embrion de las semillas se encuentran
“arrestadas” en la fase G1 del ciclo celular y durante las cuatro primeras horas de
germinacién ocurre una sincronizacion de todas las células en la fase G1, pero sélo
una parte de éstas células entra a la fase S entre las 12 y 15 horas después del inicio
de la imbibicién (Georgieva y col., 1994).

Por otro lado, cuando el embridbn comienza a crecer sus procesos metabdlicos se ven
afectados por fitorreguladores que controlan los procesos de crecimiento,
diferenciaciéon y movilizacion de reservas. No sélo las hormonas vegetales
promueven el crecimiento de las plantas; sino que también puede ser estimulado por
diferentes efectores y condiciones ambientales (Sanchez de Jiménez, 2000; Garcia
Flores, 2001).

En resumen, en las primeras etapas de imbibicidon de la fase | hay una salida de
solutos y metabolitos de bajo peso molecular. Posteriormente, se presenta la
reestructuracion de las membranas adquiriendo una configuracion mas estable con lo
que la salida de solutos se detiene (Bewley, 1997). Asimismo, se reanuda
rapidamente la actividad metabdlica y todos los componentes para el
restablecimiento de la sintesis de proteinas durante la imbibicién estan presentes en
las semillas secas, aunque los polisomas estan ausentes. Sin embargo, durante los
primeros minutos de la rehidratacién existe una disminucién en el numero de
ribosomas libres ya que son reclutados en los complejos de polisomas, sintetizadores

de proteinas. La sintesis inicial de proteinas depende de los ribosomas y ARNm
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almacenados, aunque nuevos ribosomas y ARNm se sintetizan en etapas posteriores

(Bewley y Black, 1994; Bewley, 1997).

2. Sintesis de proteinas en eucariontes

La sintesis de proteinas es uno de los procesos celulares que requiere gran consumo
de energia, por lo que su regulacién esta acoplada al estado metabdlico de las
células (Warner, 1999; Pestova y Hellen, 2000; Rutter y col., 2002). Por lo tanto, la
velocidad de la sintesis de proteinas se regula integrando el proceso de traduccion
con otras vias metabdlicas y procesos del desarrollo. En este sentido, se han
observado cambios rapidos en la regulacion de la velocidad de traduccién durante la
mitosis, en respuesta a diferentes tipos de estrés y al tratamiento con hormonas y

factores de crecimiento (Hershey, 1989).

2.1 Estructura de los ribosomas

La funcién de los ribosomas en todos los organismos eucariontes es la de unir los
aminoacidos por medio de enlaces peptidicos para formar proteinas, empleando la
secuencia de nucledtidos de un ARNm maduro; este proceso es conocido como
traduccién o sintesis de proteinas (Nygard y Nilsson, 1990).

Los ribosomas son complejos ribonucleoproteicos con un coeficiente de
sedimentacién (CS) de aproximadamente 80S, en el caso de los organismos
eucariontes. Estan compuestos por dos subunidades con CS de aproximadamente

40S y 60S. Cada subunidad consta de dos tipos de moléculas: fragmentos de acido
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ribonucléico ribosomal (ARNr) y proteinas ribosomales (PR), (Lewin, 1997; Mathews
y col., 2007).

La subunidad grande (60S) tiene un peso aproximado de 2.45-2.5 MDa y contiene
aproximadamente 50 proteinas diferentes y tres moléculas de ARNr con un CS de
5S, 5.8S y 28S respectivamente y la pequena (40S) pesa alrededor de 1.5 MDa y
consta de un ARNr de 18S y aproximadamente 30 proteinas ribosomales (Lewin,

1997; Verschoor y col., 1996).

2.2 Fases de la sintesis de proteinas
El proceso de traduccion puede ser dividido en tres etapas:

a) La etapa de iniciacion que comprende la formacion del complejo activo de
iniciacién, compuesto por el ARNm sobre el ribosoma con la posicion AUG
sobre el sitio correcto y la molécula de ARNt de metionina, asi como de
factores de inicio.

b) La etapa de alargamiento que involucra la formacion de la unién peptidica
entre un aminoacido y el siguiente. Esta etapa requiere de la participacion de
factores de elongacion.

c) La etapa de terminacion involucra el reconocimiento del triplete de terminacién
del ARNm por los correspondientes factores de terminacion (Lewin, 2000).

El primer y mas importante punto para ser decidido en el inicio de la sintesis de
proteinas es la seleccion entre muchos mensajes presentes en la célula, aquellos

que seran incorporados en el ribosoma para su traduccion.
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Durante la etapa de iniciacion se forma de un complejo de iniciacion 43S constituido
por la subunidad 40S, el ARNt met y varios factores de iniciacion (elF’s). En esta
etapa se requiere la formacion de un complejo ternario elF2-GTP+<Met-tRNA que une
a la subunidad ribosomal 40S para formar el complejo 43S. Posteriormente, se
recluta el ARNm al complejo 43S para formar el complejo de iniciacion 48S (Figura
2). Este paso es limitante para el inicio y es donde se establece la competencia entre
los ARNm para ser traducidos. Los elementos cis del ARNm que estimulan este
proceso incluyen el CAP (‘'mGpppN) 5-terminal, la secuencia de poli(A) 3’-terminal, y
elementos de entrada interna del ribosoma (IRES) en la regién 5 no traducible (5°
UTR) presentes en algunos casos de ARNs virales y celulares. Los factores “trans”
incluyen a elF3, la proteina que une poli(A) (PABP) y los factores elF4. elF3 es una
proteina multimérica de 520 kDa requerida tanto para la unionde Met-tARN, como del
ARNm. PABP es una proteina de aproximadamente 70kDa que se une a la cola de
poli(A) y forma homo-oligdbmeros. Los factores elF4 (Tabla 1) consisten de elF4A,
una helicasa ATP-dependiente de 46 kDa; elF4B, de 70kDa que une ARN y estimula
la actividad de elF4A; elF4E, de 25 kDa que reconoce el CAP, y el elF4G de
aproximadamente 200 kDa que forma complejos con el elF4E (que en conjunto
forman el elF4F) y las demas proteinas fungiendo como punto de anclaje para la
formacion del complejo de iniciacion 48S. El complejo 48S recorre la regién 5’'UTR
hasta encontrar el primer AUG en contexto apropiado para iniciar la traduccion. Este

proceso requiere hidrélisis de ATP mediado por el elF4A y por la presencia de los
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factores elF1 y el elF1A. Una vez encontrado el AUG, elF5, una proteina activadora
de GTPasa, junto con el elF5B, estimulan la hidrdlisis de GTP por elF2. Algunos de
los factores de iniciacién son separados del complejo por la subunidad ribosomal 60S
para dar lugar al ribosoma 80S, y se produce la formacién del primer enlace

peptidico (Kozak, 1991; Pain, 1996; Martinez Silva y col., 2009).

43S Traduccion

Figura 2. Iniciacion de la traduccion CAP dependiente en eucariontes (Tomado de Martinez
Silva y col., 2009).
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Tabla 1. Factores de traduccién y su funcién (Tomado de Martinez Silva y col., 2009).

FACTOR TAMANO FUNCION SITIOS DE UNION
elF1 (a) ~12 KDa Forma complejo multi-factor con elF2, eIF3, eIF5, Sitio de union a eIF3
Met-tRNA M.
Reconocimiento codon-anticodon
elF1A (a) ~17 KDa Andlogo a IF1 de bacteria. Se asocia a 40S en sitio A. Sitio de union a 40S
Retrasa la re-asociacion con la subunidad 60S. Puen-
te entre los factores de inicio y el ribosoma
elF2a Recluta al tRNAMe Sitio de union a tRNA (no
elF2p Andlogo IF2-tRNAi de bacteria. Une el Met-tRNA™M, identificado)
elF2y GTP y la subunidad 40S en sitio P. 3 elementos de unién a GTP
Forma parte del complejo ternario 43S. Subunidad
reguladora: o; actividad GTPasa: y; union a eIF5B: B
elF2B Intercambia GDP/GTP para liberar a elF2 Sitio de union a eIF2
(a,b,d)
elF3 (11) ~750 kDa Analogo IF3 de bacteria. Une varios eIFs y a la subu- Motivos de reconocimiento de
nidad 40S. Estabiliza al complejo de pre-inicio 43S RNA
elF4B ~57 kDa Helicasa que estimula eIF4A Motivos de reconocimiento a
RNA (RRM), dominio DRYG
elF4A ~50 kDa Helicasa RNA-dependiente Motivo de union a ATP, ATPa-
sa A, motivos de union a RNA.
Motivos SAT requeridos para
la actividad de helicasa
elF4E ~24 kDa Proteina que reconoce y se une 5'CAP (m’GpppN) del Motivos de uniéon a 5’ CAP y a
MRNA elF4G
elF4G ~160 kDa Puente de anclaje. Une varios factores Sitio de union a eIF4E, riboso-
mas, elF4A
elF4H ~25kDa Helicasa, junto con eIF4B estimula la actividad de
elF4A
elF5 ~50 kDa Parte del complejo multi-factor. Estimula la hidrélisis  Sitio de union a eIF3
de GTP por eIF2 actuando como GTPasa
elF5B ~180 kDa Anadlogo IF2-GTP. Une elIF1A. Sitio de uniona a eIF1A
Actividad GTPasa conjunta con eIF2 durante recono-
cimiento codon de inicio
elF6 Se asocia con la subunidad ribosomal 60S previnien-  Sitio de union a 60s

do su asociacion con la subunidad 40S, regula la
traduccion en respuesta a senales extracelulares Es
esencial en la biogénesis de ribosomas

Recientemente se ha reportado que algunos factores de ensamblaje del ribosoma
tardios tienen la funciéon de prevenir la iniciacion prematura de la traduccion con
subunidades inmaduras, evitando que las particulas pre-40S se ensamblen en
ribosomas, lo que resultaria en su rapida degradacion. Para ello bloquean cada paso

del inicio de la traduccién (Strunk y col., 2011).
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La fase de alargamiento requiere de la participacién de los factores de elongacion
eEF1A y 1B y el eEF2 (Merrick, 1992). Esta fase involucra la adicion secuencial de
aminoacidos con la formacién de enlaces peptidicos (Remacha y col., 1995).

La fase de terminacion ocurre cuando el codén de terminacion (UAA, UAG o UGA)
se posiciona en el sitio A del ribosoma y no puede ser reconocido por ningun ARNt.
El factor de liberacion eRF promueve la ruptura del peptidil-ARNt, liberando la

proteina (Browning y col., 1990; Kapp y Lorsch, 2004).

2.3 Mecanismos de regulacion de la sintesis de proteinas
Dentro del complicado esquema de la sintesis de proteinas hay muchos sitios
posibles sobre los cuales se puede ejercer el control traduccional (Sanchez de
Jiménez, 2000). La mayor parte de la regulacion traduccional opera durante la fase
de iniciacion de la sintesis de proteinas (Hershey, 1989). Hay mecanismos que
activan o bloquean la traduccién y otros disefiados para introducir selectividad al
proceso (Jefferies y Thomas, 1996; Sanchez de Jiménez, 2000).
El control de la expresion genética a nivel traduccional es un control de respuesta
rapida, reversible, que permite un ajuste fino en la cantidad y tipo de proteinas, la
regulacion coordinada de familias de proteinas y la eficacia en sistemas que carecen
de un mecanismo de control transcripcional, especialmente en el caso de células
animales sin nucleo, como los reticulocitos y las plaquetas o trombocitos (Mathews y

col., 2000; Gingras y col., 2001).
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La eficiencia de traduccion de un ARNm depende de los elementos estructurales
propios de sus regiones 5 y 3’ no traducibles (5’UTR y 3'UTR), asi como de la
disponibilidad y la actividad de los factores que reconocen estas estructuras (Gingras
y col., 1999).

La sintesis de las proteinas de la maquinaria traduccional (proteinas ribosomales,
factores de traduccion, etc.), depende tanto de la maquinaria de traduccién como de
la cantidad y la estructura de los ARNm. Los ARNm que codifican para la gran
mayoria de las proteinas ribosomales y factores de traduccion, exhiben una
caracteristica estructural definida: una secuencia rica en pirimidinas, ubicada en
seguida de la estructura 5° CAP, designada TOP (del inglés, tract of oligopyrimidine)
(Meyuhas y Horstein, 2000), que se ha propuesto puede conferir selectividad
traduccional a los mensajes, en respuesta a diversos estimulos como mitogénos
(Shah y col., 2000) y/o factores nutricionales (Meyuhas y Horstein, 2000; Proud,

2002).

2.4 Sintesis de proteinas en plantas y su regulacion
Los ribosomas de las plantas poseen cuatro ARNr, el 18S, 25S, 5.8S y 5S, estos
presentan un numero muy alto de copias por genoma (Bailey-Serres, 1998).
Los factores de traduccidén ya mencionados para animales, se han descrito también
en plantas. Todas las proteinas mencionadas en el complejo 43S han sido descritas

en varios cereales como trigo, maiz y arroz (Bailey Serres, 1998, Dinkova, 2000).
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Un punto importante en la regulacion de la traduccion en plantas es el
reconocimiento del coddn iniciador que requiere de la unidon de GTP dentro del
complejo elF2-GDP. Este intercambio ciclico GDP-GTP es el ciclo del elF2 y requiere
la presencia del factor elF2B (Jayachandran y Bailey-Serres, 1995; Mathews y col.,
2000).

En plantas existen dos tipos de factores de iniciacién, el elF4E vy el elFiso4E, unidos
a su respectivo factor elF4G ¢ eiFiso4G. Todos los factores unidos forman el

complejo elF4F (Mathews y col., 2000).

2.5 Regulacion de la sintesis y fosforilacion de los componentes del sistema
traduccional

Durante la fase de iniciacién de la sintesis proteica se han identificado proteinas
ribosomales fosforiladas sugiriendo que la fosforilacion puede ser un mecanismo que
regula la traduccion (Vidales y col., 1984; Hershey, 1989). La fosforilacién de las
proteinas ribosomales es un fendmeno generalizado en células animales y vegetales.
Existen reportes de que la fosforilacidon tanto de las proteinas ribosomales, como de
los factores de iniciacion y elongacion, participan en el control de la traduccién de los
ARNmM en diferentes tipos celulares eucariontes (Pérez y col., 1993).
Los factores de iniciacion (elF’s) son otro punto de regulacién de la sintesis de
proteinas. La fosforilacion de diversos elF es alterada por la presencia de mitégenos,
factores de crecimiento y en respuesta a estrés. Un factor importante en la regulacion

de la traduccién es el elF2B que se ha encontrado fosforilado en diversos sitios. El
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factor elF4B esta involucrado en la union a cap y en la seleccion de ARNm, su grado
de fosforilacion correlaciona con la activacién de la sintesis de proteinas. Otro factor
que puede ser fosforilado es el elF4F y se considera un factor limitante de la sintesis
de proteinas ya que selecciona los ARNm a traducir. El factor de iniciacion elF4E, es
otra proteina que reconoce la estructura Cap de los ARNm. En mamiferos se ha
encontrado que la cantidad de elF4E libre esta fuertemente regulada por la union del
4E en un complejo inactivo con la proteina de union 4E (PHAS). La liberacion de 4E
requiere de la fosforilacion del complejo 4E-BP por una cinasa activada por insulina y
factores de crecimiento. En plantas se han detectado dos isoformas del factor 4E, sin
embargo no se ha encontrado la proteina de union a 4E. Existe una regulacion en la
expresion de las isoformas elF4E, elF(iso)4E, elF4G y elF(is0)4G durante la
germinaciéon de maiz (Kleijn y col., 1998; Hershey, 1989; Dinkova y Sanchez de
Jiménez, 1999; Sanchez de Jiménez, 2000). Asimismo, se ha reportado que la
expresion del factor elF(iso)4E se regula a nivel traduccional (Dinkova y col., 2000).
Recientemente se demostré6 mediante estudios de traduccion in vitro con mensajes
aislados de ejes embrionarios de maiz sin imbibir o imbibidos por 24 h que la relacién
de los factores elF(iso)4E a elF4E en el correspondiente complejo elF4F es critico
para el control traduccional durante la germinaciéon de maiz. En particular se encontro
que se requiere el factor elF(iso)4dE para la traduccion de los mensajeros

almacenados en las semillas secas (Dinkova y col., 2011).
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La fase de alargamiento de la sintesis de proteinas es promovida por factores como
el eEF-1 y el eEF-2 usando como sustrato aa-ARNt. Estos factores pueden ser
fosforilados, en la subunidad a o B La fosforilacion del factor eEF-2 es especifica por
una cinasa denominada protein-cinasa Il dependiente de Ca?* / CaM (Hershey,
1989).

Otro factor que se ha sugerido puede contribuir a la regulacién traduccional es la
heterogeneidad de los ribosomas, la cual puede atribuirse a diferencias en la
composicién de proteinas o a modificaciones posttraduccionales. En plantas se han
descrito cambios en la composicion de proteinas ribosomales durante el
enverdecimiento (Koyama y col., 1996, Szick-Miranda y Bailey Serres, 2001) también
reportaron heterogeneidad de ribosomas en distintos 6rganos de maiz y a nivel
subcelular durante el desarrollo y en respuesta a condiciones ambientales. Estos
resultados sugieren que la composicion de ribosomas en distintos tejidos o en
determinadas etapas de desarrollo puede contribuir a una regulacion fina a nivel
traduccional en respuesta a estimulos especificos o a sefiales del desarrollo.
Metodologias como la inmunopurificacion de polisomas permiten el analisis de la
expresion génica y el significado funcional de la heterogeneidad de los ribosomas

(Zanetti y col., 2005).
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3. Efectores de la via de senalizacidon que regula la traduccion
3.1 Via de transduccion de senales inducida por insulina en animales y
plantas
3.1.1. Efectos generales de la insulina en animales
La insulina es una hormona peptidica de aproximadamente 6KDa, compuesta de 51
aminoacidos que secretada por las células 8 del pancreas que regula principalmente
el metabolismo anabdlico en tejidos como el higado, el musculo y el tejido adiposo,
asi como también estimula la sintesis de proteinas (Saltiel y Kahn, 2001). La
expresion del gen de la insulina esta regulada por las concentraciones de AMPc y/o
glucosa (Rutter, 2002). Entre las respuestas a esta hormona se encuentran el
transporte de glucosa y la activacién o inhibicion de algunas enzimas. En periodos
mas largos, esta hormona estimula la sintesis de acidos nucleicos, de proteinas y
promueve el crecimiento celular (Proud y Denton, 1997; Mathews y col., 2000;

Mounier y Posner, 2006).

Los IGFs son proteinas semejantes a la insulina, estos factores regulan el
crecimiento, el tamafio corporal e inducen la sintesis de proteinas (Efstratiadis,
1998). Se conocen hasta el momento dos tipos de IGFs (IGF-I, IGF-II) que son 50%
similares a la insulina, en términos generales, estos factores se consideran
mitégenos debido a su importancia en la proliferacion celular, sobre todo en la etapa

fetal de los mamiferos (Erwin y col., 2000; Quevedo y col., 2000).
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3.1.2. Receptores de insulina
Los receptores de insulina e IGFs son miembros de una familia de cinasas de tirosina
(Ulrich y Schlessinger, 1990). La unidon de los efectores a dichos receptores inicia
una cascada de sefalizacion que involucra la activacion de cinasas como la
fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K), las cinasas activadas por mitégenos (MAPKSs) y la
cinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK), ademas de la activacion de enzimas
importantes como la cinasa TOR (por sus siglas en inglés, target of rapamycin) y la
S6K1 (Proud y Denton, 1997; White, 1998; Nijhout, 2003). Recientemente se ha
demostrado que la cinasa mTOR vy su efector S6K1 se encuentran en la encrucijada
de la senalizacion nutrientes-hormonas, que esta involucrada en respuestas

patolégicas como la obesidad, la diabetes y el cancer (Dann y cols., 2007).

3.1.3. Via de senalizacion PI3K-TOR, segundos mensajeros y otros
intermediarios
Se ha reportado que la insulina, los factores semejantes a insulina (IGF - | e IGF - 1),
la interleucina y los factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), asi como varios
compuestos con accidon mitogénica pueden ser efectores de esta via de transduccion
(Thomas y col., 1982; Proud, 1994; Burgering y col., 1994; Brown y col., 1995).
Los receptores para insulina y para los IGFs son miembros de una superfamilia de
receptores tipo cinasa de tirosina, al unir a sus efectores, se induce su actividad

intrinseca de cinasa de tirosina e inician la transduccién de la senal. La senal
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originada por la interaccion hormona/factor de crecimiento-receptor es internalizada a
la célula, a través de una cascada de reacciones de fosforilacidn que involucran
diferentes cinasas y la produccién de metabolitos especificos que funcionan como
segundos mensajeros. Entre las cinasas involucradas se encuentran la fosfatidil-
inositol 3-cinasa (PI3K), la proteina cinasa B (PKB), cinasa 1 dependiente de
fosfoinositidos (PDK1) y las cinasas activadas por mitdgenos (MAPKSs), la activacion
de estas cinasas se relaciona con diversos efectos en el crecimiento, tales como el
incremento en la division celular, en el tamafio celular, en la sintesis de proteinas, en
la migracién celular y en la inhibicion de la apoptosis (Peruzzi y col., 1999; Harrington
y col., 2005).

La figura 3 muestra como la union de la insulina a su receptor resulta en la
autofosforilacién del receptor en residuos de tirosina y en la fosforilacién de tirosinas
de los sustratos del receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2) por la tirosina cinasa del
receptor de insulina. Esto permite la asociacién de los IRSs con la subunidad

regulatoria de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) (Bevan, 2001).
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Figura 3. Via PI3K-Complejo1 mTOR-S6K. La proteina cinasa blanco de rapamicina
(mTOR) existe en dos complejos estructurales distintos. El complejo 1 mTOR, que contiene a
Raptor, es regulado por efectores que incluyen aminoacidos, ATP e insulina, los cuales
inician diversas cascadas de sefializacion (las flechas discontinuas indican incertidumbre en
los mecanismos involucrados). Estudios recientes indican que el Complejo 2 mTOR no se
encuentra rio arriba del complejo 1 mTOR. La fosforilacién de S6K1 por el complejo 1 mTOR
permite a PDK1 fosforilar y activar a S6K1. (Tomado de Dann y col, 2007).

En la figura 3 se observa también como los factores de crecimiento y las hormonas
como la insulina regulan al complejo 1 mTOR a través de la via de senalizacion de
PI3K clase I. En la membrana, la PI3K clase | produce el segundo mensajero
fosfatidil inositol (3, 4, 5)- trifosfato [Ptdins (3, 4, 5)Ps], el cual se une al dominio PH
de las proteinas blanco PKB (también conocidas como Akt) y a la PDK1. La union de

[PtdIns (3, 4, 5)P3] al dominio PH de PKB/Akt recluta a esta cinasa a la membrana
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celular, donde es activada a través de la fosforilacion concertada por PDK1 en la
posicion Tre308 y por el complejo 2 mTOR en el residuo Ser473. El principal
regulador negativo de este paso parece ser la fosfatasa PTEN. PTEN convierte
[Ptdins (3, 4, 5)P3] en [Ptdins (4, 5)P;]. A su vez, la PKB/Akt activada tiene varios
sustratos, incluyendo la glucégeno sintasa, factores de transcripcion y la proteina 2
de esclerosis tuberosa (TSC2) del complejo TSC1-TSC2, que actua como un
complejo supresor de tumor. La fosforilacion de TSC2 resulta en la disociaciéon y
degradacion del complejo TSC1-TSC2, liberando la GTPasa homodloga de RAS
(denominada Rheb), y permitiéndole alcanzar el estado activo (unién a GTP), lo que
facilita a su vez la transmision de la sefial del complejo 1 mTOR a sus sustratos, ya
sea a través de la activacion directa del complejo 1 mTOR o de su movilizacion a un
compartimento celular (Dann y col, 2007). Entre los sustratos de este complejo se
encuentran 4E-BP1 y S6K. ElI complejo 1 mTOR fosforila e inhibe a 4E-BP1,
liberando de la represién al factor elF4E y activando la sintesis de proteinas y la
progresion del ciclo celular. En paralelo, el complejo 1 mTOR y PDK1 activan a la
cinasa S6K1, que esta involucrada en la regulacion de la sintesis de proteinas,
tamafio celular, progresion del ciclo celular y homeostasis de la glucosa (Long y col.,
2005; Ruvinsky y Meyuhas, 2006). La via de senalizacion PI3K clase I-PKB también
es activada por otros factores de crecimiento, tales como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factores de crecimiento semejantes a insulina (IGFs) y factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Una vez activada PKB a través de estas

vias, puede mediar la fosforilacién de varios sustratos especificos, como los descritos
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anteriormente, ademas de la caspasa 9 y la proteina antagonista de muerte celular
BCL-2, culminando en la respuesta de sobrevivencia. Aunque la activacion del
complejo 1 mTOR esta involucrada en esta respuesta, la actividad cinasa de este
complejo no puede ser disparada por la PI3K clase | en ausencia de nutrientes o
energia celular (Dann y col., 2007; Patursky-Polischuk y col., 2009).

El estudio del papel de los nutrientes, especificamente los aminoacidos, revelo la
existencia de una nueva cascada de sefalizacion que activa el complejo 1 mTOR. En
estudios previos se encontré que la induccion de la fosforilacion de S6K1 y 4EBP1
por aminoacidos, especialmente el aminoacido ramificado leucina, depende del
complejo 1 mTOR. Estudios recientes indican que la transducciéon de la senal de
aminoacidos al complejo 1 mTOR no requiere del complejo TSC1-TSC2, ya que se
observo una fosforilacion elevada de S6K1 en células carentes de TSC1 y TSC2. Al
parecer, se requiere de Rheb-GTP para esta respuesta, pero este complejo es
insuficiente para activar al complejo 1 mTOR en ausencia de aminoacidos. Estos
resultados indican que la activacion del complejo 1 mTOR por aminoacidos puede
ocurrir a través de una via de senalizacion paralela (Figura 3). En estudios previos,
se ha descrito que la estimulacion por aminoacidos del complejo 1 mTOR es sensible
a wortmanina, a pesar de que los aminoacidos no inducen la activacion de PKB. A
través de estudios farmacoldgicos, bioquimicos y moleculares, se ha demostrado que
los aminodacidos regulan la actividad de una PI3K clase Ill y que la activacion de
S6K1 y del complejo 1 mTOR por aminoacidos requiere de esta PI3K clase Il (Dann

y col., 2007).
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En animales la fosforilacion de PRS6 requiere de la activacion de la cinasa S6K de
70 kDa, (S6K1 o S6K2) (Fumagalli et al.,, 2000, Kozma y Thomas, 2002). S6K es
activada por mitdégenos, por insulina y por una gran cantidad de aminoacidos, los
cuales disparan una cascada de transduccion de sefiales que activan a S6K1 por
medio de una serie de eventos jerarquicos de remodelacion de la conformacion de la
proteina. (Kozma y Thomas, 2002). La concentracion intracelular de ATP controla
directamente la actividad de la cinasa S6K a través de la regulacién de la actividad
de TOR (Dennis y col., 2001). La activacion de S6K se requiere para completar la
fase G1 y la progresion a la fase S del ciclo celular y tiene un papel importante en la
regulacion del tamano celular en mamiferos y la mosca de la fruta (Peterson y
Schreiber, 1998).

En mamiferos, las cinasas p70 (se han reportado dos isoformas) de la proteina
ribosomal S6 de la subunidad 40S, colectivamente denominadas S6K1, tienen un
papel importante en el control del crecimiento celular. Esta cinasa tiene un dominio
N-terminal altamente acido, seguido por el dominio catalitico con funcion de cinasa
Ser/Thr y por el dominio regulatorio C-terminal (Hou y col., 2007). En Drosophila y
mamiferos, las cinasas S6Ks son activadas por estimulos mitogénicos, por la insulina
y por aminoacidos (Williams y col., 2003).

La activacion de la S6K1, involucra una serie compleja y secuencial de
fosforilaciones multiples de las serinas y treoninas (Rebholz y col., 2006). Esta
fosforilacién involucra al menos ocho residuos de Ser/Thr, que incluyen a la Tre229,

Ser371, Tre389, Ser404, Serd11, Serd418, Tred21, y Serd24, las cuales estan
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localizadas en el dominio catalitico y en el dominio C-terminal (Hou y col., 2007).

La fosforilacion comienza en los sitios Ser/Tre-Pro (Serd411, Ser418, Tre421, y
Ser424), localizados dentro del dominio autoinhibitorio adyacente al dominio C-
terminal. Este suceso facilita la fosforilacion de la Tre389 en la region de union,
eliminando la autoinhibicion. La fosforilacién de la Tre389, la cual es sensible a la
rapamicina y mediada por mTOR/RAPTOR, parece ser critica y un paso limitante en
la activacién de la S6K1. Subsecuentemente, gracias a esta ultima fosforilacion,
S6K1 se une y es fosforilada por la cinasa dependiente de fosfoinositidos 1 (PDK1)
en la Tre229, en el sitio catalitico de activacién y de esta manera se lleva a cabo su
activacion. (Hou y col., 2007).

En mamiferos se ha observado que la actividad de las S6Ks es inhibida por
inhibidores de la PI3K y por la rapamicina, indicando que las sefiales de PI3K y
mTOR son requeridas para la activacion de estas cinasas (Raught y col., 2001).

La prS6 fue el primer substrato identificado de la S6K1. Algunos otros substratos
menos caracterizados de esta cinasa son el factor de transcripcion CREMT, el factor
exportador CBP80 involucrado en el procesamiento del ARN, la proteina apoptoética
BAD, la cinasa eEF2 involucrada en el control de la traduccién, asi como la proteina
SKAR que es homologa a la familia de proteinas involucradas en el procesamiento y
exportaciéon del ARNm del nucleo al citoplasma (Tee y Blenis, 2005).

Mucho del conocimiento acerca de la cinasa TOR esta basado en el uso de
rapamicina, una droga macrolida lipofilica. La rapamicina inhibe la progresién del

ciclo celular a través de su interaccion especifica con un receptor llamado FKBP12.
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El complejo rapamicina/FKBP12 interactia con TOR a través del dominio de unioén a
rapamicina-FKBP12 (FRB) el cual se encuentra flanqueando el dominio cinasa (Tee
y Blenis, 2005).

TOR pertenece a la familia de cinasas relacionadas a las cinasas de fosfoinositidos
(PIKK) (Tee y Blenis, 2005). Esta cinasa es un importante regulador del comienzo de
la traduccion a través de al menos dos vias distintas pero a su vez relacionadas. Por
una parte, esta controlando la fosforilacién de la proteina 4EBP1 (proteina de union
al factor de iniciacién de la traduccion eucariético 4E), que a través de una serie de
eventos conduce a la formacion de un componente activo necesario en el complejo
de iniciacién de la traduccion de la subunidad ribosomal 40S, permitiendo asi la
traduccidn de muchas de las proteinas asociadas con el control del crecimiento y la
proliferacion celular. En la segunda via controlada por TOR, se da la fosforilacién de
la prS6 a través de la cinasa S6K (llamada ZmS6K en maiz) que estimula la
traduccién de los ARNm 5TOP. Estos ARNm, los cuales representan un 30% del
ARNm total en una célula, codifican muchos de los componentes del aparato
traduccional, incluyendo proteinas ribosomales, asi como factores de iniciacion de la

traduccién y alargamiento (Stolovich y col., 2002).

A pesar de los diversos procesos controlados por mTOR se conoce poco acerca de
sus sustratos. Recientemente se han usado estudios del fosfoproteoma por
espectrometria de masas cuantitativa para definir las redes de sefalizacién rio

debajo de mMTORC1 y mTORC2. La caracterizacién del sustrato de mTORC1 la
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proteina de unién al receptor del factor de crecimiento Grb10, demostré que la
fosforilacion mediada por mTORC1 estabiliza a Grb10 y lleva a la inhibiciéon por
retroalimentacion de las vias PI3K y ERK-MAPK (Yu y col., 2011).

La cinasa TOR ha sido reportada tanto en Arabidopsis thaliana como en Zea mays.
Se ha observado que esta cinasa participa durante la germinacion de semillas de
maiz (Dinkova y col. 2007).

Las proteinas acidas son componentes de la subunidad mayor del ribosoma, su
region carboxi-terminal se encuentra altamente conservada. Se ha observado que
interactuan con los factores de elongacion y por tanto participan en la traduccioén. El
papel de la fosforilacion de las proteinas ribosomales acidas en el proceso de
traduccion no es claro. Sin embargo, se sabe que éstas no se encuentran
fosforiladas en el citoplasma y su fosforilaciéon afecta su conformacién y al parecer
controla su afinidad por el ribosoma, manteniendo la estabilidad de la asociacion
ribosoma - proteinas acidas. No se ha establecido si la fosforilacion de estas
proteinas ocurre después de su union con el ribosoma o es un evento citoplasmico

(Vidales y col., 1984; Aguilar y col., 1998).

3.1.4. Genes regulados por Insulina
La insulina incrementa la transcripcion de genes que codifican enzimas involucradas
en el transporte y oxidacién de la glucosa, (como fosfoenolpiruvato carboxi-cinasa
PEPCK) y en la sintesis de acidos grasos (como la acetil-coA carboxilasa y la acido

graso sintasa) (Nakae y col., 2001; Mounier y Posner, 2006).
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Al parecer la insulina regula la transcripcion afectando el nivel, la localizacién y la
actividad de los factores de transcripcion (Mounier y Posner, 2006). La inhibicién de
la expresidon génica en respuesta a insulina, es mediada por la via de la la fosfatidil
inositol 3 cinasa (PI3K) y Akt (Scott y col., 1998; Nakae y col., 2001). Los principales
factores de transcripcién involucrados en la regulacion transcripcional en respuesta a

insulina son las proteinas Foxo, las SREBP y las Sp1 (Barthel y col., 2005).

3.1.5. Proteinas similares a insulina en plantas
En plantas, varias evidencias han sugerido la presencia de péptidos tipo insulina,
tales como los identificados en espinaca, Lemma gibba G3 y Canavalia ensiformis,
algunos de los cuales estimulan la captacion de glucosa en animales. En maiz se ha
aislado y caracterizado un péptido semejante a insulina denominado ZmIGF de 5.7
kDa que se ha demostrado que regula el crecimiento y desarrollo de ejes
embrionarios de maiz (Collier y col., 1987; Garcia-Flores y col., 2001; Rodriguez-
Lépez y col., 2011). En maiz, también se han identificado ortdlogos de las proteinas
TOR y S6K y se tienen evidencias que apoyan la existencia de la via de sefalizacion
PI3K-TOR (Sanchez de Jiménez, 2000; Agredano-Moreno y col., 2007; Dinkova y

col., 2007; Sotelo y col., 2010).
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3.2 Via de Transduccion de senales inducida por auxinas en plantas
3.2.1. Efectos generales de la auxina

Las auxinas constituyen un pequeio grupo de hormonas vegetales que originalmente
fueron identificadas por su efecto promotor de respuestas tropicas (Sitbon y Perrot,
1997). La auxina natural considerada la mas importante es el acido indol - 3 —
acético (AIA), (Napier y Venis, 1991; Sitbon y Perrot, 1997), otras auxinas naturales
identificadas son: 4-C1-AlA y el acido indol-3-butirico (AIB), mientras que entre las
auxinas sintéticas que son utilizadas por inducir efectos similares a las naturales y
también se usan como herbicidas, estan el acido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D), el
acido 1-naftalenacético (a-ANA) y el acido 3,6 dicloro o- anisico (DICAMBA) (Sitbon y
Perrot, 1997).

Estas hormonas regulan multiples procesos durante el crecimiento, el desarrollo y la
diferenciacion de las plantas (Walker y Estelle, 1998; Guilfoyle y col., 1998). Las
respuestas de las plantas a las auxinas se pueden observar a diferentes niveles; por
ejemplo, a nivel de la planta completa regulan la dominancia apical, las respuestas
tropicas, la formacion de raices laterales, el desarrollo de tejidos vasculares y la
senescencia (Macdonald, 1997; Sitbon y Perrot, 1997). A nivel celular las respuestas
a las auxinas involucran la expansion y la division celular (Weijers y Jurgens, 2004;
Dharmasiri y Estelle, 2004).

Entre los efectos moleculares de las auxinas se pueden mencionar: la induccion de la
actividad de la ATPasa de protones de la membrana plasmatica y la induccion en

diversos tejidos blanco de la expresion de genes especificos de respuesta a auxinas

35



entre los que se encuentran la familia Aux/IAA, la familia SAUR, la familia GH3, y los
que codifican para proteinas ribosomales (Abel y Theologis, 1996; Gantt y Key, 1985;
Macdonald, 1997).

En resumen, las auxinas pueden estimular o inhibir el crecimiento celular
dependiendo de su concentracion y localizacion dentro de la planta y de sus
interacciones con las vias de sefalizacion inducidas por otras hormonas vegetales.
Recientemente se ha reportado que la homeostasis de las auxinas y los procesos de
desarrollo de raices laterales relacionados con estas hormonas dependen de la
regulacion mediada por micro-ARNs de componentes clave de la sefalizacion de
auxinas, como los ARFs (por sus siglas en inglés, auxin response factors), el
activador transcripcional NAC1 (miembro de la familia de factores de transcripcion
NAM/ATAF/CUC) y los genes de la familia GH3 que son inducidos por auxinas (Guo
y col., 2005; Eckardt, 2005; Mallory y col., 2005; Sorin y col., 2005).

El mecanismo de accidn a nivel molecular de las auxinas no se conoce con precision.
El conocimiento de los intermediarios de las cascadas de transduccién de senales de
auxinas desde su percepcidon hasta la alteracion de la expresion genética u otras
respuestas podrian ser la clave para entender el(los) mecanismo(s) de accion

primario(s) de las auxinas (Abel y Theologis, 1996).
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3.2.2. Genes regulados por auxinas
Se ha demostrado en diversos estudios que después de la aplicacion de auxinas hay
una modulacion de la expresion genética. Estudios recientes de genomas completos
revelan que la expresion de cientos de genes se reprime o se induce por las auxinas.
Los primeros estudios se realizaron en chicharos y en soya y permitieron identificar
cuatro familias de genes cuya expresion es rapidamente inducida por la aplicacion de
auxinas exogenas (Abel y Theologis, 1996; Guilfoyle y col., 1998; Garbers y
Simmons, 1994; Koshiba y col., 1995; van der Zaal y col.,, 1996; Hobbie, 2007,

Chapman y Estelle, 2009).

. SAURs (ARNs pequefos estimulados por auxinas) codifican para proteinas
pequefias de 9 a 10 kD, de funcién desconocida, su patrén de expresion indica que
podrian estar involucradas en el alargamiento de la célula. Se ha visto que una
proteina de (SAUR) de maiz tiene una localizacion nuclear y un tiempo de vida corto,
y hay evidencias que sugiere que las SAURs se unen a la calmodulina y pueden
estar reguladas por calcio.

. GH3 son genes que codifican para enzimas de aproximadamente 70 kD que
conjugan al AIA con aminoacidos; estas enzimas son inducidas por el incremento de
AIA lo cual reduce eventualmente la concentracion de AIA libre mediante su

conjugacion.
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. ACS acido aminociclopropano 1-carboxilico sintasa, son enzimas claves en la
biosintesis de la hormona etileno en plantas. La conocida induccion de la sintesis de
etileno por auxinas, parece deberse a la induccion de la sintesis de ACS por AlA.

. AUX/AIA son la ultima clase de genes inducido por las auxinas. Codifican
proteinas pequenas de 19 a 36 kD con localizacion nuclear, que se cree funcionan
primariamente como represores transcripcionales. Existen 29 AUX/AIA en
Arabidopsis. Estas proteinas se caracterizan por tener cuatro dominios conservados.
Del extremo N-terminal al C-terminal, el dominio 1 funciona en la represion, el
dominio 2 controla la estabilidad de la proteina, los dominios 3 y 4 sirven como
dominios de dimerizacién. Las proteinas AUX/AIA  son notables porque la
transcripcion de muchas de ellas es inducida rapidamente por auxinas, los reportes
mas rapidos son de 2 a 5 min después de haber aplicado auxinas y también debido a
que muchas de estas proteinas tuvieron un periodo de vida corto. Las mutaciones de
pérdida de funcidn no producen un fenotipo particular o tienen fenotipos sutiles,
presumiblemente debido a la redundancia genética de esta familia.

El analisis de los promotores de los genes inducidos por las auxinas, llevo a la
identificacion de una secuencia corta 5-TGTCTC-3’, denominada elemento de
respuesta a auxina (AuxRE). Los factores de transcripcion denominados factores de
respuesta a auxinas (ARF) se unen a los AuxRE vy regulan la transcripcion de los
genes adyacentes. Se han identificado 22 ARFs en Arabidopsis. La mayoria de los

ARFs contienen tres dominios funcionales: un dominio de unién al ADN en el
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extremo N-terminal, una region media variable que afecta la regulacién
transcripcional y un dominio de dimerizacion C-terminal que se relacionan con los
dominios 3 y 4 de las proteinas Aux/AlA. Los cinco ARFs con regiones medias ricas
en glutamina al parecer actuan como activadores transcripcionales, mientras que las
ARFs con regiones medias ricas en prolina y serina parecen actuar como represores
transcripcionales. Los miembros de esta familia tienen funciones tanto especializadas

como superpuestas.

3.2.3. Receptores de auxinas
A partir del descubrimiento de las auxinas y sus multiples funciones en el crecimiento
y desarrollo vegetal se inicio la busqueda de proteinas de unién a estas hormonas
que pudieran tener funciones de receptores. Se han reportado dos tipos de proteinas
de unién a auxinas las proteinas de union de membrana y las proteinas de unién a
auxinas solubles (Hicks y col., 1993; Garbers y Simmons, 1994; Macdonald, 1997).
En este sentido, Napier y Venis (1991) describieron en la membrana plasmatica de
maiz una proteina que unia a auxinas cuyas caracteristicas indicaban que podia ser
un posible receptor para estas hormonas. En calabaza se han identificado otras
ABPs en membrana plasmatica entre las que se encuentran, una proteina de 40 y
otra de 42 KDa, que se presume son subunidades de una proteina multimérica
integral de membrana, la cual puede tener un sitio de unién a auxinas y poseer una

funcién de trasportador o canal (Hicks y col., 1993).
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ABP1.

En estudios recientes se describié en maiz, la union de las auxinas a una proteina
membranal (ABP1), que se localiza principalmente en el lumen de reticulo
endoplasmico y en menor proporcion en la membrana plasmatica (Macdonald, 1997).
Es importante sefalar que la mayoria de los estudios de unién de ABP1 con auxinas
se realizaron usando ABP1 solubilizada, no se tienen datos de unién con la proteina
asociada a la membrana plasmatica. Los resultados indican que el pH éptimo de
uniéon a ANA es de 5.5 y disminuye al aumentar el pH a 7, por lo que se sugiere que
la proteina ABP1 localizada en reticulo endoplasmico se comporta como un sitio de
muy baja afinidad, mientras que las condiciones de uniéon 6ptimas se dan con la
proteina asociada a la membrana plasmatica. Las mutantes nulas de ABP1 producen
letalidad en la etapa del embridén, por lo que ha resultado dificil investigar las
funciones de esta proteina. Recientemente se ha reprimido en forma controlada la
expresion de un antisentido para ABP1 y también se ha logrado inmunomodular esta
proteina mediante la inactivacién funcional con la expresion de un anticuerpo
recombinante de alta afinidad. Estos estudios revelaron que ABP1 se requiere para
casi todas las respuestas mediadas por auxinas incluyendo la regulacién de la

expresion génica a lo largo de toda la vida de la planta (Tromas y col., 2010).
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Receptores solubles

Se han reportado formas solubles de proteinas de unién localizadas en el nucleo de
diferentes especies, lo que sugiere que pueden estar involucradas en el control de la
expresion de genes regulados por auxinas (Garbers y Simmons, 1994). Algunos
reportes implican que las auxinas pueden controlar el alargamiento y division celular
a través de distintas vias (Hobbie y col., 2000; Chen y col., 2001). Asimismo, en N.
tabacum se han detectado dos diferentes proteinas de unién que estimulan dos
diferentes vias de sefalizacion inducidas por auxinas, probablemente una para el
alargamiento celular y otra para la division (Campanoni y Nick, 2005).

En afos recientes se reportd otro receptor de auxinas, TIR1 (por sus siglas en inglés,
transport inhibitor response 1), una proteina del complejo SCF del proteasoma, cuya
funcién es la adicion de moléculas de ubiquitina a las proteinas que van a ser

degradadas (Dharmasiri y col., 2005; Kepinski y Leyser, 2005).

3.2.4. Segundos mensajeros y otros intermediarios de la(s) via(s) de
senalizacion de auxinas.

En esta via de transduccion de auxinas se ha involucrado a las fosfolipasas,
especificamente a la PLA; que es una acilhidrolasa que libera acidos polinsaturados
que pueden actuar como mensajeros. Se sabe que la PLA, puede ser regulada por la
fosforilacion de los heterotrimeros de proteinas G (receptores tirosin-cinasa y MAP-
cinasa) y por Ca®* (Munnik y col., 1998b). El crecimiento de hipocétilos por la
aplicacion de auxinas esta asociado con una rapida activacion de la PLA; , en

microsomas de células de soya se demostré que la activacion de esta fosfolipasa
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por auxinas esta mediada por un receptor e influenciada por nucleétidos de guanina
(Chapman, 1998).Se propone que los lisofosfolipidos producidos por la accién de la
PLA; pueden actuar como segundos mensajeros en un sistema estimulado por
auxinas, ya que pueden activar protein-cinasas asociadas a la membrana y a la
ATPasa de protones localizada en la membrana plasmatica (Macdonald, 1997). La
aplicacion de inhibidores de la PLA, reduce en un cincuenta por ciento el crecimiento
inducido por auxinas en hipocétilos de C. pepo (Scherer y Arnold, 1997).

Por otra parte, la PLD ha sido asociada con la germinacion de semillas. Esta
fosfolipasa cataliza la hidrdlisis de fosfolipidos de membrana como la fosfatidilcolina,
en respuesta a luz, temperatura, hormonas y patogénos. Su producto, el acido
fosfatidico (PA), puede ser fosfohidrolizado y convertido a diacilglicerol (DAG) que
activa a la protein cinasa C o directamente puede activar a la PLC y estimular la
monogalactosildiacilglicerol sintasa en plantulas de pepino (Chapman, 1998; Munnik
y col., 1998b; Wang y col., 1994). En plantas, el PA es producido por algunos tejidos
vegetales cuando son tratados con acido abscisico y en ausencia de esta hormona el
PA mimetiza la accion de la misma. Este fosfoinositido también ha sido encontrado
en las vias de sefializacién inducidas por heridas, patégenos, congelamiento, estrés
hiperosmoético, ademas se ha propuesto como una sefial mediadora para activar la
via de MAPK y también afecta la actividad de canales ionicos, principalmente de K*
(van der Luit y col., 2000; Frank y col., 2000; Lee y col., 2001; Laxalt y MunniK,
2002). El PA es una molécula importante en muchas vias de transduccion de sefiales

en células animales, puede controlar los niveles intracelulares de calcio (Ca**), la
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organizacion del citoesqueleto, la actividad de algunas protein-cinasas (PKC), la
mitogénesis, el rompimiento oxidativo en neutrofilos, la uniéon a proteinas G y la
liberacion de hormonas. Recientemente se ha demostrado que este fosfoinositido es
un componente importante en la via de sefalizacion de mTOR y en la sintesis de
proteinas. Ademas es capaz de inhibir la accién de la protein-fosfatasa 1 (Munnik y
col., 1998a; Munnik y col., 1996; Wang, 1999; Fang y col., 2001; Kishikawa y col.,
1999).

Por otra parte, se ha reportado que las auxinas generan cambios transitorios en los
niveles de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y en inositol bifosfato (IP,) en células en cultivo
de Catharanthus roseus, (Ettlinger y Lehle, 1988), lo que hace suponer la
participacion de la PLC (Einspahr y Thompson, Jr., 1990).

El IP; en animales funciona como segundo mensajero (Munnik y col., 1998a),
movilizando Ca?* de almacenes intracelulares no mitocondriales (Wheeler y Boss,
1987), con lo cual regula enzimas dependientes de Ca®* y calmodulina (CaM) y
algunos canales (Munnik y col., 1998b). En plantas se ha mostrado que el IP3 causa
la liberacién de Ca®" de vesiculas membranales de raices de zanahoria y avena
(Ettlinger y Lehle, 1988) y que las oscilaciones de Ca?* mediadas por IP3 estan
involucradas en respuestas de crecimiento (Stevenson y col., 2000).

Muchas de las cascadas de sefializacidn en plantas involucran al calcio (Ca?*) como
un mensajero, tanto la concentracion celular de este ién, como la informacion
espacial y temporal que desencadena pueden explicar parcialmente las respuestas

celulares a un estimulo en particular (Luan y col., 2002).
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El Ca®" en las células vegetales se encuentra en cantidades relativamente altas
dentro del reticulo endoplasmico, en la vacuola y en el espacio extracelular (Bush,
1993). Este i6n ha sido involucrado en una gran variedad de vias de estimulo-
respuesta (Sanders y col., 1999), los cambios en los niveles de Ca®" citosélico
difieren de acuerdo al estimulo, las auxinas producen cambios oscilatorios con
periodos regulares o irregulares (Bush, 1993). Se ha reportado una disminucién del
calcio libre en células de maiz después del tratamiento con auxinas (Felle, 1988),
mientras que otros autores observan un incremento de éste con el mismo
tratamiento. Asimismo, se ha encontrado que antagonistas de CaM, quelantes de
Ca?* y bloqueadores de canales de calcio inhiben la alargamiento inducida por
auxinas. Estas hormonas ademas incrementan los niveles de ARNm de genes que
codifican para CaM y para proteinas relacionadas con CaM (Tch3 y Cdpk) (Sitbon y
Perrot, 1997; Yang y Poovaiah, 2000).

Por otra parte se han aislado en maiz proteinas unidas a CaM con una secuencia
similar a las encontradas en la familia SAUR (ARN pequefios inducidos por auxinas),
que posiblemente esten involucrados en un sistema de mensajes Ca2+ / CaM en la
accién de las auxinas (Yang y Poovaiah, 2000).

Se ha reportado que ABP1 esta involucrada en la percepcion inicial de auxinas en la
parte externa de la membrana plasmatica en la respuesta de expansion celular en
distintos tejidos (Figura 4). La unién de auxinas a ABP1 induce la activacion de la
ATPasa de H'y los canales de entrada de K*. Como consecuencia de la activacion

de la ATPasa de H+ocurre la acidificacion del espacio extracelular que activa las
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expansinas de pared celular que son el principal agente de relajamiento de la pared
que facilita la expansion de la pared celular. La activacién de la bomba de protones
también causa la hiperpolarizacion del potencial de membrana y la activacion de los
canales de entrada de K* dependientes de voltaje, cuya actividad contribuye a la

toma de agua necesaria para la expansion celular (Tromas y col., 2010).
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Figura 4. Mecanismo de accion propuesto de ABP1 en la expansion celular (Tomado de
Tromas y col., 2010).

También se ha reportado que la proteina ABP1 participa en la regulacion del ciclo
celular, actuando en la transicion G1/S mediante la regulacién de Ciclina D / RBR.
Algunos autores sugieren que esta regulacién podria explicar la detencién del
desarrollo del embridén en etapa globular en mutantes nulas de Arabidopsis (Tromas
y col., 2010).

La degradaciéon regulada de las proteinas por la via de la ubiquitina/proteasoma
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tiene un papel muy importante en la seializacion de las auxinas. La ubiquitina es una
proteina con 76 aminoacidos que esta altamente conservada en eucariontes. La
ubiquitina se une a otras proteinas, y tiene entre otras funciones, marcarlas para su
degradacion o etiquetarlas para una localizacion particular en la célula. Tres enzimas
actian en secuencia para ubiquitinizar proteinas especificas. La primera es la
enzima activadora de ubiquitina (E1) que utiliza ATP para formar un enlace tioéster
de alta energia con la ubiquitina, después la E1 transfiere a la ubiquitina activada a la
enzima conjugadora de la ubiquitina (E2), la cual junto con la ubiquitina ligasa (E3),
une a la ubiquitina a la proteina blanco. Se pueden unir ubiquitinas adicionales a la
ubiquitina inicial en una proteina, cuando la cadena alcanza cuatro ubiquitinas, la
proteina etiquetada con ubiquitinas se dirige al complejo enzimatico cilindrico
denominado proteasoma, que se localiza tanto en el citoplasma como en el nucleo.
Enzimas asociadas al proteasoma remueven las ubiquitinas y después degradan a la
proteina etiquetada.

Existen diferentes tipos de ubiquitina ligasas E3 en Arabidopsis. Una de ellas esta
implicada en la sefalizacion de auxinas, este es el complejo SCF TIR1 que contiene
cuatro componentes: SKP1, Cullin, RBX1 y la proteina llamada TIR1. TIR1, que se
ha propuesto que actua como un receptor de auxinas, contiene repeticiones ricas en
leucina y un dominio F-box con el que se une a SKP1. Cada uno de los componentes
del complejo SCF es codificado por una familia multigenetica en Arabidopsis pero el
componente mas variable es la proteina F-box, hay alrededor de 700 genes que

codifican proteinas F-box en Arabidopsis. Otras proteinas F-box participan en
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respuestas a enfermedades, en el ritmo circadiano, en respuestas a otras hormonas,

y en la floracion.

Una caracteristica importante del complejo SCF, es que la proteina Cullin, que tiene
un papel central en el andamiaje de la estructura de SCF, es a su vez modificada por
una proteina pequena que esta relacionada con la ubiquitina llamada RUB. RUB es
activada y unida a Cullin por una serie de tres enzimas similares al complejo que une
ubiquitina. Otro complejo de proteinas el sefialosoma COP9 esta implicado en la
remocion de RUB de Cullin. Aunque no esta clara la funcion de la unién de RUB a
Cullin, se ha especulado que la remocién y unién de RUB es importante para la
formacion y disociacion del complejo SCF.

Mutaciones en los componentes de la via ubiquitina/proteasoma confieren una
respuesta alterada a las auxinas. ;Como actua esta via en la sefializacién de

auxinas? El modelo que se ha propuesto es el siguiente (Hobbie, 2007):
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Figura 5. Mecanismo de accion de TIR1 en la regulacién de la expresion génica por auxinas
(Tomado de Hobbie, 2007).

En presencia de una baja concentracién de AlA, las proteinas Aux/AlA se dimerizan
con ARFs a través de sus dominios 3 y 4 y las ARFs se mantienen asi inactivas.
Cuando la auxina AIA entra a la célula se une a su receptor TIR1, esta union
estimula la interaccién entre SCFTIR1 y la proteina Aux/AlA, de manera que SCF
TIR1 ubiquitiniza a la proteina Aux/AlA, produciendo la degradacién de la proteina
Aux/AlA. ElI ARF que estaba unido a la Aux/AlA se libera de su represion y es capaz
de estimular la transcripcion de genes regulados por auxinas.

Entre los genes inducidos se encuentran los de las proteinas Aux/AlA las que
después de ser sintetizadas son capaces de volver a unirse a los ARFs apagando asi

la via inducida por auxinas. Asi, las proteinas Aux/AIA, como blanco de la
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degradacion iniciada por auxinas y como represor transcripcional inducido por
auxinas, produce una regulacién por retroalimentacion que limita la respuesta a

auxinas.

4, Participacion de la auxina e insulina (ZmIGF) durante la germinacién
Como se menciond anteriormente, entre los efectores que estimulan la sintesis de
proteinas en vegetales se encuentran las auxinas como el AlA, el acido 2(2-metil, 4-
cloro) fenoxipropionico (MCPP), el acido 3,6-dicloro-o-anisico (DICAMBA) y el a-ANA
(Pérez y col., 1987; Pérez y col., 1990; Pérez y col., 1993; Beltran y col., 2002).

La aplicacion de niveles elevados de auxinas exdgenas en ejes embrionarios de
maiz se induce la desdiferenciacion del tejido formandose un callo (Sanchez de
Jiménez y col., 1981). Por otra parte, se ha observado que la aplicacion de auxinas
exdgenas a coleoptilos de maiz induce su alargamiento (Park y col., 2001; Edelmann
y Schopfer, 1989); asimismo, la aplicacion de auxinas produce una disminucion en el
crecimiento de las raices de maiz (Meuwly y Pilet, 1991).

Las auxinas alteran el patron de sintesis de proteinas durante la germinacion de ejes
embrionarios de maiz (Pérez y col., 1987) y este cambio esta acompafiado por un
aumento en la fosforilacién de proteinas ribosomales (Pérez y col., 1990). Entre las
proteinas ribosomales fosforiladas durante la germinaciéon se encuentra la proteina
S6 de la subunidad 40S y su fosforilacion también se induce en respuesta a auxinas
(Sanchez de Jiménez y col., 1997; Beltran y col., 2002).

En concordancia con estos resultados se ha observado en ejes embrionarios de maiz
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tratados con auxinas una traduccion especifica de ARNm 5 TOP. Algunos de estos
ARNm vy factores de traduccion han sido identificados. En este sentido, se ha
demostrado un reclutamiento especifico dentro de los polisomas de algunos
mensajes 5° TOP como los de la PR S6 y del factor elF-iso4E después de la
aplicacién de auxinas (Beltran y col., 2002; Dinkova y col., 2000).

Se ha demostrado que la insulina tiene efectos similares a las auxinas, acelerando la
germinacion y el crecimiento de las plantulas de maiz, ademas de estimular la
fosforilacion preferencial de la PR S6. Asimismo, se ha aislado y caracterizado; una
proteina parecida a la insulina a partir de ejes embrionarios de maiz en germinacion,
el Zea mays IGF (ZmIGF), el cual activa una cascada de sefalizaciéon similar a la
inducida por la insulina bovina en células eucarioticas no vegetales (Garcia-Flores y

col., 2001; Rodriguez-Lépez y col., 2011).

Se ha demostrado que en maiz, la insulina es capaz de inducir la activacién de una
via de transduccién de sefiales similar a como lo hace en animales, la cual regula
selectivamente la traduccién. Ademas se ha observado que la insulina y el ZmIGF
tienen efectos similares a las auxinas acelerando la germinacion y el crecimiento de
las plantulas de maiz. Durante el proceso de germinacién, en presencia de auxinas e
insulina se ha observado un cambio en el patrén de proteinas sintetizadas y
proteinas fosforiladas. En ejes embrionarios completos estimulados con insulina o
ZmIGF, se ha observado un incremento en la fosforilacion de la prS6. (Sanchez de

Jiménez y col., 1999; Beltran-Pefa y col., 2002; Garcia-Flores y col., 2001; Dinkova y
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col., 2007; Sotelo y col., 2010). Sin embargo, no se sabe si los efectos de auxinas e
insulina se llevan a cabo mediante vias de sefalizacion que comparten algunos

intermediarios entrecruzando en algunos pasos.
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JUSTIFICACION

A pesar de los conocimientos a nivel fisioldgico, bioquimico y molecular de la accion
de la auxina y recientemente de factores semejantes a insulina no se conocen los
mecanismos de accidn de estas hormonas. Diversas evidencias indican que las
auxinas inducen la sintesis y fosforilacion de proteinas en ejes embrionarios de maiz,
al igual que la insulina y el factor semejante a insulina de maiz, algunas de las cuales
podrian ser comunes.

En las semillas de maiz las auxinas e insulina regulan el crecimiento al parecer a
través de la via PI3K-TOR induciendo a la enzima S6K y fosforilando a la prS6. La
mayoria de los estudios con estos efectores se han hecho en ejes embrionarios
completos (compuesto por distintos tejidos que podrian enmascarar algunas
respuestas). En este proyecto se analizaron los efectos de las auxinas e insulina en

la parte aérea de ejes embrionarios de maiz.
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HIPOTESIS

En la via de transduccion de sefiales por auxinas pueden estar involucradas
diferentes fosfolipasas y sus productos, los cuales pueden actuar como segundos
mensajeros. La participacion de estos intermediarios en la via de transduccion podra
determinarse a través de inhibidores especificos y del analisis de su efecto en las
respuestas inducidas por las auxinas en maiz (patrén de proteinas sintetizadas y
fosforiladas).

Asi mismo, en esta via pueden participar elementos comunes a los de la via de
transduccion de ZmIGF (factor de crecimiento de maiz semejante a insulina), ya que
se ha demostrado que tanto las auxinas como la insulina son capaces de fosforilar la
proteina ribosomal S6 ocasionando selectividad en los ARNm que se traducen, por lo
que se sugiere que estos efectores actuan mediante vias de sefalizacion que

presentan entrecruzamiento.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el posible entrecruzamiento de las vias de sefalizacion de auxinas e

insulina en coleoptilos de ejes embrionarios de maiz en germinacion.

Objetivos Particulares

o Analizar el patron de fosfoinositidos y la participacion de la fosfolipasa
D (PLD) en los coleoptilos de ejes embrionarios de maiz estimulados o
no con auxinas o insulina.

o Analizar el patrén de proteinas citosodlicas y ribosomales fosforiladas en
los coledptilos de ejes embrionarios de maiz estimulados o no con
auxinas o insulina.

o Analizar las formas fosforiladas de la proteina ribosomal S6 y S6K
inducidas por auxinas o insulina en coledptilos de ejes embrionarios de
maiz.

o Analizar el patron de proteinas citosolicas sintetizadas en los
coledptilos de ejes embrionarios de maiz tratados y sin tratar con

auxinas o insulina.
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METODOLOGIA

1. Obtencion del material biolégico

Se usaron granos de maiz (var. Chalquefo). Los granos de maiz fueron
desinfestados superficialmente mediante un lavado con etanol al 70 % v/v por 15
seg., a continuacién se enjuagaron con agua estéril y se trataron por 10 min. con una
solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 10 % v/v y se enjuagaron tres veces con
agua estéril. Posteriormente los granos se imbibieron en algodéon humedecido con
agua estéril, a 25 °C por aproximadamente 22 hr., cuando ya habian germinado y su
parte aérea se encontraba recién emergida, se disectd. Al tejido disectado se le dio
un pulso de auxinas, incubandose por 2hr mas en un medio MS con o sin 200(1uM
de la auxinas estudiadas (acido indol-3—acético (AlA, auxina natural, acido o
naftalen-acético (a-ANA) y el analogo inactivo acido B naftalen-acético (B-ANA)) y
con 200 pU de insulina, en algunos casos se utilizé como efector 100 mM de acido
fosfatidico (PA).

Para observar la fosforilacién de las proteinas se incubd el tejido con los efectores
mas 200uCi de [**P]- Ortofosfato y para determinar la sintesis de novo de las
proteinas se utilizo 200uCi de [*°S]-Metionina.

Después de la incubacion, los tejidos se lavaron tres veces con agua estéril, se

congelaron en N liquido y se almacenaron a —70°C hasta su uso.
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2. Obtencion de membranas microsomales

Cada tejido se homogenizé en un mortero pre-enfriado con amortiguador (Sacarosa
250mM, EDTA 3mM, EGTA 2mM, 2-mercaptoetanol 14mM, DTT 2mM, Tris-HCI
30mM pH 7.4) en una proporcién de tres volumenes por gramo de tejido, agregando
0.1g de polivinil polipirrolidona insoluble. El tejido se filtré a través de cuatro capas de
gasa, se centrifugd a 5000 g por 10 min. a 4°C, se desechod la pastilla y el
sobrenadante se centrifugd nuevamente a 100,000 g por 1 hr. a 4°C para obtener la
pastilla de microsomas, la cual se resuspendi6 en 500uL de amortiguador de
extraccion (Cho y Boss, 1995; Perera y col., 1999). Se realizé una cuantificacion de
proteinas membranales utilizando un ensayo comercial basado en el método de

Bradford (Biorad 500-00086).

3. Extraccién de los derivados fosforilados de fosfatidil inositol y separacion
de PA

La separacion de los fosfoinositidos de las membranas se llevé a cabo utilizando
200ug de proteina contenida en las membranas microsomales. A las membranas se
les agregdé 1.5 mL de una mezcla de cloroformo/metanol (1:2 v/v), 500 uL de HCI
2.4N y 500 uL de cloroformo, (todos los reactivos se encontraban frios), se agité en
vortex por 30 segundos, la fase inferior fue extraida y a la fase superior se le afnadio
1000 pL de cloroformo, se agité nuevamente en vortex por 30 seg. y se extrajo la
fase inferior. Las fases inferiores extraidas fueron combinadas y se les agrego 2000

uL de una mezcla de metanol/HCI 1N (1:1 v/v), se agitd en vortex y se separo la fase
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inferior, la cual se dej6é secar a temperatura ambiente por una noche. Los fosfolipidos
obtenidos fueron resuspendidos en una mezcla de cloroformo/metanol (9:1 v/v) y
separados en placas de silica gel 25TLC (Merck, 0B033695) utilizando como
eluyente una mezcla de cloroformo / metanol / acetona / acido acético / agua
(40:14:15:12:7 viviviviv). Los fosfolipidos fueron visualizados con una mezcla de
H,SO,4, sulfato cérico de amonio y acido fosfomolibdico y analizados por
densitometria. Cuando el tejido se incubd con [*°P]- Ortofosfato, se obtuvo una
autoradiografia de las placas de silica gel y los fosfolipidos fueron recuperados para

determinar la incorporacién de [*2P]- Ortofosfato en un contador de centelleo liquido.

4, Obtencidn de proteinas ribosomales y citoplasmicas

Cada tejido se homogenizé con amortiguador de extraccién (Tris-acido acético 50mM
pH 8.2, KCI 50mM, (CH3COQO),Mg 5mM, 2-mercaptoetanol 5mM, Sacarosa 250mM)
en una proporcion de cuatro volumenes por gramo de tejido. El tejido homogenizado
se centrifugé a 27 000 g por 30 min. a 4°C, se desechd la pastilla y el sobrenadante
se coloco en un colchon de sacarosa (Sacarosa 0.5 M, KCI 0.8 M en amortiguador de
extraccion), se centrifugd nuevamente a 100,000 g por 4hr. a 4°C para obtener la
pastilla ribosomal, la cual se resuspendié en 500uL de amortiguador A3 (Hepes
200mM, KOH 20mM, (CH3;COO);Mg 5mM, CH3;COOK 125mM, 2-mercaptoetanol
6mM). Las proteinas ribosomales fueron extraidas con acido acético glacial y
(CH3COO0);,Mg 1M, se precipitaron adicionando cinco volumenes de acetona fria,

manteniendo a — 20°C por aproximadamente 15 hr. Las proteinas citosdlicas se
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precipitaron a partir del sobrenadante post-ribosomal con TCA 10% (Beltran y col.,
1995). Las proteinas ribosomales fueron separadas en SDS-PAGE en geles de
acrilamida al 12% vy la proteinas citosdlicas se separaron en electroféresis

bidimensional: IEF en gel preformado pH 5-8 y separacion en gel de acrilamida 13%.

5. Inmunoprecipitacion de prS6

La inmunoprecipitacion de la prS6 se realizé a partir de las proteinas ribosomales
totales obtenidas como se menciond anteriormente. Las proteinas ribosomales se
cuantificaron y 500 ug de proteina se combinaron con 300mL de buffer A (10mM
Tris-HCI pH 7.5, 150mM NaCl, 1mM EDTA y 0.05% Nonidet P-40), 16 uL de
anticuerpo anti-S6, mas 1mM de PMSF y 2mM de Benzamidina. La mezcla se
incubo toda la noche a 4°C con agitacion constante. A continuacion se le adicionaron
300 uL de proteina A-sepharosa y se incubd a temperatura ambiente durante 2 hrs.
mas. La mezcla se hizo pasar a través de una microcolumna hecha con una punta de
micropipeta taponada con fibra de vidrio y se lavo cinco veces con buffer B (100mM
Tris-HCI pH 7.5, 1mM NaCl, 1mM EDTA, 0.05% Nonidet P-40 y 0.25% Triton X —
100) y cuatro veces con buffer A. Finalmente la prS6 fue eluida con 30 uL de buffer

de muestra (Tris 60 mM, pH 7.5, SDS 2% pl/v, Glicerol 10% p/v).
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6. Preparacion de los extractos crudos de maiz para determinacion de
formas fosforiladas de la ZmS6K

Los tejidos de cada tratamiento se pulverizaron con N3 liquido y se adicionaron 3 mL
de buffer de extraccion de la enzima ZmS6K [50 mM HEPES, pH 7.6, 50 mM
pirofosfato de sodio, 1 mM vanadato de sodio, 1 mM molibdato de sodio, 4 mM
EDTA, 20 mM EGTA, 1 mM benzamidina, 20 mM fluoruro de sodio, 80 mM f-
glicerofosfato, 20 mM manitol, 0.2 mM PMSF, 2 mM DTT y 0.7% PVPP] por gramo
de tejido. Los tejidos se homogeneizaron en vortex tres veces y se centrifugaran a 15
000 x g, 45 minutos a 4°C (Reyes de la Cruz y col.,, 2004). Las proteinas del

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

7. Inmunoprecipitacion de ZmS6K

La inmunoprecipitacion de la enzima de maiz (ZmS6K) se realizdé por el método
descrito por Turck et al., (2004), con las siguientes modificaciones: a 3 mg de
proteinas citoplasmicas del extracto crudo se combinaron con 500 uL de buffer A
(Tris HCI 10 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Nonidet-P 40 0.05% p/v) mas
2mM benzamidina y PMSF 1 uM. A esta mezcla se le adiciond 5 uL de anticuerpo
anti p70S6K en una dilucién de 1:200 y la mezcla se incub6 toda la noche a 4°C con
agitacion constante. A continuacion se le adicionarén 100 uL de proteina A-
sepharosa y se incubd a 4° C durante 4 hrs. mas. La mezcla se hizo pasar a través
de una microcolumna hecha con una punta de micropipeta taponada con fibra de

vidrio y se lavo tres veces con buffer B (Tris-HCI, pH 7.5, NaCl 1mM, Nonidet-P40
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0.05% p/v, Triton X-100 0.25% p/v) y dos veces con buffer A. Finalmente la ZmS6K
fue eluida con 300 pL de buffer de muestra (Tris 60 mM, pH 7.5, SDS 2% plv,

Glicerol 10% p/v).

8. Separacion de formas fosforiladas de la PRS6 y de ZmS6K

La separacion de las formas fosforiladas de las proteinas se llevé a cabo a partir de
las proteinas inmunoprecipitadas y por medio de por isoelectroenfoque en un rango
de pH 3-10 (de acuerdo al manual RadyStrip™ IPG Strip de BIO-RAD).

Los geles resultantes fueron tefidos con plata (AgNO3). Las fluorografias fueron

obtenidas con un phosphorimager (BIO-RAD).

9. Analis Estatistico

Todos los experimentos fueron repetidos al menos tres veces usando extractos de
diferentes muestras bioldgicas. Las incorporaciones de [*’P]- Ortofosfato y de [*°S]-
Metionina fueron comparadas por analisis de varianza (ANOVA, p<0.05) y por

comparacion de medias de Tukey (p<0.01) usando el software SPSS ver.16.0.
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RESULTADOS y DISCUSION

1. Participacion de PA en la via de senalizacion de auxinas o insulina.
Recientemente, se ha demostrado en células de mamiferos, que el PA es un
importante componente de la via de sefalizacion mTOR y para la sintesis de
proteinas (Fang et al, 2001; Foster, 2007; Toschi et al, 2009). Por otra parte, PA se
ha implicado en la regulacion de la germinacion de semillas y como intermediario en
respuesta a diversos tipos de estrés (Munnik, 2001; Testerink y Munnik, 2005). Por lo
tanto, los niveles de este fosfolipido fueron cuantificados en coleoptilos de Z. mays
expuestos a AlA o insulina por diferentes periodos de tiempo. La incubacion con
butano permitié la identificacién de PA originado de la actividad PLD, ya que este
fosfolipido se une al alcohol, mientras que cuando se origina a partir de la accion
combinada de PLC y DAGK esta unién no ocurre (Figura 6). Los resultados indicaron
una mayor contribucion (casi el 80%) de PLD en la biosintesis del PA. Un aumento
significativo y transitorio en los niveles de PA se observé a los 5 y 10 minutos con el
tratamiento de AIA o insulina (p <0,01), sin embargo, este estimulo fue mayor con la
insulina (175%), que con la auxina (120%) en comparacion con el control (Fig. 7). El
efecto de induccién disminuye después de 15 minutos de tratamiento. Esta
estimulacion esta en el mismo orden de lo reportado en células de mamiferos
activadas por mitégenos (Fang et al., 2001). Estos resultados apoyan la participacion

de PA como intermediario en la via de transduccion de la insulina y de AlA en maiz.
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El tratamiento con la auxina sintética a-ANA mostro un efecto similar al de AIA

mientras que su analogo inactivo B-ANA no mostro cambios significativos respecto al

control en ninguno de los tiempos analizados (datos no mostrados), por lo que en lo

sucesivo se decidio trabajar unicamente con la auxina natural AlA.
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Figura 6. Sintesis de Acido Fosfatidico (PA) a partir de PLC y PLD.
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2. Patrones de fosforilacion de proteinas citosoélicas y ribosomales.
El efecto de las auxinas, la insulina o PA en la fosforilacion de las proteinas
citoplasmicas se determiné en los coleoptilos de Z. mays para conocer las
fosfoproteinas involucradas en la via de sefalizacion activada por estos efectores.
[32P]-ortofosfato se adiciono a ejes embrionarios con 24 h de germinacion,
previamente estimulados con cualquiera de los efectores. Los coledptilos fueron
obtenidos y la incorporacién de [32P]-ortofosfato en las proteinas citoplasmaticas fue
medido. Los resultados indicaron un aumento general de la incorporacién [*°P] en
estas proteinas, significativamente mayor en el caso de insulina o PA
(aproximadamente el 80%) que para la auxina (aproximadamente el 35%) en relacion

con el control (p <0,05) (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de auxina, insulina y acido fosfatidico en la fosforilacion de proteinas
citoplasmicas y ribosomales de coleoptilos de Zea mays. Losresultados se muestran como
los valores de las medias + 1 DE de n=3.

Incorporacion de [*?P] en las proteinas Citoplasmicas y Ribosomales
(cpm x 10° /mg protein)
CONTROL AlA INSULINA PA

Citoplasmicas |500.8 + 55 687.3 + 51 881.1 + 54 955.73 + 57

Ribosomales |375.3 + 50 845.3 + 53 1539.4 +59 [1612.4 + 52
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Se obtuvieron las autoradigrafias de la electroforesis 2D de las proteinas
citoplasmicas fosforiladas. La aplicacion de AIA indujo cambios en el patrén de
proteinas fosforiladas con respecto al control (punta de flecha), aunque diferentes a
los cambios promovidos por la insulina (flechas con punta negra) o PA (flechas) (Fig.
8) aunque estos efectores estimularon la fosforilacién de algunas proteinas comunes,
los patrones de proteinas entre el PA y la insulina son mas similares entre si que con
los producidos por la auxina. Estos datos sugieren que los coledptilos estimulados
por la insulina o la auxina no internalizan la sefal a través de la misma via. Por otro
lado, estos resultados sugieren ademas el papel del PA como intermediario en la via
TOR en Z. mays.

En términos generales, los datos presentados apoyan un modelo de crecimiento del
coleoptilo a través de dos vias diferentes, ya sea inducida por la auxina o por la
insulina. La interpretacion de las dos vias diferentes inducida por la auxina o la
insulina es consistente con las diferencias en los patrones de fosforilacion de las
proteinas citosdlicas que se encuentran después de la estimulacion con cada efector

(Fig.8).
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La auxina y la insulina se sabe que inducen la fosforilacion de la S6rp en Z. mays 'y
A. thaliana (Beltran et al, 2002; Turck et al, 2004), una proteina conocida por ser el
blanco de activacién de la via PI3K-TOR en los mamiferos. Por lo tanto, la posibilidad
de un etrecruzamiento en este paso en las vias de sefalizacion inducida por la
auxina o la insulina se analizé. Con este fin, se analizaron las proteinas ribosomales
extraidas de ejes embrionarios de Z. mays marcados con [32P] y estimulados con la
auxina, la insulina o PA. También se aplico la rapamicina, un inhibidor de la cinasa
TOR, a los tejidos en combinacion con el efector y se determiné la incorporacion de
[*P]. La incorporacion de [*°P] fue significativamente mayor en las proteinas
ribosomales obtenidas de coleodptilos estimulados con insulina o PA
(aproximadamente 400% con respecto al control) en comparacién con los
estimulados con AlA (aproximadamente un 225% con respecto al control) (Tabla 2).
Las proteinas ribosdmicas fosforiladas se separaron en SDS-PAGE (Fig. 9). Las
correspondientes autorradiografias mostraron nuevamente tres modelos diferentes,
uno para cada efector (auxina, insulina o PA). Una banda de 32 kDa fosforilada se
observé en todas las muestras, que corresponde a S6rp identificada por Western blot
(datos no mostrados). El analisis por densitometria de esta proteina indica un nivel
significativamente mayor de incorporacién de [*°P] (aproximadamente 250%) en los
ejes embrionarios estimulados con insulina o PA, mientras que el estimulo fue
significativamente menor (150%) con la auxina relacion con el control (Fig. 9B). En
cuanto al resto de las proteinas ribosomales fosforiladas, también se observaron

importantes diferencias cualitativas. La insulina o el PA indujeron la fosforilaciéon de 2
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proteinas ribosomales de 42 y 51 kDa respectivamente. La auxina induce la
fosforilacion de una proteina ribosomal de aproximadamente 24 kDa, y una mas
pequefia de 14 kDa, que posiblemente correspondan a las llamadas fosfoproteinas
ribosomales acidas (Montoya et al, 2002; Santos et al., 2004) (Fig. 9). Por otra parte,
la adicion de rapamicina a los ejes embrionarios, resultd en una disminucion
significativa del efecto de la insulina o el PA en la fosforilacion S6rp, pero casi no se
observo efecto por la auxina en la proteina fosforilada S6rp (Fig. 9A y 9B). Esto
sugiere que la via TOR esta involucrada en la accién de la insulina y el PA, siendo
este un intermediario del efecto de la insulina, como ya se habia reportado en
animales (Fang et al. 2001, Hay y Sonenberg, 2004), mientras que la induccion por la

auxina no sigue este camino.
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Figura 9. Andlisis de las proteinas ribosomales fosforiladas, inducidas por auxinas, insulina
o PA en coleodptilos de Zea mays. A) Autoradiografia de las proteinas ribosomales
fosforiladas resueltas por SDS-PAGE. B) Analisis densitométrico de prS6 fosforilada. El
experimento se reprodujo al menos tres veces en forma independiente con resultados
similares.* Diferencias estadisticas (p <0,01).
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3. Activacion por fosforilacion de la ZmS6K y fosforilacion de S6pr.

La fosforilacién de S6rp requiere de la activacion de la cinasa S6K de 70 kDa, (S6K1
o S6K2) (Fumagalli y Thomas, 2000, Kozma y Thomas, 2002). S6K es activada por
mitdégenos, por insulina y por una gran cantidad de aminoacidos (Kozma y Thomas,
2002). La activacion de la S6K1, involucra una serie compleja y secuencial de
fosforilaciones multiples de las serinas y treoninas (Rebholz y col., 2006). Esta
fosforilaciéon involucra al menos ocho residuos de Ser/Thr, que incluyen a la Thr229,
Ser371, Thr389, Ser404, Serd411, Serd418, Thr421, y Serd24, las cuales estan
localizadas en el dominio catalitico y en el dominio C-terminal (Hou y col., 2007). Por
lo que se inmunoprecipito la ZmS6K y se realizo un IF para determinar el efecto de la
auxina y de la insulina / PA en la fosforilacion de la cinasa (Fig.10).

En la separacion por IEF de la ZmS6K se observaron cuatro isoformas fosforiladas
de la enzima (a, b, c, d). En presencia de auxina (AlA) se observaron sélo dos formas
fosforiladas (c y €), mientras que con insulina / PA se observaron de la forma c ala f

(Fig. 10).
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Figura 10. Isoformas fosforiladas de la cinasa ZmS6K de coledptilos de maiz en
germinacion estimulados con auxina, insulina y PA.

Diversos reportes indican que la S6rp contiene entre cinco y seis residuos de serina
fosforilables: Ser-235, Ser-236, Ser-240, Ser-244, y Ser-247, algunos de éstos
pueden ser fosforilados por mas de una cinasa y en respuesta a distintas sefales
externas (Fumagalli y Thomas, 2000; Williams y col., 2003). Para determinar si las
auxinas y la insulina / PA inducen la fosforilacion de los mismos sitios de la PRS6 se
inmunoprecipito la proteina y se separo por IEF (Fig. 11). En el control se observaron
dos isoformas fosforiladas de la PRS6 con puntos isoeléctricos de aproximadamente
pH 3.4 y 9.3. En las muestras tratadas con AIA se observaron tres isoformas con pH
3.1, 3.8 y 9.3, respectivamente. En los tejidos tratados con insulina / PA se
observaron cuatro isoformas con pH de 3.4, 6.8, 8.8 y 9.3 (Fig. 11). Estos datos
sugieren que la S6rp es fosforilada en distintos sitios dependiendo del efector
utilizado. En ambos casos se pueden observar que los patrones de isoformas
fosforidadas de S6rp y S6K son similares en los tratamientos con insulina y PA

mientras que el AlA produjo un patron de isoformas distinto.

70



Control

AlA

Insulina

PA

Figura 11. Isoformas fosforiladas de la proteina ribosomal S6 de coledptilos de maiz en
germinacion estimulados con auxina, insulina y PA.

En resumen, aunque ambos efectores estimulan la fosforilacion S6rp, también se
identificaron una serie diferente de otros productos fosforilados especificamente por
la auxina o la insulina (Fig. 8 y 9). De igual importancia y en concordancia con estas
diferencias, es la inhibicion especifica de la fosforilaciéon de S6rp observada al aplicar
rapamicina en los coledptilos estimulados con la insulina, efecto que no se observd
cuando el estimulo fue con auxina (Fig. 9). Esto indica que en el primer caso la via
TOR se ha activado (Fang et al. 2001, Hay y Sonenberg, 2004), mientras que la
induccion por la auxina no sigue este camino. Una explicacién para esta diferencia
podria ser la activacion de dos isoformas diferentes de la cinasa ZmS6 responsable
de la fosforilacion de S6rp por cada efector (Tabla 2, Fig. 10). Existen reportes que
indican la presencia de dos isoformas de S6K en muchos organismos, una de las
cuales podria ser una enzima nuclear (Panasyuk et al.2006). Los diferentes

productos obtenidos de S6rp fosforilada después de la estimulacion con los
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diferentes efectores, asi como con la diferente sensibilidad a la rapamicina
observada en esta investigacion son consistentes con esta explicacién (Fig. 9 y 11).
Existen también reportes que indican que S6K también podria ser activada por otra
cinasa, estrechamente relacionada con la via TOR, llamada, PDK1, que es
dependiente de la activacidon por Ca®* (Bogre et al., 2003). Se sabe que después de
la estimulacion de células con auxina, se provoca un aumento en el Ca*
citoplasmico (Macdonald, 1997), estos datos sugieren que la activacion de la cinasa
S6 inducida por la auxina en los coleoptilos de Z. mays puede deberse a la activacion
de esta segunda via. Reportes anteriores también han demostrado que la via de
sefalizacion TOR-S6K es funcional en Z. mays en germinacion, dirigida a los
aparatos de traduccion a través de una cinasa TOR que es inhibida por |la rapamicina
(Dinkova, 2007). Interesantemente, la auxina pero no la insulina o el PA, induce la
fosforilacion de proteinas ribosomales de bajo peso molecular (Fig. 3A,
aproximadamente 14 kDa), que probablemente corresponden a las fosfoproteinas
acidas (Montoya et al, 2002.; Santos et al., 2004). Estas proteinas son conocidas por
desempefiar un papel central en la regulacién de la traduccién debido a su

interaccién con factores de elongacion (Vard et al, 1997; Santos et al, 2004).
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4. Patrones de sintesis de proteinas citosélicas.

Es conocido que la insulina activa a TOR y a S6K regulando la sintesis de novo de
proteinas en células estimuladas. Para probar si la auxina y la insulina afectan
diferencialmente el patron de proteinas sintetizadas en los coleoptilos de Z. mays, los
ejes embrionarios extraidos de semillas germinadas por 24 h fueron incubados con
[358]- metionina y estimulados con auxina, insulina o PA. La cantidad total de [358]-
metionina incorporada en las proteinas citosdlicas fue determinada y las proteinas
fueron separadas en electroforesis 2D.

La incorporaciéon de [*°S]- metionina en las proteinas citosolicas presentd ligeros
cambios cuantitativos inducidos por la auxina, la insulina o el PA. El rango de
incorporacion es de 25 al 31 % mayor comparado con el control. Las autoradiografias
de la separacion en electroforesis bidimensional mostro un patrén especifico para
cada efector. Los coledptilos tratados con AIA mostraron cambios en el patrén de
proteinas sintetizadas en comparacion con el control (punta de flecha) y fueron
diferentes a los inducidos por insulina (flechas con puntas negras) o PA (flechas).

Es importante mencionar que el PA induce la sintesis de una proteina extra con
respecto a la insulina e inhibe la sintesis de otra con respecto al control (Fig. 12).
Estos datos indican claramente que cada efector (auxina, insulina o PA) causan una

diferente respuesta bioquimica después de la estimulacion de los coledptilos.
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Las plantas crecen siguiendo dos modos de crecimiento en respuesta a varios
estimulos: alargamiento y division celular. El balance entre estos dos modos de
crecimiento depende del estimulo, del tipo de tejido blanco y de su estado de
desarrollo (Eckardt, 2005). Nuestros resultados son consistentes con esta
propuesta, ya que dos reguladores del crecimiento producen diferentes eventos
bioquimicos después de actuar en el mismo tejido, en maiz, aun cuando estos
efectores tienen algunos intermediarios en comun. El alargamiento de los coledptilos
es un efecto de auxinas bien conocido (Benjamins y Scheres, 2008). Por otra parte,
la insulina, asi como los factores semejantes a insulina tales como el factor
semejante a insulina de maiz ZmIGF se han reconocido por tener actividad
mitogénica en tejidos vegetales, induciendo la sintesis de ADN en plantulas de maiz
y division celular en zanahoria y maiz en cultivos de células in vitro (Garcia y col.,
2001; Yamazaki y col., 2003; Sotelo y col., 2010). Asi la literatura apoya que las
auxinas pueden ser consideradas como estimuladoras del crecimiento que
promueven el alargamiento o expansion celular, mientras que la insulina lo haria
principalmente estimulando la division celular.

En términos generales, los datos presentados apoyan un modelo de crecimiento del
coleoptilo a través de dos vias diferentes, ya sea inducida por la auxina o por la
insulina. Por otra parte, la sensibilidad a la rapamicina de la fosforilacion de S6pr
inducida por PA apoya la participacion de este fosfolipido como un segundo
mensajero en la accion de la insulina que implica la via TOR en las plantas, como se

ha demostrado que se producen en los metazoos (Fang et al.2001). Sin embargo, las
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respuestas del PA y de la insulina no eran idénticas, lo que posiblemente indica la
participacion de la PA como intermediario de otras vias inducidas por otras hormonas
o el estrés. En general, el presente trabajo contribuye a la comprension de los
posibles mecanismos implicados en la regulacién del crecimiento vegetal. Los datos
apoyan la propuesta de que la auxina o la insulina provocan el crecimiento del
coledptilo de Z. mays por mecanismos distintos, a través de dos vias independientes
de transduccién de senales. Aun cuando ambos efectores comparten algunos
intermediarios, al parecer no tienen los mismos blancos ni inducen los mismos

eventos bioquimicos rio abajo, en particular en la sintesis de las proteinas.
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CONCLUSIONES

Los niveles de acido fosfatidico (PA) en los coledptiios de maiz en
germinacién incrementaron al tratar éstos con auxina o insulina.

El incremento en PA se debe principalmente a la participacion de la fosfolipasa
D (PLD).

La fosforilacidn de proteinas citosdlicas y ribosomales fue incrementada al
tratar los coledptilos de maiz en germinacion con insulina, AlA 'y PA.

El incremento en la fosforilacion fue mayor en las proteinas ribosomales y al
aplicar insulina o PA.

Cada efector tiene un patron especifico de proteinas citosdlicas fosforiladas,
aunque los patrones entre insulina o PA son mas similares entre si que los
observados con AlA.

El AIA, insulina o PA incrementaron la fosforilacion de la proteina ribosomal
S6. Elincremento fue mayor con insulina o PA.

La rapamicina inhibe la fosforilacion inducida por insulina o PA, lo que indica
que estos efectores actuan a través de la via PI3K-mTOR-S6K.

El AlA indujé la fosforilacién de proteinas ribosomales de bajo peso molecular,
que podrian corresponder a las proteinas ribosomales acidas.

Los patrones de proteinas citosélicas recién sintetizadas son especificos para
cada efector, aunque los patrones entre insulina o PA son mas similares entre

si que los observados con AlA.
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e La auxina y la insulina comparten algunos intermediarios en su via de
transduccion, (activacion deS6k, fosforilacion de s6rp). Sin embargo, no
producen los mismos efectos en estos intermediarios y las respuestas finales

en los patrones de proteinas sintetizadas son distintos.
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PERSPECTIVAS

El eje embrionario de maiz esta compuesto por diferentes tejidos que pudieran
responder de manera diferente a la auxina o insulina, por lo que es necesario
analizar la respuesta de estos tejidos a los efectores. Asimismo, se puede determinar
la participacion del acido fosfatidico en la respuesta de division celular al aplicar
auxina o insulina en los ejes embrionarios de maiz.

Los efectores utilizados cambiaron el patron de proteinas sintetizadas, sin embargo
estas no fueron identificadas, lo que seria interesante para conocer que proteinas

estan participando en la(s) respuesta(s) de los tejidos a auxina o insulina.
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