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RESUMEN
La biogénesis de ribosomas en un prerequisito para el crecimiento y proliferacién
celular; es un proceso altamente regulado que consume una gran cantidad de
energia. Requiere de la produccion coordinada de ARNr, de proteinas
ribosomales (PRs) y de factores no ribosomales que participan en el
procesamiento y movilizacion de los nuevos ribosomas. La biogénesis de
ribosomas se ha estudiado ampliamente en levaduras y animales; sin embargo se
conoce poco acerca de este proceso en plantas. El objetivo del presente trabajo
fue estudiar la biogénesis de ribosomas en semillas de maiz durante la
germinacion, un estado caracterizado por su rapido crecimiento y el efecto de la
insulina en este proceso. Se ha reportado que la insulina acelera la germinacion
en maiz asi como el crecimiento de la plantula. Se observo que entre los primeros
eventos reactivados después de las 3 horas de imbibicion estan la trancripcion del
ADNr y el procesamiento del pre-ARNr, y que la insulina estimula ambos procesos
(40-230%). El transcrito de nucleolina una proteina que regula la transcripcion del
ADNr y el procesamiento del pre-ARNr, se encuentra entre los mensajes
almacenados en la semilla seca quiescente y es movilizada hacia la fraccion
polisomal durante las primeras horas de imbibicion (6 hrs.). En contraste, la
sintesis de proteinas ribosomales es baja durante las primeras horas de
imbibicion (3 y 6 hrs.) y se incrementa 60 veces en la imbibicidn tardia (24 hrs.).
La insulina incrementa esta sintesis (75%) a las 24 horas; sin embargo no todas
las proteinas ribosomales son reguladas en forma similar. En este sentido, se

observé un incremento en los niveles de las proteinas ribosomales PRS6 y PRL7,



mientras que los niveles de la proteina de PRL3 no cambiaron aunque la
trancipcion de este gen si se incrementd. Los resultados muestran que la
biogénesis de ribosomas en los primeros estados de imbibicion se lleva a cabo
con ARNr recién sintetizado y con proteinas ribosomales traducidas a partir de

ARNmM almacenados.
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ABSTRACT
Ribosome biogenesis is a pre-requisite for cell growth and proliferation; it is
however, a highly regulated process that consumes a great quantity of energy. It
requires the coordinated production of rRNA, ribosomal proteins and non-
ribosomal factors which participate in the processing and mobilization of the new
ribosomes. Ribosome biogenesis has been studied in yeast and animals;
however, there is little information about this process in plants. The objective of the
present work was to study ribosome biogenesis in maize seeds during
germination, a stage characterized by its fast growth, and the effect of insulin,
homolog the endogenous maize grow factor ZmIGF in this process. Insulin has
been reported to accelerate germination and to induce seedling growth. It was
observed that among the first events reactivated just after 3 hours of imbibition are
the rDNA transcription and the pre-rRNA processing and that insulin stimulates
both of them (40-230%). The transcript of nucleolin, a protein which regulates
rDNA transcription and pre-rRNA processing, is among the messages stored in
quiescent dry seeds and it is mobilized into the polysomal fraction during the first
hours of imbibition (6h). In contrast, de novo ribosomal protein synthesis was low
during the first hours of imbibition (3 and 6 h) increasing by 60 times in later stages
(24 h). Insulin increased this synthesis (75%) at 24 h of imbibition; however, not all
ribosomal proteins were similarly regulated. In this regard, an increase in RPS6
and RPL7 protein levels was observed, whereas RPL3 protein levels did not

change eventhough its transcription was induced. Results show that ribosome
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biogenesis in the first hours of imbibition is carried out with newly synthesized

rRNA and ribosomal proteins  translated from  stored MRNA
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ANTECEDENTES.

1. CRECIMIENTO Y PROLIFERACION

En general se considera que el crecimiento celular (incremento en tamafio y masa
celular) es un prerrequisito para la proliferacion (incremento en el nimero de
células), ya que la célula se divide so6lo después de haber alcanzado una masa
critica (Hunt y Nasmyth, 1997). Se ha observado que el incremento en la
traduccion, asi como en la sintesis y acumulacion de ribosomas son procesos
fundamentales para un crecimiento y proliferacion célular eficientes. Los factores
que dirigen la progresion del ciclo celular pueden también regular el crecimiento

de una forma interrelacionada (Hannan y col., 2003).

La coordinacion del crecimiento y la division asegura que las células mantengan
un tamafio constante, y que los tejidos y 6rganos en desarrollo lleguen a un
tamafio y densidad celular apropiados. La falla en esta coordinacion resulta en un
crecimiento desbalanceado lo que lleva a un tamafio celular anormal y culmina

con la muerte de la célula (Neufeld y Edgar, 1998).

1.1 CRECIMIENTO CELULAR MEDIADO A TRAVES DE TOR
Los mecanismos que coordinan el crecimiento y la division celular no se conocen
del todo, pero se sabe que la via de sefalizacion mediada por la proteina
reguladora TOR (denominada asi por sus siglas en inglés Target of Rapamycin y

también conocida anteriormente como FRAP, RAFT o RAPT) regula ambos



procesos: el crecimiento celular y la progresion del ciclo celular (Fingar y col.,

2004).

Se ha demostrado que TOR, tanto en mamiferos como en levaduras, regula
varios procesos que estan relacionados con el crecimiento celular. En este
sentido, TOR regula directa o indirectamente la iniciacion de la traduccion, la
organizacion de la polimerizacion de la actina, la sintesis de ARNt, la biogénesis
ribosomal, la degradaciéon de proteinas y la transcripcion (Schmelzle y Hall, 2000).
Asimismo, la inhibicion de TOR bloquea el paso de la fase G1 a S en el ciclo

celular (Dutcher, 2004).

Las proteinas TOR pertenecen por homologia a una familia denominada PIKKs
(cinasas relacionadas con la fosfoinositido-3 cinasa). La cinasa TOR es un
regulador importante del inicio de la traduccion a través de dos vias distintas e
integradas. Por una parte TOR, fosforila a la 4EBP1 (proteina de unién 1 al factor
de iniciacién de la traduccion 4E), liberando al factor de iniciacion elF4E para que
se asocie con elF4G formando el complejo activo elF4F, el cual participa en la
union del ARNm por la subunidad ribosomal 40S. Una mayor disponibilidad del
factor elF4E es importante para la traduccibn de ARNm que contienen regiones

no traducibles en el extremo 5’ largas y estructuradas (Hannan y col., 2003).

La segunda via activada por TOR induce a la fosforilacion de la proteina cinasa 1
de la proteina ribosomal S6 (S6K1) y estimula la traduccion de ARNm conocidos

como 5TOP (mensajes que tienen una secuencia de pirimidinas en el extremo 5’)



(Hannan y col., 2003). Entre los mensajes que se han identificado como 5 TOP se
encuentran los de componentes de la maquinaria de sintesis de proteinas
ribosomales, los factores de inicio y elongacion de la traduccién, la proteina de
unién a poli A, P40 (una proteina ribosomal de rata) y proteinas de unién a cap.
En plantas se ha observado que entre los mensajes que codifican los ARNm
5TOP se encuentran, ademas de los de proteinas ribosomales, el de elFiso4E

(Dinkova y col., 2000; Meyuhas y Hoonstein 2000).

En mamiferos, en respuesta a factores de crecimiento y aminoacidos, mTOR
controla la maquinaria de traduccion a través de ambas vias (activacion de la
protein cinasa S6K1 y la liberacion de elF4E por el inhibidor 4E-BP1). Asimismo,
una de las vias que se activa involucra al receptor de insulina, a los sustratos del
receptor de insulina y a la PI3K. Rio abajo de la PI3K, la via que controla el
crecimiento incluye a la protein cinasa 1 dependiente de 3-fosfonositido (PDK1),
la protein cinasa B (PKB, también conocida como Akt) y a la S6K1. La figura 1
muestra un modelo de la via de sefializacibn de mTOR en respuesta a algunos

efectores (aminoacidos y factores de crecimiento) (Schmelzle y Hall, 2000).
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Figura 1. Participacion de mTOR en respuesta a efectores en la regulacion de la

transcripcion y traduccion.

Sin embargo, en algunos casos se ha reportado que el crecimiento celular no es
incondicionalmente dependiente de la progresion del ciclo celular. Algunos
estudios han demostrado que el crecimiento celular y la progresién del ciclo
celular pueden ser procesos separados. En este sentido, se ha observado en
Saccharomyces cerevisiae y en Drosophila melanogaster que mutaciones que
bloguean o alteran la division celular no necesariamente detienen el crecimiento.
Por otro lado, se ha observado que huevos fertilizados de rana se dividen sin
crecer y las neuronas crecen sin dividirse (Hunt y Nasmyth, 1997; Hannan y col.,

2003).

2. SINTESIS DE PROTEINAS.

La sintesis de proteinas es uno de los procesos celulares que requiere gran

consumo de energia y su regulacion esta acoplada al estado metabdlico de las



células (Pestova y Hellen, 2000). Por lo tanto, la velocidad de la sintesis de
proteinas se regula integrando el proceso de traduccidbn con otras vias
metabdlicas y procesos del desarrollo. En este sentido, se han observado
cambios rapidos en la regulacién de la velocidad de traduccién durante la mitosis,
en respuesta a diferentes tipos de estrés y a tratamientos con hormonas y

factores de crecimiento (Hershey, 1989).

2.1 FASES DE LA SINTESIS DE PROTEINAS
El proceso de traduccion o sintesis de proteinas puede dividirse en tres fases:
X Fase de iniciacion. Implica el reconocimiento del codon de inicio (AUG) de
los ARNm por el ribosoma, y la intervencion de un aminoacil ARNt iniciador
(cargado con metionina), asi como factores de iniciacion.
X Fase de alargamiento. En esta etapa se van adicionando los aminoacil-
ARNt, correspondientes a los codones indicados en el ARNm e involucra la
formacion de uniones peptidicas entre los aminoacidos. En esta etapa se requiere
de la participacion de factores de elongacion.
X Fase de terminacién. En esta etapa se reconoce un codén de terminacion
que indica el final de la traduccién y se agregan factores que liberan el complejo
ribosomal, el ARNm y la proteina recién sintetizada. Durante la sintesis de
proteinas, una sola molécula de ARNm puede ser traducida simultaneamente por

muchos ribosomas formando lo que se conoce como polisomas (Rawn, 1991).

En eucariontes, el paso limitante en la sintesis de proteinas es el reconocimiento

y la union del ARNm a los ribosomas (fase de iniciacion). EI ARNm sufrira en el



nacleo una serie de modificaciones, antes de ser liberado al citoplasma para su
traduccion. Entre estas modificaciones se encuentran la adicion de una capuchoén
(cap, una 7 metil-guanosina con un enlace poco habitual con el primer nucledtido
del ARNm) en el extremo 5, que se cree facilita su salida del nucleo, el corte de
secuencias no codificantes (procesamiento) y, en la mayoria de los casos, la

adicion de una cadena de poliadenosinas (poli A) en su extremo 3’.

En células eucariontes existen varias proteinas que ayudan al reconocimiento del
ARNmM para la traduccioén, a las que se les denominan genéricamente Factores de
Iniciacion eucaridticos (elF). Algunos de estos factores son conocidos como
proteinas de union al “cap” (CBP, por sus siglas del inglés cap-binding protein).
Estos factores interaccionan con el cap 5 y ayudan a reclutar al ARNm para la

traduccion (Rawn, 1991).

3. ESTRUCTURA DE LOS RIBOSOMAS
La sintesis de proteinas tiene lugar basicamente en los ribosomas. Los ribosomas
son complejos ribonucleoproteicos con un coeficiente de sedimentacion (CS) de
aproximadamente 80S, en el caso de los organismos eucariontes. Estas
estructuras estan compuestas por dos subunidades de distinto tamafio. En el caso
de los eucariontes superiores son la subunidades 40S y 60S. Cada subunidad
consta de dos tipos de moléculas: el acido ribonucleico ribosomal (ARNr) y las

proteinas ribosomales (PR) (Rawn, 1991; Mathews y col., 2002).



La funcion 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 nucledétidos de un ARNmM maduro; este proceso es conocido como

traduccion o sintesis de proteinas (Nygard y Nilsson, 1990).

La subunidad grande (60S) contiene aproximadamente 50 proteinas diferentes y
tres moléculas de ARNr con un CS de 5S, 5.8S y 28S respectivamente y la
pequefia (40S) consta de un ARNr de 18S y aproximadamente 30 proteinas

ribosomales (Rawn, 1991; Verschoor y col., 1996).

3.1 REGULACION DEL INICIO DE LA TRADUCCION
Los estudios sobre regulacion de la traduccion por los ribosomas se han enfocado
en la proteina S6, constituyente de la subunidad 40S del ribosoma y que se
encuentra localizada en el area relacionada con la union al ARNm, ya que como,
se menciond antes, parece ser el blanco de la actividad de diversos efectores del

crecimiento (Ferrari y Thomas, 1994; Turck y col., 2004).

La proteina S6 es regulada por fosforilacion sobre residuos de serina y treonina.
En animales existen varias cinasas que fosforilan a S6, la p70S6K (S6K1), la p85
S6K (S6K2) y la MAPK APK1 (proteina cinasa activada por mitégenos, activada
por la proteina cinasa 1). La fosforilacion de los 7 a 9 sitios fosforilables de S6
ocurre en una secuencia especifica. Estos sitios estan localizados en un
fragmento de 15 residuos en el extremo C-terminal. Se ha observado que las

subunidades ribosomales con la proteina S6 fosforilada se encuentran



preferentemente en la fraccion de los polisomas asociada con ARNm 5 TOP

(Duncan y McConkey, 1982; Kleijn y col., 1998).

En los mensajes 5 TOP el sitio del cap es seguido por un grupo de 4-14
pirimidinas (extension de pirimidinas en posicion 5 terminal). Aunque dicha
composiciéon de pirimidinas varia entre las distintas especies, mantienen una
proporcion similar de C y U. Poseen también una regién 5’ no traducible (5°UTR)
que varia en longitud de 21 a 505 nucleétidos antes del coddn de inicio, ademas

de un elemento cis-regulatorio traduccional (TLRE) (Meyuhas y Hornstein, 2000).

En células intactas, la fosforilacion de S6 es uno de los primeros eventos
detectados después de la estimulacidon mitogénica de células quiescentes al
entrar al ciclo celular y esta estrechamente relacionada con la activacion de la via
TOR lo cual conlleva a un incremento en la sintesis de proteinas (Harold y col.,

1996).

4. BIOGENESIS DE RIBOSOMAS Y SU REGULACION.

La sintesis de ribosomas es un proceso fundamental para la vida de la célula,
consume una vasta porcidn de metabolitos y energia celular, esta relacionada con
el crecimiento y requiere de la produccion coordinada de proteinas ribosomales
(PR) y ARNr. La regulacion de la sintesis de ribosomas ocurre en respuesta a
condiciones favorables y permite a la célula crecer mas rapido. Esto ocurre solo si

los componentes del ribosoma y la maquinaria de ensamblaje estan disponibles.



Existen puntos de regulacion de la biogénesis de ribosomas, a través de los
cuales la célula determina si crece y, si es asi, en qué proporcion. Para la
produccion de ribosomas en la célula eucarionte se ensamblan mas de 70
proteinas ribosomales con cuatro diferentes especies de ARNr (25S/28S, 18S,
5.8S y 5S), y para que se lleve a cabo este proceso se requieren de otras
proteinas. Los factores que se asocian con los precursores incluyen RNP
pequefios nucleolares (ribonucleoproteinas conocidas como SnoRNPs) vy
proteinas no ribosomales que modifican los pre-ARNr (tales como endo y
exonucleasas, metiltransferasas) o ARN helicasas y chaperonas, que ayudan a la
remodelacion y doblamiento de RNPs y a la asociacion/disociacion de proteinas.
Este proceso depende de la accion coordinada de las tres polimerasas implicadas
en la transcripcién: ARN Polimerasa I, Il y Il (Pol I, Il y 1ll). La Pol I produce los
ARNr 25S/28S, 5.8S y 18S. La Pol Il sintetiza los ARNr 5S y la Pol Il transcribe
los ARN mensajeros, entre ellos los de las proteinas ribosomales (Schmelzle y

Hall, 2000; Tschochner y Hurt, 2003).

4.1 PARTICIPACION DE TOR EN LA BIOGENESIS DE RIBOSOMAS
El mecanismo del procesamiento del pre-ARNr, los intermediarios y el ensamblaje
de los ribosomas se ha estudiado mas intensamente en la levadura S. cerevisiae
ya que es un organismo modelo para el estudio de este proceso. Estudios hechos
en este organismo han demostrado que, al igual que en mamiferos, TOR regula la
biogénesis ribosomal a través del control tanto de la transcripcion de genes de
proteinas ribosomales como de la sintesis y el procesamiento subsecuente del

precursor del ARNr 35S. Tratamientos con rapamicina reducen la transcripcion de



genes que codifican para proteinas ribosomales, un proceso mediado por la ARN
Pol Il asi como el procesamiento del precursor del ARNr 35S. Las proteinas TOR
de levadura también controlan la sintesis de ARNr y proteinas ribosomales

(Powers y Walter, 1999; Schmelzle y Hall, 2000; Granneman y Baserga, 2004).

En estudios hechos con células HEK293 (una linea celular de animales que esta
en continua proliferacion) se ha observado que las vias de PI3K y MAPK modulan
la via TOR durante la regulacion de la transcripcion de genes de ARNr por la ARN
Pol I, en respuesta a sefiales ambientales, y a factores de crecimiento, como el

IGF-1, y nutrimentos, como aminoacidos (James y Zomerdijk, 2004).

Los resultados obtenidos en células de mamiferos y levaduras indican que la via
de sefializacibn mediada por TOR tiene un papel esencial en la biogénesis
ribosomal a diferentes niveles: transcripcional, postranscripcional (procesamiento
del precursor de los ARNr) y traduccional. Los resultados de la participacién de
TOR en el control de la biosintesis y la actividad de la maquinaria traduccional
enfatizan el papel clave de TOR en el control del crecimiento celular (Schmelzle y

Hall, 2000).

Estudios realizados en la linea celular NIH 3T3 (células de fibroblastos) y en
células de miocitos demostraron que para la transcripcion de genes ribosomales
se requiere la regulacion mediada por mTOR de la fosforilacion de S6 y el factor
de unidn al ADNr denominado UBF (por sus siglas en inglés, Upstream Binding

Factor). Se ha propuesto que UBF es un factor clave en la sintesis de ARNTr, en el

10



crecimiento y en la diferenciacion celular. Por otro lado, se ha demostrado que en
células humanas el factor UBF interacciona con otra proteina, denominada SL1,
formando el complejo UCE, que reconoceria el promotor del ADNr y potenciaria la
actividad de la ARN Pol | para la transcipcion de los genes ribosomales (Bell y

col., 1988; Brandenburger y col., 2001; Hannan y col., 2003).

Como ya se menciond anteriormente, la via de sefalizacion mediada por mTOR
es un mecanismo por el cual las células eucariontes ajustan la capacidad de
biosintésis de proteinas a la disponibilidad de nutrimentos. Tanto en levaduras
como en mamiferos, la via TOR regula la sintesis de componentes ribosomales,
incluyendo la transcripcion y procesamiento del pre-ARNr, la expresion de
proteinas ribosomales y la sintesis del ARNr 5S (Figura 2) (Mayer y Grummt,

2006).
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Figura 2. TOR coordina la biogénesis de ribosomas controlando la transcripcion

mediada por las ARN polimerasas I, Il y lll (Mayer y Grummt, 2006).

Como se menciond, en células de mamiferos la sintesis de proteinas ribosomales
es inducida por la via de sefializacion mTOR-S6K1 a través de la estimulacion de
la traduccion de 5’TOP ARNm. Diversos reportes indican que, tanto la sintesis de
proteinas ribosomales como la sintesis de ARNr, se inhiben en presencia de
rapamicina porque son procesos controlados por la accion de mTOR, ya que esta
enzima controla positivamente la actividad la ARN Pol I y la ARN Pol Ill, por medio

de la inactivacion de la proteina del retinoblastoma (pRb). La proteina pRb inhibe
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la transcripcion de la Pol | y Il y la inactivacion por fosforilacion de esta proteina
es bloqueada por la rapamicina (Schmelzle y Hall, 2000; Schawalder y Shore,

2003; Warner y col. 2003).

La biogénesis de ribosomas en eucariontes involucra el procesamiento del pre-
ARNr y el ensamblaje secuencial de un gran nimero de PR en el ARNr. Por tanto,
la regulacion de la transcripcion de los genes de ARNr por la ARN Pol | es un
proceso fundamental para la biogénesis del ribosoma y, por consiguiente la
capacidad de traduccion y el crecimiento también en plantas (Granneman y

Baserga; 2004; James y Zomerdijk, 2004).

4.2 TRANCRIPCION Y PROCESAMIENTO DEL pre-ARNr
La ARN Pol I transcribe un precursor policistrénico que contiene la secuencias de
ARNr maduros (ARNr 18S, 5.8S, 25-28S), dos secuencias transcritas externas
(EST) y dos secuencias transcritas internas (ITS). Esta caracteristica esta
conservada en los organismos de todos los reinos de vida conocidos, como puede
verse en la figura 3 (Granneman y Baserga 2004; Phipps y col.y 2011; Mullineux y

Lafontaine 2012).
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Figura 3. Transcrito primario del ARN ribosomal en diferentes organismos. Se
muestran los pesos del pre-ARNr asi como los ARN ribosomales 18S, 5.8S y 28S
flanqueadas por las secuencias ETS (External Transcribed Spacer, en los
extremos 5’ y 3’) y las secuencias ITS (Internal Transcribed Spacer) (Mullineux y

Lafontaine; 2012).

El procesamiento del pre-ARNr en células eucariontes se lleva a cabo

sucesivamente en el nucleolo, nucleoplasma y citoplasma. En estudios hechos en

S. cerevisiae se ha observado, que el pre-ARNr se transcribe como un solo
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precursor, denominado pre-ARNr 35S, que presentara modificaciones quimicas
en los sitios denominados Ay, A1, A2 y D. Uno de los primeros componentes que
actuan en el procesamiento del pre-ARNr es el denominado U3 snoRNP (particula
snoRNP pequefa nucleolar, de mas de 2 MDa). Se ha propuesto que la union de
U3 snoRNP al pre-ARNr es necesaria para llevar a cabo los cortes primarios del
precursor y para el subsecuente ensamblaje de la subunidad 40S (Venema y

Tollervey, 1999; Fromont-Racine y col., 2003; Tschochner y Hurt, 2003).

El sitio Ap en el extremo 5’- ETS genera el pre-ARNr 33S, el sitio A; genera el pre-
ARNr 32S vy el sitio A, en ITS1 genera los pre-ARNr 20S y 27SA,. Los pasos
subsecuentes del procesamiento del pre-ARNr 20S ocurren en el citoplasma. El
ARNr 18S maduro es liberado del sitio D a partir del pre-ARNr 20S, mientas que
el procesamiento del pre-ARNr 27SA, continua en el ndcleo. ElI 27SA; es
madurado para convertirse en los ARNr 5.8S y 25S por dos vias alternativas:
cerca del 85% de la poblacién 27SA, es cortada en el sitio Az en la secuencia
ITS1 por la ARNasa MRP, seguido por un corte en el sitio B;s por la ARNasa
Ratl; mientras que el 15% del 27SA, es cortado directamente en el sitio By.. El
corte en el sitio By, en el extremo 3’ del 25S, esta asociado con el corte en el sitio
B1. Las dos formas de 27SB (27SBs y 27SB,) son maduradas en vias seguidas e
identicas que involucran el procesamiento en los sitios C, — C; y una digestion
exonucleolitica en el sitio E por un complejo exosoma con direccién 3’ a 5’ (Figura

4) (Fromont-Racine y col., 2003).
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Figura 4. Representacion esquematica de la via de procesamiento del pre-ARNr

en Saccharomyces cerevisiae (Fromont-Racine y col., 2003).

Durante el procesamiento del pre-ARNr también hay modificaciones
postranscripcionales, como la isomerizaciéon de uridinas a pseudouridinas y la
metilacion de las ribosas en el grupo 2’-hidroxilo de los ARNr recien sintetizados,
gue se ha propuesto que estan implicadas en la conformacion y estabilizacion del
ARNr, asi como en la actividad de las subunidades ribosomales maduras durante
la traduccion. El nimero de modificaciones no se encuentra conservado entre las

especies (Fromont-Racine y col., 2003).
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4.3 FORMACION DE LAS SUBUNIDADES RIBOSOMALES
La formacion de los ribosomas es un proceso coordinado que requiere de la
sintesis, procesamiento y modificacion del pre-ARN ribosomal, del ensamblaje
con las proteinas ribosomales y de la interaccion de numerosos factores no
ribosomales que en conjunto forman las particulas pre-ribosomales (Tschochnery

Hurt, 2003).

En estudios en levadura se encontré que las sububidades 40S y 60S son
generadas en el nucleolo a partir de un precursor denominado pre-ribosoma 90S
(particula pre-ribosomal que contiene el pre-ARN 35S, proteinas ribosomales y
factores no ribosomales) antes de ser exportadas al citoplasma. El ensamblaje y
procesamiento de estas subunidades son llevados a cabo por un complejo de
pequefias proteinas no ribosomales denominadas “procesoma SSU (por sus
siglas en inglés de small subunit processome), para que sean exportadas del
ndcleo como subunidades maduras, es decir los complejos de proteinas

ribosomales y ARNr (Tschochner y Hurt, 2003; Granneman y Baserga, 2004).

En los ribosomas eucariontes se caracterizO una proteina denominada Nug1l,
perteneciente a la familia de las GTPasas, que esta involucrada en la biogénesis

de la subunidad 60S (Babler y col., 2003).

En levaduras se han caracterizado al menos 170 factores no ribosomales

participantes en este proceso, la mayoria han implicado en la maduracion del

ARNr (procesamiento y modificaciones nucleotidicas). Por otro lado, en bacterias
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se han caracterizado menos factores no ribosomales de este tipo, entre los que se
encuentran las chaperonas Era, Obg, YjeQ e YI1gF involucradas en la
maduracion, el ensamblaje y la actividad de los ribosomas (Fromont-Racine y col.,

2003, Comartin y Brown; 2006).

Uno de los factores no ribosomales mas caracterizado, desde levaduras hasta
mamiferos es la proteina nucleolina, una fosfoproteina que se encuentra
distribuida en el nucleolo, ndcleo y citoplasma de todos los eucariontes. Regula
varios aspectos del metabolismo del ADN y ARN, entre ellos la estructura de la
cromatina, la transcripcion del ADNr y la maduracion del ARNr, la citocinesis, la
nucleogénesis, la proliferacién celular y el crecimiento, asi como el plegamiento,
la maduracion y el ensamblaje de las subunidades ribosomales y el transporte
nucleocitoplasmatico de los pre-ARNr recién sintetizados. Se ha reportado que
dicha proteina presenta actividad de chaperona de histona y ayuda a promover la
transcripcion del ARN remodelando la estructura del nucleosoma (Ginisty y col,

1999; Mongelard y Bouvet, 2006; Tajrishi y col., 2011).

4.4 NUCLEOLINA

La proteina nucleolina consiste de tres estructuras y dominios multifuncionales:

- una region N-terminal, que contiene varios dominios acidicos y que interactian

con las regiones espaciadoras no transcritas en el ADNr y con la histona H1 para

influir en la transcripcion,
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- de dos a cuatro dominios de union al ARN denominados motivos de
reconocimiento del ARN (RRM, por sus siglas en inglés) en la region central. Se
ha reportado que estos dominios interactian con la estructura tallo-asa del ARNr
y participan en la modificacion y procesamiento del pre-ARNTr.

- un tercer dominio en la region C-terminal rico en glicina/arginina denominado
dominio GAR. La longitud del dominio GAR es variable entre proteinas de
diversas especies y la secuencia y ordenamiento de las repeticiones no se
encuentra conservada. Este dominio se encuentra implicado en el ensamblaje
ribosomal y en la salida de las subunidades ribosomales del nucleo al citoplasma,

asi como en interacciones proteina-proteina (Tajrishi y col., 2011)

Parte acido Dominios de unional ARN Dominios GAR

- Planta
oo =3 —{FEEEEEE—{NTN -
NN\ — ¢

Figura 5. Representacion esquematica de los dominios de la secuencia primaria
de nucleolina y proteinas semejantes a nucleolina en animales, plantas y

levaduras (Tajrishi y col., 2011).

En células en interfase el nucleolo esta formado por tres componentes basicos:
los centros fibrilares, los componentes fibrilares densos y los centros granulares.
La nucleolina se localiza en los centros fibrilares densos, donde se lleva a cabo el

procesamiento temprano del pre-ARNr, asi como en los centros granulares donde
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se lleva a cabo el procesamiento tardio del pre-ARNr ademas de la formacion de

las particulas preribosomales (Mongelard y Bouvet, 2006; Tajrishi y col., 2011).

5 EFECTO DE LA INSULINA Y FACTORES SEMEJANTES A INSULINA

(IGF’s) EN LA BIOGENESIS DE RIBOSOMAS

Hannan y col. reportaron en 1998 que la insulina regula la transcripcion del ADN
ribosomal en la linea celular H4-1I-E-C3 y en cultivos de fibroblastos de raton;
dicha regulacién no se encontraba asociada con un cambio en el contenido
celular de la ARN polimerasa |. Sin embargo, se ha observado un incremento en
los niveles del factor de transcripcion UBF y de la proteina PAF53, factores
asociados a la ARN polimerasa | y que forman parte del complejo de iniciacion de

la transcripcion.

Estudios realizados con cultivos de hepatocitos de ratdn, en presencia de insulina,
mostraron un incremento en los niveles de los ARN ribosomales 18S y 28S, asi
como de las proteinas ribosomales y del nimero de ribosomas; ademas de un
incremento en la sintesis de proteinas celulares, lo que sugeria que el nimero de
ribosomas era el factor primario para determinar la velocidad de sintesis de
proteinas (Antonetti y col., 1993). Asi mismo, Hammond y Bowman demostraron
en 1988 que la insulina regula la sintesis de proteinas ribosomales en cultivos de

mioblastos de ratén.
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Ademas, Csermely y col. demostraron en 1993 que en la linea celular
preadipocitica 3T3-442A la insulina induce un incremento en la fosforilacion de la
nucleolina, reaccion mediada por la casein cinasa Il. Dicha fosforilacion regula la

salida de los ARN ribosomales del nucleo hacia el citoplasma.

En estudios hechos en células mieloides y fibroblastos de embrion de ratén se
observd que el factor semejante a insulina tipo 1 (IGF1) induce la activacion y
fosforilacion de UBF e incrementa la transcripciéon del ADNr. El mecanismo de
accion de este factor se demostrd que es a través de la activacion y translocacion
de IRS1 (Insulin Receptor Substrate 1) del citoplasma al nucleo y de su
interaccion con PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase). Esta cinasa es la encargada
de fosforilar a UBF y potenciar la actividad de la ARN pol | (Drakas y col., 2004;

Wu y col., 2005).

6 SEMILLAS Y GERMINACION

6.1 IMPORTANCIA DE LAS SEMILLAS
Las semillas son un componente vital de la dieta mundial. Los granos de cereales,
gue comprenden el 90% de todas las semillas cultivadas, contribuyen a la mitad
de abastecimiento de energia por persona. Las semillas se consideran como la
unidad basica de dispersion de la planta para su supervivencia, contienen al
embrion como una nueva plantula en miniatura, estan estructural vy
fisiolégicamente equipadas para funcionar como una unidad de dispersion, de tal

forma que contienen reservas alimenticias para sostenerse mientras la plantula en
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desarrollo se establece como un organismo autétrofo (Bewley, 1997). Por ser
producto de la reproducciéon sexual, las semillas son fuente de variacion genética

(Moreno, 1996).

6.2 GERMINACION
Ya que la mayoria de las semillas pasan por un periodo de desecacion durante su
maduracion, la germinacion comienza cuando la semilla quiescente madura
deshidratada (con baja actividad metabdlica) entra en contacto con el agua. La
primera fase de la germinacién conciste en la absorcion de agua (imbibicion),
aunque ésta puede tener éxito sélo cuando la temperatura es apropiada y hay
disponibilidad de oxigeno. Las estructuras y enzimas nhecesarias para la
germinacion se encuentran en la semilla seca, por lo que en las primeras horas de
imbibicion se reactiva el metabolismo y se llevan a cabo diversos procesos de
reparacién. La germinacion es completa cuando una parte del embriébn en
crecimiento se extiende para penetrar las estructuras que la circundan y emerge
de la semilla (conocida como por protrusion de la radicula a través de la testa).
Para entender los eventos bioquimicos y moleculares que ocurren durante la
germinacién de las semillas se han llevado a cabo distintos experimentos. Entre
ellos, se ha establecido que los ejes embrionarios de semillas de cereales
reinician la sintesis de proteinas tempranas durante las primeras etapas de la
imbibicion mediante la traduccion de ARNm que quedaron almacenados en los
ejes embrionarios desde su maduracion (Sanchez de Jiménez y col., 1981;
Bewley, 1997). Posteriormente, durante la germinacion las células reactivan su

metabolismo. El reinicio de la actividad metabodlica esta relacionado con la
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rehidratacion. La toma de agua por la semilla madura deshidratada es trifasica,
con una toma inicial rapida (fase 1) debida a la rehidratacion de las biomoléculas,
seguida de una meseta (fase Il) en la que se reactiva el metabolismo. Un
incremento posterior en la toma de agua ocurre solo cuando la germinacion se ha
completado, conforme el eje embrionario se alarga (fase Ill) (Figura 6) (Bewley,

1997; Nonogaki y col., 2010).
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Figura 6. Eventos metabdlicos durante la germinacion y postgerminacion

(Nonogaki y col., 2010).

A medida que se imbibe la semilla seca quiescente, se restablece rapidamente su
actividad metabolica. Se piensa que las estructuras y enzimas necesarias para el
restablecimiento inicial del metabolismo estan generalmente presentes dentro de

la semilla seca, habiéndose mantenido parcialmente intactas, al menos durante la
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desecacion con la que concluye la maduracion de la semilla. Por lo anterior, la
reabsorcion de agua durante la imbibicion es suficiente para restablecer las
actividades metabdlicas, realizandose el recambio o reemplazamiento de los
componentes en un lapso de pocas horas a medida que se alcanza el
metabolismo 6ptimo. Uno de los primeros cambios durante la imbibicion es el re-
establecimiento de la actividad respiratoria, la cual puede ser detectada en
minutos de iniciada la imbibicién. Después de un rapido incremento inicial en el
consumo de oxigeno, éste alcanza una meseta que se sostiene hasta que la

radicula penetra las estructuras circundantes (Bewley, 1997) (figura 6).

Todos los componentes necesarios para el restablecimiento de la sintesis de
proteinas durante la imbibicidon ya estan presentes dentro de las células de los
embriones secos maduros, aunque los polisomas no estan formados. Sin
embargo, en pocos minutos de rehidratacién hay una disminucion gradual de los
monosomas Yy subunidades ribosomales, conforme éstos van siendo reclutados
para formar complejos de polisomas para la sintesis de proteinas. Esta sintesis
inicial es dependiente de los ribosomas y ARN mensajeros preexistentes. Sin
embargo, en las primeras horas que siguen al ensamblaje inicial de los polisomas,
nuevos ribosomas y ARN mensajeros son sintetizados y utilizados. Los eventos
postgerminativos incluyen la movilizacion de las reservas almacenadas y estan
asociados con el crecimiento y establecimiento de la nueva plantula (Bewley,

1997).
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7 BIOGENESIS DE RIBOSOMAS EN PLANTAS

En estudios hechos en ejes embrionarios de Raphanus sativus se observd que
hay un incremento en la transcripcion del ARNr y el procesamiento de su
precursor es lento durante las primeras horas de imbibicion. Por otro lado, la
reactivacion de la transcripcion ocurre primero en el tejido provascular y en

células del apice y posteriormente en células de la raiz (Aspart y col., 1980).

La expresion de genes de proteinas ribosomales es un proceso muy coordinado,
desde bacterias hasta vertebrados y se requieren de cantidades equimolares de
proteinas ribosomales para su ensamblaje en los ribosomas. El mecanismo de
expresion de genes ribosomales en plantas no se encuentra completamente
definido. Estudios en células de Nicotiana tabacum donde se incrent6 la expresion
de la proteina L3 (RPL3) se observé un incremento del crecimiento y desarrollo
de la planta. L3 esta codificada por dos genes, RPL3A y RPL3B. Estudios en
plantas transgénicas que presentan altos niveles de ARNm para RPL3B
mostraron un mayor crecimiento de las hojas. Las células epidérmicas se
incrementaron en numero y decrecieron en tamafio. El precursor del ARNr (pre-
ARNIr) y los ARNr maduros se acumularon, sugiriendo que hay una regulaciéon de
la biogénesis de ribosomas. Por otro lado, en las plantas en las que fueron
silenciados los genes RPL3A y B se redujeron los niveles de L3 y las plantas
presentaron un fenotipo anormal caracterizado por un retraso en el desarrollo e
inhibicion del crecimiento de raices laterales. Se encontré que la deficiencia de L3

llevé a la reduccion en el nimero de células y a un incremento en el tamafo
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celular, sugiriendo que L3 regula positivamente la division celular. EI decremento
en la expresion de los genes RPL3 resultd en un decremento en la acumulacion
de los pre-ARNr, confirmando que L3 tiene un papel en la biogénesis de los

ribosomas (Popescu y Tumer, 2004).

Asi mismo, en Arabidopsis thaliana se ha descubierto un complejo multiproteico
que esta involucrado en los primeros pasos del procesamiento del pre-ARNr, al
cual se le ha denominado NFD (por las siglas en inglés de Nuclear Factor D).
Dicho factor contiene homélogos de las proteinas fibrilarina y nucleolina, asi como
ARNsno U3 y U14 asociados con la fibrilarina los cuales son requeridos en las
primeras etapas del procesamiento del pre-ARNr. Es asi que el complejo NFD se
ensambla primero con el ADNr y continta unido al pre-ARNr durante los primeros
cortes del procesamiento (Saez-Vasquez y col., 2004a; Saez-Vasquez y col.,

2004b)

Como se mencioné anteriormente, la produccion de ribosomas requiere de
sintesis de ARNr y snoRNA, los cuales son sintetizados y procesados en el
nucleolo y el nucleoplasma. Ambos mecanismos requieren de un procesamiento
endonucleolitico para generar las formas maduras correspondientes. Estudios
hechos en Arabidopsis thaliana han descrito en el ndcleo una proteina
denominada RNasalll-Like la cual pertenece a una familia pequefia de genes
distinta a la familia DICER-RNasalll. Analisis por western blot han demostrado
gue en plantulas jovenes existen dos diferentes formas de AtRNasalll en todo el

extracto celular, mientras que solo existe una forma en el extracto nuclear. En

26



flores, se han detectado preferencialmente las formas nucleares y ninguna de las
dos formas se ha encontrado en semillas secas. A través de mutantes de
insercibn de T-DNA en A. thaliana, se ha observado que la AtRNasalll esta
implicada en el procesamiento del pre-ARNr y los precursores SnoRNA
policistronicos, indicando que la proteina AtRNasalll est4 involucrada en la
biogénesis de ribosomas participando directamente en el procesamiento del pre-
ARNr (en el nucleo y/o citoplasma) y/o afectando la sintesis de snoRNA en el

nacleo (Barbezier y col., 2004).

8 EFECTO DE LA INSULINA EN PLANTAS

En semillas de maiz, la insulina acelera la germinacion y el crecimiento de las
plantulas y promueve el paso de la fase G; a S. Este efecto esta acompafiado por
una la estimulacion en la sintesis de proteinas. Los ejes embrionarios quiescentes
de maiz contienen una gran cantidad de ARNm almacenados, asi como una poza
abundante de subunidades ribosomales que se encuentran en el eje embrionario
de la semilla seca, de forma que cuando la imbibicion comienza son utilizadas
directamente en la sintesis de proteinas (Rincon-Guzman y col., 1998; Sanchez

de Jiménez, 2000; Garcia-Flores y col., 2001).

Otro rasgo interesante del efecto de la insulina es que se ha observado que
promueve un incremento en la expresion y la traduccion de mensajes 5TOP en
plantas como la PRS6 y el factor elFiso4E, fosforilacion de S6 mediante ZmS6K,

un homoélogo de la proteina p70°%, regulacién de la sintesis de ADN.
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Probablemente este efecto ocurre por la misma via (TOR-S6K) utilizada en
animales, ya que la aplicacion de rapamicina inhibe estos efectos (Dinkova y col.,

2000; Reyes de la Cruz y col., 2004; Paz-Lemus 2005).

Estudios recientes han reportado un factor endégeno semejante a insulina en
maiz denominado ZmIGF (Rodriguez-Lopez y col., 2011). Dicho péptido actua de
manera similar a la insulina y también interviene en la induccion de la fosforilacion
de S6 y en la estimulacion del crecimiento del embrion, ya que en semillas
imbibidas en presencia de insulina o ZmIGF se observé un incremento en el
crecimiento de la plantula superior al reportado para el testigo imbibido sélo en

agua (Jiménez-Lopez y col., 2011; Avila-Alejandre y col., 2013)

El patrén de proteinas sintetizadas bajo el tratamiento con insulina es muy similar
al patrén de sintesis de proteinas en ejes embrionarios tratados con &cido
fosfatidico (PA), lo que sugiere que el PA puede ser un intermediario de la via
TOR de sefalizacion de insulina en plantas. Asi mismo, al analizar el patron de
proteinas ribosomales sintetizadas en la parte aérea de ejes embrionarios de
maiz se observo que la insulina y el PA aumentan la sintesis de una proteina de
aproximadamente 32 kDa (posiblemente la proteina ribosomal S6) (Buentello-

Volante y col., 2010).

Por otro lado, se ha observado que los factores de crecimiento insulina/IGF han

mostrado tener un papel clave en el crecimiento, proliferacion y supervivencia

celular en mamiferos. La via de sefalizacion activada por estos factores regula
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procesos especificos, entre los que estan la progresion de la fase G1/S del ciclo
celular y la activacion de la sintesis de proteinas. En plantas se conoce poco
sobre este proceso, sin embargo se ha reportado que durante la maduracion de
las semillas de maiz, las células se detienen en la fase G1/S (Oldham y Hafen,
2003; Vazquez-Ramos y Sanchez., 2003; Fingar y col., 2004). Mas aun,
recientemente Avila-Alejandre y col. en 2013 demostraron que la insulina estimula
la transicion de la fase G1/S y reactiva el ciclo celular después de las 15 horas de
imbibicién. En este sentido, en meristemos radiculares de Arabidopsis thaliana se
observd que la glucosa regula la sefalizacion mediada por TOR fosforilando al
factor de transcripcion E2Fa para una activaciéon no convencional de los genes de

la fase S del ciclo celular (Xiong y col., 2013).
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JUSTIFICACION

En animales se ha observado que durante el crecimiento celular hay un
incremento en la sintesis de proteinas y de ribosomas. La insulina y factores
semejantes a insulina regulan estos procesos a través de la via de transduccion
de sefales que involucra la fosforilacion consecutiva de la cinasa TOR, la cinasa

S6K y la proteina ribosomal S6 conduciendo a la traduccion selectiva de ARNm.

En maiz se ha observado que la insulina o el homdlogo del factor de crecimiento
(ZmIGF) (Rodriguez-Lopez y col.,, 2001) aceleran la germinacion e induce el
crecimiento de los ejes embrionarios por division celular, promoviendo la

transicion de la fase G; a S en la radicula (Avila-Alejandre y col., 2013).

Por estos antecedentes, resulta interesante analizar el efecto que tiene la insulina
en la biogénesis de ribosomas y en la sintesis de proteinas ribosomales, en
tejidos que estan en crecimiento acelerado como los ejes embrionarios de maiz

en germinacion.
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HIPOTESIS.

La induccion por insulina de la germinacion y el crecimiento de ejes embrionarios
de maiz esta mediada por division celular y requiere de la aceleracion de la
sintesis de proteinas. Por lo que se postula que la insulina induce la biogénesis de
ribosomas mediante un incremento en la sintesis y procesamiento del pre-ARNr y

de las proteinas ribosomales.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Conocer la regulacion de la biogénesis de ribosomas en ejes embronarios de

semillas de maiz en germinacion (Zea mays L) en respuesta a insulina.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Analizar el efecto de la insulina en la transcripcion del ADNr y en el

procesamiento del pre-ARNr durante la germinacion.

2. Analizar el efecto de la insulina en la sintesis de novo de los ARNr 18S 'y

25S maduros.

3. Determinar el efecto de la insulina en la expresién del gen que codifica
para la proteina homéloga de nucleolina y caracterizar la secuencia de

aminoécidos de dicha proteina.

4. Analizar el efecto de la insulina en los niveles de transcritos de PRL3 y su

reclutamiento en polisomas.

5. Analizar el efecto de la insulina en la sintesis de novo de proteinas

ribosomales totales y en los niveles de las proteinas ribosomales PRS6, PRL7 y

PRL3 en etapas avanzadas de imbibicion.
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6. Determinar la participacion de la via de transduccién de la cinasa TOR en

la sintesis de novo de proteinas ribosomales en respuesta a insulina.
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MATERIALES Y METODOS.

1. OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO.

Se usaron semillas de maiz (Zea mays L. var. Chalquefo), las cuales se
desinfestaron superficialmente mediante un lavado con etanol al 70% v/v durante
3 minutos y se enjuagaron con agua desionizada estéril. Posteriormente, se
trataron durante 5 minutos con una solucion de hipoclorito de sodio (NaHOCI) al

10% v/v y se enjuagaron tres veces con agua desionizada estéril.

Las semillas se imbibieron en algodon humedecido con agua desionizada estéril a
25 + 1 °C durante 22 horas, posteriormente se disectaron los ejes embrionarios.
Para la sintesis de novo de ARNr los ejes embrionarios se imbibieron en medio
MS mas 200 pCi de [*?P]-ortofosfato o medio MS mas 200 pCi de [*?P]-ortofosfato
mas 200 uU/ml de insulina. En este caso, el tiempo de imbibicion total fue de 24
horas. Posteriormente, se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -

70 °C hasta su uso.

2. AISLAMIENTO DE ARN TOTAL.

La extraccion de ARN total se realizé usando el reactivo Trizol (Invitrogen®, CA,
USA) con las modificaciones indicadas para tejidos vegetales. Se usé una
proporcion de 0.1 g de ejes embrionarios de cada tratamiento pulverizado con N,
liquido y homogenizado con 1 ml de Trizol y se incubé durante 5 minutos a
temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd a 12 000 x g durante 10 minutos a

4 °C, se desechd la pastilla y el sobrenadante se pasé a un tubo Eppendorf
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estéril, se afiadieron 0.3 ml de cloroformo, se agitdé durante 30 segundos en un
vortex y se incub6 3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12 000 x g
durante 15 minutos a 4 °C, el sobrenadante se paso a un tubo Eppendorf estéril,
se afadieron 0.2 ml de cloroformo, se agité durante 30 segundos en un vortex y
se incubd 3 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugo a 12
000 x g por 15 minutos a 4 °C. La fase superior acuosa se paso a un tubo
Eppendorf estéril y se agregaron 250 ul de isopropanol y 250 ul de la mezcla de
citrato de sodio 0.8 M/cloruro de sodio 1.2 M (p/v), se mezclé y se incub6 durante
10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugé a 10 000 x g
durante 10 minutos a 4 °C, se desecho el sobranadante y la pastilla de ARN se
lavé con 1 ml de etanol al 75% (v/v) frio. Se centrifugé a 10 000 x g durante 10
minutos a 4 °C, se desecho el sobrenadante y la pastilla de ARN se seco al aire
durante 20 a 30 minutos. El ARN se resuspendié en 125 ul de agua libre de

ARNasas.

3. EXTRACCION DE ARN DE LA FRACCION POLISOMAL

Se pulverizaron con nitrégeno liquido 0.75-1 g de ejes embrionarios imbibidos
durante diferentes periodos (3, 6 6 24 horas) hasta obtener un polvo fino.
Posteriormente, la muestra se homogeneiz6 con 5 ml de buffer de extraccion
(anexo 2) y se centrifugd a 14 000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante se
colocé en 5 ml de colchén de sacarosa 0.5 M y se centrifug6 a 50 000 x g durante
4 horas. La pastilla polisomal se resuspendio en 500 ul de agua libre de
ARNAsas. Se afadieron 20 ul de EDTA 0.5 M pH 8.5 para una concentracion final

de 20 mM y 25 pl de SDS 10% (p/v) para una concentracion final de 0.5% (p/v).
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Se agito en el vortex durante 30 segundos. Posteriormente, se le afiadieron 500 pl
de fenol para ARN (fenol saturado con agua libre de ARNasas, al que se le
agrego hidroxiquinoleina 40 mM para evitar la oxidacion) y 100 pl de alcohol
isoamilico (49:1 v/v) y se agitd en el vortex durate 30 segundos. Se centrifugd a
10 000 x g durante 15 minutos a 4 °C. Se recuperO el sobrenadante y se
afiadieron 450 ul de acetato de potasio 2 M pH 4.8. Se incubo6 en hielo durante 45
minutos y se centrifugd a 44 000 x g durante 20 minutos a 4 °C. Se recupero el
sobrenadante y se afiadieron 650 ul de isopropanol frio, se dio un pulso en el
vortex y se incub6 a -20 °C durante 45 minutos; posteriormente, se centrifugé a 10
000 x g durante 20 minutos a 4 °C. Se recupero la pastilla y se lavo con 1 ml de
etanol al 70% v/v y se centrifug6b a 10 000 x g durante 5 minutos a 4 °C. La
pastilla se resuspendié en 80 ul de agua libre de ARNasas y se afadieron 20 pl
de cloruro de litio 10 M. Se agité con un pulso en el vértex y se incub6 a 4 °C
durante 12 horas. Se centrifugé a 13 000 x g durante 20 minutos a 4 °C. La
pastilla se lavé con 1 ml de etanol al 70% v/v y se centrifugd a 13 000 x g durante
5 minutos a 4 °C. Este paso se repiti6 dos veces. La pastilla se resuspendio en
100 pl de buffer TEN (anexo 2). Se afadieron 300 pl de etanol absoluto,
incubandose a -20 °C durante 15 a 30 minutos. Se centrifugé a 13 000 x g
durante 15 minutos a 4 °C. La pastilla se lavé con 1 ml de etanol al 70% (v/v) y se
centrifugd a 13 000 x g durante 5 minutos a 4 °C. Finalmente, el ARN de la
fraccion polisomal se resuspendiéo en 40-50 ul de agua libre de ARNasas y se

almacenod a -70 °C hasta su uso.
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Tanto para el ARN total como para el ARN de la fraccion polisomal el rendimiento
se expresd como ug de ARN por gramo de tejido, tomando en cuenta que 1 DO =
40 pg de ARN/ml. La integridad de las muestras se verifico separando mediante
electroforesis 2 ug del ARN obtenido en geles de agarosa al 1% (p/v) en buffer

TAE 1X'y tinendo los geles con bromuro de etidio 5 pg/ml.

4. ANALISIS POR NORTHERN BLOT DE LOS PRECURSORES DEL ARN
RIBOSOMAL.

Una muestra de 10 ug de ARN total de cada uno de los tratamientos se resolvio
en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes (MOPS/formaldehido). Se
pesaron 1.5 g agarosa, se afiadieron 87 ml de agua estéril y se calentaron a 85-
90 °C. Posteriormente, cuando la solucibn se encontraba entre 50-55 °C
aproximadamente se agregaron 10 ml de MAE 10X (anexo 2) y 3 ml de
formaldehido (este paso se realizd en la campana de extraccion). Después de la
polimerizacion, se agregd dentro del tanque de electroforesis buffer MAE 1X. Se
coloco la muestra dentro del pocillo y se corrié la electroforesis durante 4 horas a
40 V. Las bandas se visualizaron con radiacién UV (para detectar el bromuro de
etidio asociado a los &cidos nucleicos de las bandas), se tomé6 la foto y se
procedi6 a la transferencia a una membrana de nylon Hybond N*. Se limpi6 la
camara para la transferencia con SDS al 10% (p/v) y se enjuagd con agua-DEPC
(anexo 2). Se coloco buffer SSC 10X (anexo 2) en la camara hasta los bordes,
inmediatamente se colocaron tres tiras largas de papel de filtro 3M (Whatman) y
se verifico que los extremos estuvieran sumergidos en el buffer. Con cuidado, se

coloco el gel boca abajo (de manera que la transferencia se realiz6 de la parte
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mas plana), se coloco la membrana y después se colocaron 3 cuadros de papel
de filtro 3M, seguido de 10 cm de papel absorbente y 5 cm de papel periddico,
ambos del tamafio del gel. Se coloc6 un peso sobre el sistema y se dejo
transfiriendo toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente, se desmonto
el sistema y la membrana se retird con pinzas Millipore (marcandose la parte
superior). Se fijj6 el ARN a la membrana en un UV-Stratalinker 1800 a 1200
uJoules x 100. Después del fijado, la membrana se colocé en SSC 2X unos
minutos y se envolvi6 en egapack. La membrana se observé en el
transiluminador, se marcaron los ARN ribosomales, asi como los marcadores de

peso molecular y se almacend a 4 °C.

Por otro lado, se generaron primers con el programa Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/) a partir de la secuencia del ARN ribosomal 18S maduro,

del pre-ARNr (que contiene la secuencia de ITS1, 5.8S e ITS2) y del ADNr 25S
maduro reportadas para maiz (niumeros de acceso AF168884, AF019817 y
AY097330, respectivamente). Los primers usados fueron: para 18S Fwr: 5'-
GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC-¥ y Rv: 5-
GGAAACTTACCAGGTCCAGAGATAG-3; pre-ARNr Fwd: 5-
TGACCCTTAAACAAAACAGACC-3' vy Rv: 5-CACCGAGAACAACAACTTG-3;
25S Fwr: 5"AACACGGACCAAGGAGTCTG-3’ y Rv: 5'-
CCCAAGTCAGACGAACGATT-3' y las temperatura de alineamiento fueron de 60,
58 y 60 °C, respectivamente. Los fragmentos amplificados se usaron para generar
sondas de acuerdo al siguiente protocolo. Se prepardé una diluciébn (con agua

estéril) de cada una de las sondas para un volumen final de 50 pl con
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aproximadamente 40 6 50 ng del gen amplificado y purificado. Se puso la mezcla
10 minutos en ebullicion (95 °C), inmediatamente se pasaron a hielo por lo menos
5 minutos. Se adicionaron 45 ul de la sonda a un tubo del kit Ready-To-Go DNA
Labeling Beads (GE Healthcare, UK) y se afiadieron con cuidado 5 pl de [*P]-
dCTP (Sp. Act. 29.6 TBg/mmol, Perkin-Elmer, Boston, MA, USA). Se incub6 a 37
°C durante 30 minutos. Posteriormente, se afladieron 175 ul de NaOH 0.1 M para
detener la reaccion. A la par, se preparé un control positivo de cada una de las
sondas colocando 5 ul de sonda en una membrana de 2 x 2 cm aproximadamente
y se fij6 con NaOH 0.05 M durante 5 minutos, se lavd con agua destilada y se

coloco en SSC 2X.

Las membranas y controles se prehibridaron con 10 ml de PSE (anexo 2) y se
incubaron a 65 °C durante 10 minutos. Se deseché el PSE y se afiadieron 10 ml
mas, agregandose a continuacion 225 pl de la sonda marcada e incubandose a
diferentes temperaturas (dependiendo de la sonda usada), durante 24 horas en
rotacion constante. Posteriormente, se recuperé la sonda y las membranas y
controles se lavaron con 100 ml de la solucion de lavado (anexo 2), calentdndose
a 65 °C durante 20 minutos en rotacion constante, este paso se realizd dos veces.
Se quitd el exceso de liquido a las membranas y a los controles y se colocaron
entre dos acetatos y se envolvieron con egapack. La membrana y controles se
colocaron en un casette con una pantalla intensificadora y pelicula KODAK Blue
X-Omax, posteriormente se refrigeré a -70 °C. El tiempo de refrigeracion dependio
de la intensidad de las bandas a detectar. Finalmente, se revelaron las peliculas y

se analizaron los resultados.
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5. OBTENCION DE PROTEINAS RIBOSOMALES.

La sintesis de novo de proteinas ribosomales se evalué a diferentes tiempos (3, 6,
12, 18 y 24 horas). Los ejes embrionarios se incubaron en 3 ml de medio MS mas
300 uCi de [**S]-metionina (Sp. Act. 43.475 TBg/mmol, Perkin-Elmer, Boston, MA,
USA) con o sin 200 pyU/ml de insulina durante las 2 utimas horas. Los ejes
embrionarios se homogeneizaron con 4 volumenes de buffer de extraccion para
proteinas ribosomales (anexo 2) por gramo de tejido. Posteriormente, se
centrifugaron a 27 000 x g durante 30 minutos a 4 °C y el sobrenadante se coloco
en un colchon de sacarosa (anexo 2), centrifugadndose a 100 000 x g durante 4
horas a 4 °C para obtener la pastilla ribosomal, que se resuspendié en 500 pl de
buffer A3 (anexo 2). Las proteinas ribosomales se extrajeron con acido acético
glacial y 1 M (CH3COOQO),Mg, se precipitaron con 5 volumenes de acetona fria y se
conservaron a -20°C durante 18 horas. Posteriormente, se centrifugaron a 8 000 x
g durante 15 minutos a 4°C, se desechd el sobrenadante y las proteinas
ribosomales se resuspendieron en 0.1 mM Tris-HCI, pH 7.2. La incorporacion de
[3°S]-methionina se determind en un contador de centelleo Beckman, usando 20
ul de la muestra en 5 ml de liquido de centello ACS ® (Amersham Biosciences).
La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford (Bradford;
1976), usando una alicuota de 20 ul de muestra y albumina serica bovina (BSA)
como estandar. Los resultados se reportaron como cpm pg™’ de proteinas. La
muestra de 24 horas de proteinas sintetizadas de novo se resolvieron mediante
electroforesis SDS-PAGE en geles al 13% (p/v) y las proteinas se transfirieron a

una membrana de PVDF. Las membranas se expusieron a peliculas KODAD Blue
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X-Omax durante 7 dias a -70 °C. Las peliculas se revelaron y las imagenes se

analizaron con un sistema Molecular Image (Carestream Health, INC).

6. EFECTO DE LA INSULINA EN LA SINTESIS DE NOVO DE PRS6, PRL7 Y
PRL3.

Las proteinas ribosomales se separaron mediante SDS-PAGE en geles de
acrilamida al 13% (p/v) y se transfirieron a una membrana de nylon Hybond-P
(Amersham, CA, USA) mediante transferencia semi-seca con 8 mA cm?™.
Posteriormente, la membrana se bloqued con leche libre de grasa al 5% (p/v)
disuelta en PBS 1X y Tween 20 al 0.05% (v/v) durante 60 minutos a 25 °C,
lavandose a continuacion tres veces durante 10 minutos con PBS 1X y Tween 20
al 0.05% (v/v). La membrana se incubd con el anticuerpo contra PRL3 (dilucion
1:1 000), PRS6 (dilucion 1:2 000) o PRL7 (dilucion 1:2 000) en PBS 1X, Tween 20
al 0.05% (v/v) y albumina bovina sérica al 1% (p/v) durante toda la noche a 4 °C.
La membrana se lavé dos veces con PBS 1X y Tween 20 al 0.05% (v/v) durante
10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, la membrana se incub6 con
el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa de rabano
(dilucion 1:5 000) para detectar PRL3 o con anticuerpo secundario anti-cabra
conjugado con peroxidasa de rdbano (diluciéon 1:5 000) para detectar PRS6 y
PRL7, en leche libre de grasa al 5% (p/v) disuelta en PBS 1X y Tween 20 al
0.05% (v/v) durante 60 minutos. Todos los anticuerpos se obtuvieron de
Santacruz Biotechnology Inc. (CA, USA). La membrana se lavd tres veces con
PBS 1X y Tween 20 al 0.05% (v/v) durante 10 minutos a temperatura ambiente.

La reaccion se detect6 por quimioluminiscencia, usando 1:1 (v/v) de kit Immobilon
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Western Chemilum Hrp Substrate (Millipore Inc, USA) y la imagen se revel6 con

una pelicula KODAD Blue X-Omax.

7. EXPRESION DE LOS NIVELES DE TRANCRITOS DE NUCLEOLINA Y PRL3
POR gRT-PCR

Se trataron 2 pg tanto de ARN total como de ARN de la fraccion polisomal con 1.5
U de ADNasa (Promega, CA, USA) durante 60 minutos a 37 °C, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La reaccién se detuvo usando 1 ul de EDTA 250 mM,
con un volumen final de la reaccion de 11 pl. Para la reaccion de gRT-PCR se uso6
1 ul de las muestras tratadas con ADNasa. Las amplificaciones se realizaron con
el kit One step gPCR (Invitrogen™, CA, USA) en un equipo Rotor Gene 3000
(Corbett Research Quiagen, CA. USA). Los cebadores se disefiaron con base en
la secuencia de maiz reportada. Para el caso de la nucleolina (n° de acceso
EU960380) se usaron Fwd: 5-GCAAGCGTACCACAAGTGAA-3 y Rv: 5-
GGTGGTCTGGGTTTAGCGTA-3’, con una temperatura de alineamiento de 60 °C
y un producto de amplificacién de 210 pares de bases de longitud. La identidad
del amplicon producto de la amplificacion se verificd6 antes de llevar a cabo las
reacciones de gqRT-PCR. Para PRL3 (n° de acceso EC379972), los cebadores
usados fueron Fwd: 5 CCGCACTGAGATGAACAAGA-3 y Rv: 5-
ATCAGGTAFTCACCCTTCACG-3', con una temperatura de alineamiento de 58
°C y un producto amplificado de 153 pares de bases de longitud. Se us6 a PRS13
(n® de acceso NM _001112238) como gen de normalizacion, el cual fue
amplificado simultaneamente usando las mismas condiciones de cada gen

analizado. Los primers usados para este gen fueron Fwd:
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5’AAAGAAGCTTCCACCCACCT-3" y Rv: 5-GATGAGGTCCGTTGTCCATT-3,

con un producto de amplificacion de 151 pares de bases de longitud.

Previo a la determinacion de la regulacion de la expresion genica por insulina, se
revisé que la eficiencia de amplificacion para cada uno de los genes (nucleolina y
prS13) tuvieran valores entre 95 y 100% (Bustin y col., 2009). Por otro lado, se
verificO que el tratamiento con insulina y el tiempo de imbibicion no alteraran la
expresion de referencia usando el programa GeNorm version 3.5

(http:medgen.ugent.be/~jvdesom/genorm/).

8. CARACTERIZACION DEL HOMOLOGO DE LA PROTEINA NUCLEOLINA
(Zmnuc) POR WESTERN BLOT

Para analizar la expresion de la proteina nucleolina se disectaron los ejes
embrionarios y se incubaron durante 6 horas en medio MS. Posteriormente se
purificaron los nucleos para la obtencion de proteinas nucleares totales. Se
pesaron 0.75 g de ejes embrionarios y se fijaron en acetona durante 2 horas, se
pulverizaron con nitroégeno liquido y a continuacién el tejido se homogenizé con 5
ml de buffer de extraccion de nucleos (anexo 2). EI homogenado se filtré a través
de una capa de malla Miracloth (Calbiochem, CA. USA) con un tamafio de poro
de 22-25 um. El filtrado se centrifugé durante 10 minutos a5 000 x ga 4°Cy la
pastilla se resuspendié en 1.5 ml de buffer de lavado de nucleos. Posteriormente,
los ndcleos se purificaron en un gradiente discontinuo de Percoll® (Sigma, CA,
USA) al 80%, 40% y 20%, de acuerdo a Luthe y Quatrano (1980). Los nlcleos se

obtuvieron entre las fracciones 40 y 80% (v/v) de Percoll y se diluyeron en 1 ml de
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buffer de lavado de nucleos, centrifugandose a continuacién durante 20 minutos a
14 000 x g y 4 °C. Finalmente, la pastilla de nucleos se resuspendié en 150 ul de
buffer de aislamiento de nucleos y se almacené a -70 °C hasta su uso. Para la
obtencién de las proteinas nucleares totales, los nucleos congelados se agitaron
en vortex a maxima velocidad en tres periodos de 1 minuto cada uno. La
concentracion de proteinas se determiné por el método de Bradford usando una
alicuota de 20 ul de muestra y albumina serica bovina (BSA) como estandar

(Bradford; 1976).

Las proteinas nucleares se resolvieron en geles SDS-PAGE al 12% (p/v) en
condiciones desnaturalizantes. EI homologo de nucleolina en maiz se analizé por
inmunodeteccion mediante analisis de Western blot. Par este fin, se uso un
anticuerpo que reconoce un epitope de nucleolina de Arabidopsis (donado por el
Dr. Julio S4ez-Vasquez de la Universidad de Perpignan, Francia) en dilucion 1:10

000.
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RESULTADOS

EFECTO DE LA INSULINA EN LA SINTESIS DE NOVO DEL ARN RIBOSOMAL

La biogénesis de ribosomas requiere de la sintesis de novo de proteinas
ribosomales y de ARN ribosomal. En ejes embrionarios de maiz se ha observado
que la insulina induce la sintesis de novo de proteinas ribosomales a las 24 horas
de imbibicion (Dinkova y col., 2007; Jiménez Dinkova y col., 2007; Jiménez-Lopez
y col., 2011-Lépez y col., 2011). Por lo tanto, se analizé la sintesis de novo de los
ARN ribosomales maduros mediante la incorporacion de [**P]-ortofosfato a las 24
horas de imbibicién. La figura 7 muestra que la insulina indujo un incremento
significativo de entre 40 y 50% en los ARN ribosomales maduros 18S y 25S con
respecto al control. Sin embargo, no se lograron detectar los precursores del

ARNr en este tiempo de imbibicion.

OcControl
300 -

b Minsulina
250 b
200 -
150 4

100 4

50 4

Incorporacion de 32P (CPM/ g de RNA polisomal )

255 185

Figura 7. Efecto de la insulina en la sintesis de novo de los ARNr maduros a las

24 horas de imbibicion.
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PRECURSORES DE LOS ARN RIBOSOMALES MADUROS DURANTE LA

GERMINACION TEMPRANA

Para detectar los precursores del ARNr se realizaron experimentos en tiempos
anteriores (3 y 6 horas de imbibicidn). Se sintetizaron sondas a partir de los ARNr
maduros (25S y 18S) y de un fragmento que contiene la secuencia ITS1, 5.8S e

ITS2, como se describié en Materiales y Métodos.

La figura 8 muestra la electroforesis en gel de agarosa en condiciones
desnaturalizantes de las muestras de ARN total de ejes embrionarios con y sin
insulina a las 3 y 6 horas de imbibicion. Se observan dos bandas con pesos
moleculares de 2.37 kb y 1.35 kb que corresponden a los RNA ribosomales
maduros 25S y 18S respectivamente. Ademas, se observan bandas con pesos
moleculares superiores a 2.37 kb que se propone corresponden a los precursores

de los ARN ribosomales.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de muestras de ARN total tefiidas con

bromuro de etidio.
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En la figura 9 se presentan los resultados de los experimentos de Northern blot
usando la sonda contra el ARNr maduro 25S. Se detecton dos bandas con pesos
moleculares de 4.9 kb y 3.2 kb que se propone corresponden a los precursores de
los ARNr, ademas del ARNr 25S maduro observado en la tincion con bromuro de
etidio (Figura 8). Se observa que hay una acumulacion de hasta 50% de los
precursores con el tiempo de imbibicion (de las 3 a las 6 horas). Por otro lado, la
insulina indujo un incremento de 50 a 80% en la sintesis de los precursores
comparado con el control a las 3 y 6 horas de imbibicion, respectivamente. Como

era de esperarse, al usar esta sonda no se observo el ARNr 18S maduro.
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Figura 9. Andlisis por Northern blot de los precursores del ARNr 25S. A)
Fluorografia de los precursores del ARNr 25S, B) Andlisis densitométrico de las

bandas detectadas con las sondas contra el ARNr 25S maduro.
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La Figura 10 muestra la fluorografia del Northern blot con una sonda que abarca
un fragmento del pre-ARNr (que incluye el ITS1, el ARNr 5.8S y el ITS2). Se
observan tres bandas definidas con pesos moleculares de 7 kb, 4.9 kb que
corresponden a los precursores y una banda de 0.17 kb que corresponde al ARNr
5.8S maduro. Por otro lado, hay una acumulacién de las bandas detectadas de
hasta 2 veces con respecto al tiempo de imbibicién. La insulina indujo un

incremento de 40 a 230%, comparados con el control de 3 horas de imbibicion.
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Figura 10. Analisis de los precursores del ARNr 5.8s y 25S. A) Fluorografia de los

7kb 49kb 0.17

pre-ARNr, B) Analisis densitométrico de las bandas detectadas con la sonda

contra los pre-ARNr.

En la figura 11 se presenta la fluorografia con una sonda contra el ARNr 18S
maduro. Se observa una banda con peso molecular de 2.1 kb, la cual se propone
corresponde al pre-ARNr 20S. La insulina indujo una acumulacion de entre 40-
50% comparado con el control de 3 horas de imbibicion. La banda del ARN

ribosomal 25S no se dectectd con esta sonda como era de esperarse.
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Figura 11. Analisis de los precursores del ARNr 18S. A) Fluorografia del pre-ARNr
20S, B) Andlisis densitométrico de las bandas detectadas con la sonda contra el

ARNr maduro 18S.

Se han descrito las secuencias completas de los genes de ADNr en diferentes
organismos, tanto en mamiferos como en algunas plantas. Sin embargo, no se
han reportado hasta la fecha en maiz: en esta especie solo estan reportadas las
secuencias del ARNr 18S y 25S maduro, asi como una secuencia parcial del pre-
ARNr que contiene el ITS1, el 5.8S y el ITS2. Para obtener las secuencias del
pre-ARNr de maiz se comparo los genes de ADNr humanos obtenido mediante el

software Ensembl (www.ensembl.org) con el genoma de maiz y se obtuvo un

fragmento de 4552 bases localizado en el cromosoma 6
(chromosome:AGPv2:6:116511614:116516155:1) (ver figura en anexo 1). Este
fragmento incluye los ARN ribosomales maduros 18S, 25S y 5.8S, asi como las
secuencias de los ITS1 y 2, ademas de una secuencia de 48 bases localizada
entre el ARNr 18S e ITS1, no descrita anteriormente. Sin embargo, en este

fragmento no estan incluidos los ETSs.
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El fragmento obtenido que incluye la secuencias de los ARN ribosomales
maduros 18S, 25S y 5.8S, asi como las secuencias de los ITS1 y 2 se alined con

las secuencias reportadas del ADNr de ratdbn y humano mediante el programa

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/). Los resultados mostraron que
hay una similitud entre el 75% y el 81% entre el fragmento del ADNr de maiz y

dichas secuencias (tabla 1).

Organismo | Longitud Organismo Longitud Similitud
Homo sapiens 13357 Mus musculus 13334 76
Homo sapiens 13357 Zea mays L. 4552 81
Mus musculus 13334 Zea mays L. 4552 75

Tabla 1. Similitud de las secuencias de los genes de ADNr reportados en humano

y raton con el fragmento de ADNr de maiz obtenido en el presente trabajo.

ANALISIS DE LOS TRANSCRITOS DEL GEN DE NUCLEOLINA EN LAS

PRIMERAS HORAS DE IMBIBICION

Durante la sintesis de ribosomas se requiere de factores no ribosomales que
participan durante todo el proceso, desde la trancripcién del ADNr hasta la salida
de las subunidades ribosomales del nucleo al citoplasma. Uno de los factores mas
estudiados es la proteina nucleolina, que esta conservada desde levaduras hasta
humano. Con base en la secuencia parcial del gen de nucleolina reportada en

maiz se realizd6 un alineamiento con las secuencias de los transcritos de
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nucleolinas de especies vegetales con el programa ClustalW. Se observé que hay

una homologia de entre el 60% y 75% (tabla 2).

Organismo | Longitud Organismo Longitud Similitud
Arabidopsis 1966 Medicago 2255 56
sativa

M. sativa 2255 Pisum sativum 2188 71
Arabidopsis 1966 P. sativum 2188 55
Arabidopsis 1966 Zea mays 813 68

M. sativa 2255 Zea mays 813 73

P. sativum 2188 Zea mays 813 71

Tabla 2. Similitud de las secuencias de los ARNm de nucleolina reportados en
Arabidopsis, chicharo (Pisum sativum) y alfalfa (Medicago sativa) con la

secuencia de maiz encontrada en el genoma.

Al analizar el ARN de ejes embrionarios secos se observé que el transcrito de
nucleolina se encuentra entre los ARNm almacenados en semillas secas (Figura

12)

250 kb =5
1500 Kb e

Figura 12. Andlisis por PCR de punto final de los transcritos de nucleolina en ejes

embrionarios secos. 1: estandar de peso molecular, 2 y 3 muestras diferentes.
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Por otro lado, mediante andlisis por qRT-PCR se encontr6 que el ARNm de
nucleolina se recluta en la fraccion polisomal a medida que transcurre el tiempo
de imbibicién (3 a 6 horas), mientras que no se observd un efecto del tiempo de

imbibicion sobre la transcripcion de este gen. (Figura 13).
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Figura 13. Niveles de expresion del gen de nucleolina durante las primeras horas

de imbibicion.
En cuanto al efecto de la insulina no se observd un incremento en la sintesis de

novo del transcrito (ARN tot) ni en el reclutamiento del transcrito a la fraccion

polisomal (ARN pol) durante la germinacion (Figura 14)
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Figura 14. Efecto de la insulina en la expresion del gen de nucleolina durante las

primeras horas de imbibicion.

CARACTERIZACION DE LA PROTEINA NUCLEOLINA EN EJES

EMBRIONARIOS DE MAIZz

Los resultados anteriores muestran que los transcritos de nucleolina se reclutan a
la fraccion polisomal durante las primeras horas de imbibicién (Figura 13), por lo
que se pretendié caracterizar mediante Western blot la proteina homodloga de
nucleolina en ejes embrionarios de maiz imbibidos durante 6 horas. Se aislaron
los nucleos de ejes embrionarios y posteriormente se purificaron las proteinas
nucleares totales, separandose en geles SDS-PAGE al 12% (p/v), como se

describié en Materiales y Métodos.
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Se inmunodetectaron tres bandas con pesos moleculares de 110, 100 y 40 kDa,
sin embargo, al analizar la secuencia de aminoacidos de las proteinas
inmunolocalizadas con ambos anticuerpos se encontré que no correspondian a la
secuencia de nucleolina, sino que corresponden a proteinas homologas con

factores de traduccién, asi como con algunas chaperonas (Figura 15).
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Figura 15. Andlisis por western blot para la deteccién de una proteina homadloga

de nucleolina en ejes embrionarios de maiz.

EFECTO DE LA INSULINA EN LA SINTESIS DE NOVO DE PROTEINAS

RIBOSOMALES DURANTE LA GERMINACION

Durante la germinacion de las semillas hay un incremento en la sintesis de
proteinas. Se midié la incorporacién de [**S]-metionina en la sintesis de proteinas
ribosomales durante la imbibicion de semillas de maiz. Se observd que la

incorporacion de metionina aumenta durante el tiempo de imbibicion
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incrementandose 60 veces en comparacion con las 3 horas de imbibicion. Por
otro lado, la insulina so6lo indujo un incremento significativo (75%) en la
incorporacion de metionina en PRs a las 24 de imbibicion. Sin embargo, cuando
se aplico la mezcla rapamicina/insulina la induccion de la sintesis de proteinas

ribosomales observada con insulina se revirtié (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la insulina en la incorporacién de [**S]-metionina durante la
germinaciéon (3, 6, 12, 18 y 24 horas), e insulina/rapamicina (24 horas) en la

sintesis de proteinas ribosomales.

Las proteinas ribosomales recién sintetizadas obtenidas de ejes embrionarios
imbibidos durante 24 horas se resolvieron mediante electroforesis SDS-PAGE al
12% (p/v) y se analizaron por fluorografia. Aunque la insulina indujo un
incremento general en la sintesis de PRs, el andlisis por fluorografia revel6 que no

todas las PRs son reguladas de la misma forma por insulina. En la figura 17 (A) se
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muestran las PRs tefiidas con azul de Coomassie, mientras que en la figura 17
(B) se presenta la fluorografia. Las flechas indican las PRs sintetizadas de novo

estimuladas por insulina.
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Figura 17. Andlisis electroforético de PRs. (A) tincion con azul de Coomasie. (B)

Fluorografia de PRs sintetizadas de novo a las 24 horas de imbibicion.

EFECTO DE LA INSULINA EN LA REGULACION DEL GEN Y PROTEINA PRL3

EN ESTADOS DE IMBIBICION TARDIA

Para verificar el efecto diferencial de la insulina en la regulacién de la sintesis de
PRs (Figura 16B) se analiz6 por Western blot el efecto de la insulina en los
niveles de PRL3, PRL7 y PRS6 sintetizadas de novo. Se observé que los niveles

de PRS6 y PRL7 se incrementaron un 300% y un 70%, respectivamente, en
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presencia del efector; sin embargo los niveles de PRL3 no se afectaron en

presencia de insulina (Figura 18).

A B

KDa kDa

Control Insulina

Control  Insulina

150 T 20
100 100

75 ?u.) 75
k2

S0
50

25
20

37

25
20

- -

5 7 i 2 -
] b £
g4 915 ]
£ £~
§ 3 5
£ £ 11
$21 2 3
8 g 05
@
= I I >

a Q T

Control Insulina Control Insulina

C KDa

Control Insulina

o
n
j

L
¥}
L
v

2
o
L

Vecesde incremento
o
[
|

ot
w
|

o

Control Insulina

Figura 18. Efecto de la insulina en los niveles de PRs sintetizadas de novo. (A)
PRS6, (B) PRL7 y (C) PRL3 a las 24 horas de imbibicién. Se presentan los

analisis densitométricos de la intensidad de las bandas de cada proteina.
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En la figura 19 se observa que la insulina indujo un incremento en la transcripcion
de PRL3, sin embargo no hay un reclutamiento en la fraccion polisomal a las 24
horas de imbibicion. Estos resultados concuerdan con lo presentado en la figura
18C, que muestran que la sintesis de la proteina ribosomal L3 no esta afectada

por insulina.
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Figura 19. Andlisis de los trancritos de PRL3 a las 24 horas de imbibicién en el
ARN total y el ARN de la fraccion polisomal con o sin insulina. Los resultados se
normalizaron con el gen de referencia y se expresan como multiplos de
incremento en los niveles de transcripcion con respecto al valor de tratamiento

control al cual se le asigné valor 1.
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DISCUSION

En células animales, la biogénesis de ribosomas es un prerequisito para el
crecimiento y division celular (Baserga., 2007). Se ha demostrado que la insulina
incrementa la transcripcion del ADNr y el numero de ribosomas en cultivos
primarios de fibroblastos de ratén (Antonetti y col., 1993; Hannan y col., 1998; Wu
y col., 2005). En plantas se conoce poco sobre el mecanismo de crecimiento
celular; sin embargo, en ejes embrionarios de semillas de maiz se caracterizé un
factor semejante a insulina, denominado ZmIGF (Rodriguez-L6pez y col., 2011) y
se ha reportado que tanto la insulina como el ZmIGF aceleran la germinacion e
inducen el crecimiento en plantulas de maiz (Garcia-Flores y col., 2001; Dinkova y
col., 2007; Jiménez-L6pez y col., 2011). En el presente trabajo se usé insulina
como efector para estudiar la regulacion de la biogénesis de ribosomas en
semillas de maiz durante la germinacion. La insulina indujo la acumulacion del
ARNr maduro recién sintetizado (aproximadamente 50%) a las 24 horas de
germinacién (Figura 7). Esto indica que la insulina promueve la transcripcion del

ADNTr.

Las semillas de maiz deshidratadas se encuentran en estado quiescente y sus
células detenidas en la transicion G1-S. Cuando son imbibidas el ciclo celular se
reactiva (Vazquez-Ramos y Sanchez., 2003). Recientemente, en nuestro grupo
de trabajo se demostré que la insulina estimula la transicion G1/S y reactiva el
ciclo celular después de las 15 horas de imbibicion en presencia de este efector

(Avila-Alejandre y col., 2013), por lo que se decidi6 buscar los precursores del

59



ARNr en semillas de maiz en tiempos anteriores a las 15 horas (3 y 6 horas de
imbibicion) usando sondas marcadas contra el ARNr maduro 25S y 18S, asi como
una secuencia reportada previamente del pre-ARNr que incluye ITS1, el ARN
5.8S y el ITS2. Los resultados muestran que la insulina induce un incremento en
la acumulacién de los precursores de ARNr y del ARN maduro 5.8S (Figuras 9, 10
y 11), lo que concuerda con lo reportado para semillas de rabano, en las cuales la
transcripcion del ADNr es reactivada en las primeras horas de imbibicién (cuando
la incoporacion de marca radiactiva fue detectada en moléculas de ARNr de alto
peso molecular, mayor al peso de los ARNr maduros; correspondiendo
posiblemente a los precursores del ARNr), mientras que en la germinacion tardia
el marcaje sélo se detecté en los ARNr maduros y no en los posibles precursores

(Aspart y col., 1980).

Por otro lado, estudios hechos por Grzelczak y Buchowicz (1977) demostraron
que la sintesis de ARNr en semillas de cereales es activada casi inmediatamente
después de iniciada la imbibicion en embriones aislados de Triticum aestivum L.
La transcripcion del ADN ribosomal se inicia durante las primeras horas de
imbibicién. Se observé un incremento en la incorporacién de [**C]-uridina tanto en
los ARNr 25S y 18S como en el precursor 31S a las 3 horas de imbibicion,
mientras que en semillas completas la incorporaciéon de radiactividad se detecto

hasta las 6 y 12 horas para el pre-ARNr y los ARNr maduros, respectivamente.

Con las secuencias reportadas previamente en la literatura se obtuvo una

secuencia parcial del ADNr en maiz (Figura anexo 1). Para obtener dicha
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secuencia, tanto los ITS1 y 2 y las secuencias de los ARNr maduros 18S y 25S se
introdujeron en el software Ensembl para el genoma humano y la secuencia
obtenida se compar6 con el genoma de maiz. Se obtuvo una secuencia de 4552
bases localizada en el cromosoma 6. Esta secuencia contenia los ARNr maduros
18S, 25S y 5.8S; asi como una secuencia extra de 48 bases localizada entre el

ARNr 18S vy el ITS1, la cual no se habia reportado previamente.

Los alineamientos realizados entre esta secuencia del ADNr de maiz contra el
ADNr 45S de humano y de raton mostraron una similitud entre el 75% y el 81%
entre el fragmento del ADNr de maiz y dichas secuencias. Se observd que las
regiones con mayor similitud se encuentran en las secuencias de los ARNr
maduros 18S, 25S y 5.8S; mientras que las regiones con menor similitud fueron
las secuencias ITS1 e ITS2. Estos resultados concuerdan con los reportados en la
literatura, que indican que tanto los ETS en 5’ y 3’, como las secuencias de ITS1y
2 son las regiones con mayor variabilidad en las secuencias de ADNr de distintas

especies (Layat y col., 2012).

Cuando se usa como sonda un fragmento que contiene a ITS1, 5.8S e ITS2
(figura 10) se detecta un barrido por arriba de la banda de 7 kb, que se observa
mas claramente en el tratamiento con insulina a las 6 horas de imbibicion. Este
barrido podria corresponder a precursores del ARNr de mayor peso molecular y/o
al transcrito primario, aun no caracterizados. En este sentido, se ha reportado que
existen precursores especificos para algunos organismos, por ejemplo en el caso

de humanos y raton (Mullineux y Lafontaine, 2012).
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Como se mencion6 anteriormente, la sintesis de ribosomas requiere tanto de
ARNr como de proteinas ribosomales y factores no ribosomales que participan en
este proceso. En este sentido, la nucleolina es uno de los factores no ribosomales
que participa en varios pasos desde la transcripcion del ADNr hasta la salida de
las subunidades ribosomales del nucleo al citoplasma. En el presente trabajo se
encontré6 que los transcritos de nucleolina se encuentran entre los ARN
mensajeros almacenados en los ejes embrionarios de maiz secos. Los niveles del
transcrito en ARN total no cambian durante la imbibicién temprana (3 y 6 horas);
sin embargo hay un incremento de 2 veces aproximadamente en el reclutamiento
del mensajero a la fraccion polisomal a las 6 horas comparado con las 3 horas de
imbibicion (Figura 13). La movilizacion del mensaje de nucleolina a la fraccion
polisomal a las 6 horas de imbibicion sigue una cinética similar a la movilizacién
observada para algunos mensajes de proteinas ribosomales en semillas de maiz
en germinacion (E. Sanchez, datos no publicados). Esto sugiere que los mensajes
de factores no ribosomales como la nucleolina y de proteinas ribosomales
estarian sujetos a un mecanismo de regulacibn comuin que garantizaria la
disponibilidad de todos los componentes necesarios para la sintesis de nuevos

ribosomas.

En cuanto al efecto de la insulina, no se observé un incremento en los niveles del
transcrito de nucleolina, ni en el ARN total ni en el reclutamiento del ARNm en la
fraccion polisomal (Figura 14). Los resultados indican que el efecto de la insulina
en el procesamiento del pre-ARNr no estd mediado por un aumento en la

expresion de la nucleolina. Csermely y col. (1993) reportaron que la insulina
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regula la fosforilacion de nucleolina en células de preadipocitos, por lo tanto existe

la posibilidad de un mecanismo de regulacion similar en maiz.

En el presente trabajo se tratd de obtener la proteina nucleolina de nucleos
aislados de ejes embrionarios de maiz imbibidos por 6 hs, mediante
inmunoprecipitacion con anticuerpos contra nucleolina de humano y de A.
thaliana. En la figura 15 se presentan las proteinas de nucleos aislados de ejes
embrionarios de maiz imbibidos por 6 hs inmunodetectadas con anticuerpos
contra nucleolina de Arabidopsis y separadas mediante electroforesis. Se
observan bandas de pesos moleculares de 110, 100 y 40 kDa. Se ha reportado
gue la proteina nucleolina de mamiferos tiene un peso molecular de 100 kDa, sin
embargo en plantas como A. thaliana y A. cepa tienen un peso molecular de 67 y
64 kDa respectivamente, debido a que presentan menor nimero de dominios de
unién al ARN. Sin embargo, en células meristeméaticas de raiz de A. cepa se
inmunodetecté una banda de 100 kDa, proponienendo que correspondia a la
proteina nucleolina y que la banda de menor peso molecular era un fragmento de
dicha proteina (Lapeyre y col., 1985; Srivastava y col., 1989; Bourbon y Amalric,
1990; de Carcer y col., 1997; Pontvianne y col., 2007). No obstante, la secuencia
de aminoacidos obtenida de las proteinas inmunodetectadas y purificadas de
maiz no presenta homologia con las secuencias reportadas de proteinas

semejantes a nucleolina

Como se mencion0 anteriormente, la sintesis de ribosomas requiere la

transcripcion del ADNr y del procesamiento del preARNTr, asi como de la sintesis
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de proteinas ribosomales. Por ello, se estudid la sintesis de PRs durante la
imbibicion, asi como el efecto de la insulina en este proceso. Los resultados
muestran que hay un incremento de la sintesis de PRs a partir de las 12 horas de
imbibicion, alcanzando una induccion maxima de 600% a las 24 horas de
imbibicion. Por otro lado, la insulina s6lo produjo un incremento en la sintesis de
PRs de 75% a las 24 horas de imbibicion (Figura 16). En animales se ha
reportado que el efecto de la insulina en la sintesis de PRs esta mediado por la
via de sefializacion de la cinasa TOR, por lo que se decidid aplicar rapamicina, un
inhibidor de la cinasa TOR, para analizar su efecto en la induccion de PRs por
insulina. Se encontré que la rapamicina revirtié el efecto inductor de la insulina en
la sintesis de novo de PRs, sugiriendo la participacion de la via de sefializacion
TOR en la biogénesis de ribosomas inducida por insulina en semillas de maiz en
germinacion. Se ha reportado que el dominio cinasa de TOR se une al promotor
del ADNr 45S regulando su transcripcion tanto en animales como en plantas
(Tsang y col., 2010; Ren y col., 2011). Asimismo, se ha reportado que la proteina
TOR de maiz contiene el sitio de unién de rapamicina (Agredano-Moreno y col.,

2007; Dinkova y col., 2007).

En la figura 17 se observa que la insulina induce la sintesis de PRs aunque esta
inducciéon no es igual para todas las PRs. En este trabajo se encontré6 que
mientras que la insulina induce la sintesis de PRS6 y PRL7 no afecto a la sintesis
de PRL3 (una proteina ribosomal con funcion dual). Este efecto diferencial puede
ser explicado por la funcion dual de algunas proteinas ribosomales, se ha

observado que ademas de participar en la estructura del ribosoma regulan otros
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procesos. Por ejemplo PRL3, la cual esta implicada en la sintesis de ARNr; la
PRSS6, las proteinas acidas y RACK1, las cuales regulan la traduccion (Sanchez
de Jimenez y col., 1997; Montoya-Garcia y col., 2002; Williams y col., 2003;
Popescu y Tumer, 2004; Wilson y Nierhaus, 2005; Jannot y col., 2011; Xue y col.,
2012). En concordancia con estos resultados se observé que aunque la insulina
estimuld la transcripcion de PRL3 no afectd el reclutamiento de este mensaje en
la fraccion polisomal (Figura 19). Estos resultados también coinciden con los
obtenidos en el western blot con anticuerpos contra PRL3 en los que se observo
que la sintesis de PRL3 no se altera por insulina (Figura 18) . En este mismo
sentido, existen reportes de gque tanto la insulina como el ZmIGF no inducen la
sintesis de novo de PRs &cidas en ejes embrionarios de maiz imbibidos por 24 hs,
aunque si regulan su fosforilacion (Montoya-Garcia y col., 2002). Por otro lado, en
estudios con microarreglos se encontré que la insulina induce el reclutamiento de
algunos mensajes de PRs en la fraccion polisomal mientras que inhibe el
reclutamiento de otros mensajes de PRs (Jiménez-Lopez y col., 2011). Estos
resultados apoyan que la expresion de las PRs no se regula por igual en todas

ellas.
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CONCLUSION

La insulina estimula la sintesis de ribosomas durante la germinacion de semillas
de maiz por la via TOR. La transcripcion del ADNr y el procesamiento de los
precursores del ARNr estan entre los primeros eventos que se reactivan durante
la imbibicibn temprana. En estados tardios de imbibicion (24 h) la insulina
estimula la sintesis de novo de algunas PRs. Estos resultados sugieren que la
biogénesis de ribosomas durante las primeras horas de imbibicion se lleva a cabo
con ARNTr recién sintetizados y proteinas ribosomales traducidas a partir de
ARNmM almacenados. Por otro lado, se mostré que el transcrito de nucleolina es
movilizado a la fraccién polisomal después de 6 h de imbibicidn, lo cual sugiere
gue esta proteina es traducida activamente, apoyando su participacion en el

procesamiento de los precursores del ARNr.
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Anexo 1

AGTCATATGCTTGTCTCAAAGAT TAAGCCATGCAT G TGCAAGTATGAACTAAT TCGAAC TETGAAACTGCGAATGELTCATT
AT AT TATAGT T TG T T TGAT GG TACGTGC TACTCGGATAACCGTAGTAAT TCTAGAGCTAATACGTGCAACAAACCCCG
ACTTCCGGEEAGGEGECEGCATTTAT TAGATAAAAGGCTGACGCGEGGECTCTGOCCGLOGATCCGATGAT TCAT GATAACTTGA
CEGATCGCACGECCTTCGTGCCGGUGACGCATCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGAT GG TAGGATAGGGGCOTA
CCATGETGETEACGGETEACGEAGAAT TAGGGT TCGAT TCOGEAGAGEEAGLCT GAGAAACGEL TACCACAT COAAGS
AAGGCAGCAGGCGOGUAAAT TACCCAATCCTGACACGGGGAGGTAGT GACAATAAATAACAATACCGGGCGLGTTAGTGT
CTGEGTAATTGEAATGAGTACAATC TAAAT COCTTAAC GAGGATCCAT TGGAGGGCAAGTCTGGTGOCCAGCAGCCGCGGTA
ATTCCAGCTCCAATAGCGTATATT TAAGT TGT TGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGACCTTGGGCCGEGUCEGECOGGTIC
GLCTCACGGOEAGAADCEGACCGGCTCGACCCTTCTGCOGGLEGATGUGCTCOTGGLCTTAACTGECOEGEETCGTGOOTC
CEGCGCCGTTACTTTGAAGAAAT TAGAGT GCTCAAAGCAAGCCATCGOTCTGGATACAT TAGCAT GG GATAACATCATAGS
ATTCCGGTCC TAT TG TG T TG GCC T TOGGGATC GEAGTAATGAT TAATAGGGACAGTCGGGGEGCATTCGTATTTCATAGTCA
GAGGTGAAATTCTTGGATTTAT GAAAGACGAACAACT GCGAAAGEATT TGO CAAGGATGTTT TCAT TAATC AAGAACGAAA
GTTGEEEECTCGAAGACGATCAGATACCGTOCTAGTCTCAADCATAAACGAT GLCGACCAGGEATCAGCEGETETTACTA
ATAGGACCCOCGE TGGCACC TTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTICCGEGEGEAGTAT GETCGCAAGGC TGAAACTTAAS
GEAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGLGTGEAGCCTGCGGECTTAAT TTGAC TCAACACGGEGGAAACTTACCAGGTCCAG
ACATAGCAAGGAT TGACAGACTGAGAGC TCTTTCTTGAT TCTATGGGTGGTGGTGCATGGECGTTCTTAGTTGGTGGAGS
GATTTGTCTGGTTAAT TCCGT TAACGAACGAGACCTCAGCCTGCTAAC TAGCTATGLGGAGCCATCCCTCOGTAGTTAGCT
TeTTAGAGGGACTAT GG CCGTT TAGGCCACGGAAGTTT GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCC
GUACGCGoGOTACACTGATG TAT CCAACGAGTATATAGCCTTGGCCGACAGGLCOGGETAATCT TGGGAAATTTCATCGT
GATGGGGATAGATCAT TG AAT TG TT GG TC TTCAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTOGEGTTGACTAC
GTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCOGTOGOTCCTACCGATTGAATGGTCC GG TGAAGT GTTCGGATCGLGGLGAC GGG
GOCGEETTOGCCGCOCCOGACGTOGOGAGAAGTCCATTGAACCTTATCATT TAGAGGAAGGAGAAGTC GTAACAAGGTTT
COGTAGGTGAACC TGO GGAAGGATCATTGCCG TGACCC TTAAACAAAACAGACC GCGAACGAGTCACCCG TGCCGCOG
GECTCCGGCOCEGoACG TGO COCOCOGAACC T COGCGGGEAAGEGGEEGE THOOGCEAAAAAGAACCCACGEOGOD
CCGGEGEEEECAAGEAACACCAGTACTACCTCC TGOCOCGOGGAGLGGTCG GO COGLE TTCOGETCCCAGGGCAGCGGET
TACACCTTAATCGACACGACTCTCGGCAACGEATATCTCGEGLTCTCGCATCGAT GAAGAALCG TAGCAAAATGLGATACC TS
GTETGAATTGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTTTTT GAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCTTCTGGCGGAGEHGLACGTC
TECETEGGOGTCACGECAAAAGACAC TCCCAACAC OO COCC GG GG GCGAGEGACE TAGCGTC TG GO COCC GO GoC
GLACGGCGAGE TGGGCCGAAGCAGGEGLTECOGGCGAACCGOGECEGELGLAGCACG TGGTGEGCGACATCAAGTT
GTTGTTICTNCGGNGCAGCGTCCCGGLECGLEEOCEECCATICGECCCTAAGGACCCATCGAGCGACCGAGCTTGCCOTC
GEACCHGCEACCCCAGETCAGTCGEGACTACCCGCTGAGTT TAAGCATATAAATAAGC GEGAGEAGAAGAAACTTACGAGS
ATTCCCCTAGTAAC GEGUGAGCGAACCGEGAGCAGCCCAGCTTGAGAATCGEGOGGLCTOGCCGLOCGAATTGTAGTCT
GGAGAGGCGTCCTCAGCGACGGACCGGGCCCAAGTTCTCTGGAAAGEGACGCCTGGEGAGGGTGAGAGCCCOGTOCG
GLCCEEACCCTETCGCACCACGAGGUGCCGTCAACGAGTCGGETTGTTTGEGAATGCAGCCCAAATCGGGUGETAAAC
TCCETCCAAGHL TAAATAC AGEHC GAGAGACT GATAGC GAACAAG TACC GUGAGEGAAAGATGAAAAGGACTTTGAAAAG
AGAGTCAAAGAGT GCTTGAAATTGOCGEEAGEGAAGCGEGATGEEGEGCTEGCGACGCGCACCEGECCETAT GOGGAATG
GCTCCTGCTGGTCCGLCGATCGGCTOGGGOCETEGACCGTTGTCGCCCGOGCOGELEGEUCAMAGCCCHEEEECCCT
AGGCGCCCCOGGCAGCCETCETCEGECGLGEACGETATCCEGCGUGCCTCTEEGLGCGUCCCTCGGGGUGLTGLGCTGE
AACGEECCTGCEAGCTOCCCATCOCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTGACATGCGTGCGAGTCGACGEETT
CAGAALACCTEGAGATGCGCAAGGAAGCTGAC GAGUGGGAGGLCCTCACGHGGCCGCACCEGCTEGOCGACCCTGATCTTCT
GTEAAGGEGETTCGAGTTEEAGCACGCCTETCGEEEACC CGAAAGATGETGAACTAT GCCTEAGLCGEEGUEGAAGLCAGAG
GAAACTCTGGTGEGAGGCTOGAAGCGATACTGACGTGCAAATCGTTOGTCTGACT TGGGTATAGGGGLGAAAGACTAATCG
AACCATCTAGTAGCTGGTTCCC TCCGAAGT TTCCCTCAGGATAGC TG GAGC CCACACGAGTTCTATCG GG TAAAGT CAAT
GATTAGAGGCATCGEGGGECGCAACGCCCTCGACCTATTCTCASACTTTAAATAGG TAGGACGELGCGELTGCTTOGGTG
AGCCGTECCACGEAATCGEGAGCTCCAAGTGHGCCATTTTTGG TAAGCAGAALTEEC GAT GCGEEATGAACCEEAMGT
CEGETTACGGTGC CAAAC TGO GO GC TAACCTAGAACCCAC AAAGGGTGTTGGTCGAT TAAGACAGCAGGACGGETGGTCA
TEGAAGTCGAAATCCGCTAAGGAGTGTGTAACAACTCACCTGCOGAATCAACTAGCCCCGAAAAT GGATGGOGCTGAAGT
GLEGCGACCCACACCCGEGLCATCTEGECGAGLGACATGCCCCGATGAGTAGGAGGGOGCGGLGHGELCEGLOGCAAAMCTC
GOOGCECEAGCCCEEELEEAGCEECCETCEETEGLAGATCTTEGETGGTAGTAGCAAATAT TCAAAT GAGAACTTTGAAG
GLOGAAGAGGAGAAAGGTTCCATGTGAACGGCACTTGCACATGEGGTAAGCCGATCCTAAGGGACGGGGEAAACCOGGD
AGATAGCGCGATCACGCGOGTCACCCGAAAG GGAAT CGGGTTAAGATTTCCCGAGCOCGGGACGT GECGGLAGACGGOG
ACGTTAGGAAGTCCGEAGACGCCGGLGGEGGCCTCGEEAAGAGTTATCTTTITCTGCTTAACGGCCOGOCAACCOTGGA
ATCEETTCAGCCGEGEAGGTAGEETCCAGCGELCEEAAGAGCACCGCACATOCGCGCEGTGTCCGETEGLGOCCCCGEL GG
CoCTTGAAAATCC GEAGGACCGAATTCCGTCCACGCCCGGTCGTACTCATAACCGCATCAGGTCTCCAAGGTGAMACSAGT
CTOTGGECCAATGGAACAAT GTAGGCAAG GGAAGTCGGCAAAACGGATCCG TAACTTC GG GAAAAGGATTGGCTCTGAGS
GTTGGGCTCGEEGEGTCCCGGoCCCEGAACCOGTOGGC TGO TGGOGGAATGLTOGAGCTGC TCGOGOGGLGAGAGLGE
GLOGCOGCGTGCOGECOGGGEGACGEACCGEGEAACGGCCCCCTCGEGEGLCTTCCCCGGGLGTOGAACAACTGACT
CAGAACT GETACGGACAAGGEGAATCCGAC TEGTTTAAT TAAAACAAAGCAT TGOS

Figura suplementaria. Secuencia parcial de ADNr de maiz localizada en

cromosoma 6.

el
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Anexo 2

Soluciones para aislamiento de ARN de la fraccion polisomal.
1) Buffer de extraccion: Tris-HCI 200 mM pH 9, KCI 200 mM, MgCl,, EGTA 25
mM, sacarosa 200 mM. Se esteriliza y se almacena a 4 °C.

2) Buffer TEN: Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM, cloruro de sodio 1 M.

Soluciones utilizadas para el analisis por Northern blot.

1) MAE 10X: 0.2 M MOPS, 50 mM acetato sédico y 10 mM EDTA pH 7.0, se
esteriliza por filtracion y se almacena a 4 °C protegido de la luz.

2) Buffer de carga para ARN 1.25X: para 4 ml se mezclan 2.2 ml de
formamida, 0.8 ml de formaldehido, 0.5 ml de MAE 10 X, 0.4 ml de glicerol
al 80% , 0.1 ml de azul de bromofenol al 2% y 20 ul de bromuro de etidio
(10 mg/ml). Se almacena a -20 °C

3) Agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC): se afiadi6 1 ul/ml de DEPC,
se agitd durante 12 horas a temperatura ambiente y se esterilizd en
autoclave.

4) SSC 10X estéril: NaCl 1.5 M, citrato de sodio 0.15 M pH 7.0

5) PSE: fosfato sédico 1 M pH 7.2, SDS 10%, EDTA 0.5 M

6) Solucion de lavado: fosfato sédico 1 M pH 7.2, SDS 10%

Soluciones utilizadas para precipitacion de proteinas ribosomales

1) Buffer de extraccion: Tri-acido acético 50 mM pH 8.2, KCI 50 mM,

(CH3COO),Mg 5 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, sacarosa 250 mM
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2) Colchén de sacarosa: sacarosa 0.5 M, KCI 0.8 M disuelto en buffer de
extraccion
3) Buffer A3: Hepes 200 mM, KOH 20 mM, (CH3COO),Mg 5 mM, CH3COOK

125 mM, B-mercaptoetanol 6 mM.

Soluciones utilizadas para analisis de proteinas por Western blot
1) PBS 1X y Tween 20 al 0.05%: fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio

150 mM pH 7.8, Twen 20 al 0.05%.

Soluciones para purificacion de nucleos
1) Buffer de extraccion de nucleos: Tris-HCI 10 mM pH 7.2, sacarosa 1 M,
MgCl, 5 mM, B-mercaptoetanol 2 mM. Se afiadio la mitad de una tableta de
inhibidores de proteasas de Roche® por cada 100 ml de buffer.
2) Buffer de lavado de nucleos: Tris-HCI 10 mM pH 7.2, sacarosa 1 M, MgCl,
5 mM, B-mercaptoetanol 2 mM, Tritobn X-100 al 0.5%. Se afiadid la mitad de
una tableta de inhibidores de proteasas de Roche® por cada 100 ml de

buffer.
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Ribosome biogenesis is a pre-requisite for cell growth and proliferation; it is however, a highly regulated
process that consumes a great quantity of energy. It requires the coordinated production of rRNA,
ribosomal proteins and non-ribosomal factors which participate in the processing and mobilization of
the new ribosomes. Ribosome biogenesis has been studied in yeast and animals; however, there is little
information about this process in plants. The objective of the present work was to study ribosome
biogenesis in maize seeds during germination, a stage characterized for its fast growth, and the effect of
insulin in this process. Insulin has been reported to accelerate germination and to induce seedling
growth. It was observed that among the first events reactivated just after 3 h of imbibition are the rDNA
transcription and the pre-rRNA processing and that insulin stimulates both of them (40—230%). The
transcript of nucleolin, a protein which regulates rDNA transcription and pre-rRNA processing, is among
the messages stored in quiescent dry seeds and it is mobilized into the polysomal fraction during the first
hours of imbibition (6 h). In contrast, de novo ribosomal protein synthesis was low during the first hours
of imbibition (3 and 6 h) increasing by 60 times in later stages (24 h). Insulin increased this synthesis
(75%) at 24 h of imbibition; however, not all ribosomal proteins were similarly regulated. In this regard,
an increase in RPS6 and RPL7 protein levels was observed, whereas RPL3 protein levels did not change
even though its transcription was induced. Results show that ribosome biogenesis in the first stages of
imbibition is carried out with newly synthesized rRNA and ribosomal proteins translated from stored
mRNA.

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

response to nutrient levels, environmental stress as well as insulin
and insulin-like growth factors (IGF's) [5—7]. In this regard, it has

Growth of an organism can be the result of an increase in cell
size and/or cell proliferation. In both cases, proteins constitute the
main component of the dry cell mass [1]. The amount of proteins
that can be synthesized depends on the number of ribosomes;
therefore, ribosome biogenesis is a determinant process for or-
ganism growth [2,3]. Ribosome synthesis requires the coordinated
production of rRNA and ribosomal proteins (RPs) [4]. Cell growth in
eukaryotes is regulated by the PI3K-TOR signaling pathway in

Abbreviations: RP, ribosomal protein; IGF’s, insulin-like growth factor; ZmIGF,
insulin-like growth factor of Zea mays; MS, Murashige and Skoog medium; ETS,
external transcribed spacer; ITS1, internal transcribed spacer 1; ITS2, internal
transcribed spacer 2.

* Corresponding author. Tel.: +52 55 58046481; fax: +52 55 58044727.

E-mail addresses: ljpf@xanum.uam.mx, laujperez@yahoo.com.mx (L.]. Pérez-

Flores).

0300-9084/$ — see front matter © 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2013.06.011

been reported that insulin and IGF’s show mytogenic activity in
animals [8]. In animals and yeast, this pathway is coupled to
nutrient availability that regulates ribosome biogenesis by two
simultaneous mechanisms: by controlling the 5S rRNA transcrip-
tion [9], the transcription and processing of the pre-rRNA (which
includes the 25S, 18S and 5.8S rRNAs) and by promoting the
mobilization of mRNA encoding for ribosomal proteins to the
polysomes for translation [10]. Also, it has been shown that insulin
increases the rDNA transcription and the number of ribosomes in
primary mouse fibroblasts cultures. This increase was not associ-
ated with an increase of the RNA polymerase I, but with an increase
in the levels of the UBF and PAF53 transcription factors, as well as
by the activation of UBF by phosphorylation. These transcription
factors participate in the formation of the initiation complex during
rDNA transcription and in the regulation of RNA Pol I activity [11—
13]. In addition, it has been observed that insulin increases the
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synthesis of ribosomal proteins in mouse myoblasts [14] by
increasing the number of ribosomes [15] while rapamycin, a TOR-
kinase inhibitor, blocks the rRNA precursors processing in HeLa
cells [16].

There is still little knowledge about the regulation of ribosome
synthesis in plants. It has been reported that there is an increase in
pre-TRNA levels whereas rDNA transcription is reactivated
sequentially in different tissues, going from the cortex to the
exterior [17]. Recently, it has been shown that the TOR kinase
domain works as a transcription factor regulating the 45S pre-rRNA
synthesis in Arabidopsis thaliana [18]. Also, the existence of ribo-
somal proteins with a dual role, that is proteins that have other
functions besides participating in the ribosome structure, has been
reported. RPL3 is a protein with dual function which according to
previous results participates in ribosome biogenesis [19]. During
maize seed germination, there is active translation of stored mRNAs
among which some ribosomal proteins are present [20].

The presence of IGF’s has been reported in spinach, Lemma gibba
G3 and Canavalia ensiformis; some of them stimulate glucose up-
take in animals [21,22]. A 5.7 kDa insulin-like peptide named
ZmIGF, which accelerates germination and promotes maize seed-
lings growth has been isolated from maize [23,24]. Even though
insulin has not been found in plants, it has been reported that this
hormone and IGFs accelerate germination and activity of enzymes
of the glyoxysome of several seed species [25]. In this regard, Oli-
veira et al. [26] reported that the treatment with insulin signifi-
cantly increases radicles and coleoptiles length and weight of C.
ensiformis seeds. In addition, these authors isolated insulin-binding
proteins, which are probable components of the signaling pathway
(receptor, phosphoserine kinases and other associated proteins).
Also, orthologues of TOR and S6K proteins have been identified in
maize seeds and there are evidences that support the existence of
the PI3K-TOR signaling pathway which regulates cell growth in
response to insulin in a similar way to what is reported for mam-
mals [27-30].

In previous studies it was observed that ZmIGF induces ribo-
somal protein synthesis in germinating maize seeds [24,28].
However, not all ribosomal proteins are regulated in the same way
by this factor [31]. This differential effect might be explained by the
dual function that some of the RPs have besides participating in the
ribosomal structure; for example, S6RP [32,33], the acidic proteins
[34] and RACK1, which also regulate translation [35,36]. Another RP
with dual function is the RPL3; when this protein was silenced in
Nicotiana tabacum, the accumulation of pre-rRNA and number of
cells decreased, supporting its participation in the ribosome
biogenesis [19].

Several proteins that participate in rDNA transcription and pre-
rRNA processing have been identified in plants. In this regard,
Harscoét et al. [37] characterized a nucleolar protein in Arabidopsis,
NOF1, which regulates rRNA expression. On another study, a nu-
clear phosphoprotein, MA16, which interacts with rRNA and with
other proteins that participate in the rRNA metabolism was char-
acterized in embryos from maize seeds [38,39]. Also, an enzymatic
complex named NF D formed by almost 30 proteins, which par-
ticipates in the processing of pre-rRNA, was identified in A. thaliana
[40]. Nucleolin, a non-ribosomal protein, widely distributed from
yeast to plants and mammals, which regulates several aspects of
the DNA and RNA metabolism, such as chromatin relaxation, rDNA
transcription, pre-rRNA processing, ribosomes assembly and nu-
cleus—cytoplasm transportation of pre-ribosomal particles, is part
of the NF D complex [41,42].

Since ribosome biogenesis is a pre-requisite for cells to grow and
proliferate and it has been demonstrated that ZmIGF/insulin induce
selective translation of ribosomal protein mRNAs and regulates
growth during maize germination by similar mechanisms; in the

present work, insulin was used as an effector for studying ribosome
biogenesis in maize seeds during germination.

2. Materials and methods
2.1. Biological material and treatments

Embryonic axes dissected from maize (Zea mays L. cv. Chal-
quefio) seeds were imbibed in Murashige and Skoog (MS) medium
during 3, 6, 12, 18 and 24 h. The last 2 h of imbibition, axes were
incubated in MS medium with a pulse of 200 pU ml~' of insulin
according to the methodology described by Buentello et al. [43].
Then, axes were rinsed with sterile water, frozen with liquid N, and
stored at —70 °C until they were used. All experiments were per-
formed in triplicate. Insulin concentration and time of treatments
have been previously demonstrated to be effective in inducing
maize seedling growth [28,44]. Due to its availability, insulin was
used instead of ZmIGF to stimulate the maize embryonic axes.

2.2. Isolation of total RNA and RNA from the polysomal fraction

Embryonic axes were incubated for 3 and 6 h with or without
insulin as described in Section 2.1. Total RNA was isolated from 0.1 g
of embryonic axes pulverized with liquid N using the Trizol re-
agent (BRL, Life Technologies, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) with
the modifications recommended for plant tissues. Polysomes were
isolated from 0.5 g of embryonic axes by differential centrifugation
according to the methodology reported by Dinkova et al. [28]; RNA
was isolated from the obtained polysomes. Both, total and poly-
somal RNA were resuspended in 50 pL of RNAse free water. Purity of
the RNA was determined by the relation Ajgonm/A280nm and its
concentration was quantified using a Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific, Wilmington, DE. USA). Integrity of all samples was veri-
fied using 2 pg of total RNA or RNA from the polysomal fraction
following the methodology of Sambrook et al. [45].

2.3. De novo synthesis of ribosomal RNA

Maize seeds were imbibed for 24 h; during the last 2 h they were
treated with or without insulin in the presence of 300 uCi of [>2P]-
orthophosphate. RNA from the polysomal fraction was obtained as
described in Section 2.2 [28]. Twenty micrograms of RNA were
separated by electrophoresis under denaturing conditions (MOPS/
formaldehyde); afterward, the bands corresponding to 18S and 25S
rRNA were excised and the [32P] incorporated was determined in a
Beckman scintillation counter using 5 ml of scintillation liquid ACS®
(Amersham Biosciences). Results were reported as cpm pg~! of
polysomal RNA.

2.4. Northern blot analysis of the rRNA precursors

Total RNA (10 pg from each sample) was separated by electro-
phoresis under denaturing conditions (MOPS/formaldehyde) and
then transferred to a nylon Hybond N* membrane in 10x SSC
buffer. The membrane was cross-linked and prehybridized with
PSE buffer (1 M sodium phosphate, 10% (w/v) SDS, 0.5 M EDTA,
pH 7.2) for 10 min. Fragments were amplified from pre-rRNA
(including ITS1, 5.8S and ITS2 sequences) or mature 18S and
25S ribosomal RNAs based on the published maize sequences
(Accession numbers AF019817, AF168884 and AY097330, respec-
tively). For amplifying the pre-rRNA, the following primers
were used: Fwd: 5-TGACCCTTAAACAAAACAGACC-3’ and Rv: 5'-
CACCGAGAACAACAACTTG-3'. For 18S rRNA the following primers
were used: Fwd: 5-GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC-3’ and Rv:
5'-GGAAACTTACCAGGTCCAGAGATAG-3' and for the 25S rRNA:
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Fwd: 5-AACACGGACCAAGGAGTCTG-3’ and Rv: 5-CCCAAGTCA-
GACGAACGATT-3'. The amplified fragments were used to generate
the probes by labeling with the Ready-To-Go DNA Labeling Beads
kit (GE Healthcare, UK) adding 5 pl of [22P]-dCTP (Sp. Act. 29.6 TBq/
mmol, Perkin—Elmer, Boston, MA, USA) following the manufac-
turers instructions. Membranes were hybridized with the labeled
probes with 10 ml of PSE buffer at 65 °C for 24 h. Afterward, the
membranes were washed twice with SL buffer (1 M sodium
phosphate, 10% (w/v) SDS, pH 7.2) and then they were exposed into
radiographic films (Kodak Medical X-ray General Purpose Blue)
at —70 °C for different periods of time. Films were developed and
the image was analyzed with the Molecular Imagen System
(Carestream Health, INC).

2.5. De novo ribosomal proteins synthesis

Ribosomal proteins synthesis was evaluated after 3, 6,12, 18 and
24 h of imbibition. Axes were incubated in 3 ml of MS medium with
300 pCi of [3°S]-methionine (Sp. Act. 43.475 TBq/mmol, Perkin—
Elmer, Boston, MA, USA), with or without 200 pU of insulin during
the last 2 h. At 24 h of imbibition an extra treatment was applied,
adding a mixture of 200 pU of insulin and 0.1 pM of rapamycin
during the last 2 h of imbibition. Embryonic axes were homoge-
nized with four volumes of extraction buffer for ribosomal proteins
(50 mM Tris—acetic acid, pH 8.2, 50 mM KCl, 5 mM (CH3COO),Mg,
250 mM sucrose, 5 mM B-mercaptoethanol) per gram of tissue. The
homogenized tissue was centrifuged at 27 000 x g for 30 min at
4 °C; the pellet was discharged and the supernatant laid over a
sucrose cushion (extraction buffer with 0.5 M sucrose and 0.8 M
KCI) and centrifuged again at 100 000 x g during 4 h at 4 °C for
obtaining the ribosomal pellet which was resuspended in 500 pl of
A3 buffer (200 mM Hepes, 20 mM KOH, 5 mM (CH3COO);Mg,
125 mM CH3COOK, 6 mM B-mercaptoethanol). Ribosomal proteins
were extracted with glacial acetic acid and 1 M (CH3COO);Mg,
precipitated with five volumes of cold acetone and incubated
at —20 °C for 18 h and then centrifuged at 8000 x g during 15 min
at 4 °C. Supernatant was discharged and ribosomal proteins
resuspended in 0.1 mM Tris—HCI, pH 7.2. [3°S]-Methionine incor-
poration was determined in a Beckman scintillation counter using
20 pl of the sample in 5 ml of scintillation liquid ACS® (Amersham
Biosciences). Protein concentration was determined by the Brad-
ford [46] method using a 10 pl aliquot of the sample and bovine
serum albumin (BSA) as standard. Results were reported as
cpm pg~! of proteins. Proteins were separated by SDS-PAGE in 12%
(w/v) gels and transferred to a PVDF membrane. Membranes were
exposed for 7 days to radiographic films at —70 °C. The films were
developed and the image analyzed with the Molecular Imagen
System (Carestream Health, INC).

2.6. Insulin effect in de novo RPS6, RPL7 and RPL3 synthesis
determined by western blot analysis

Ribosomal proteins were separated by SDS-PAGE in 12% (w/v)
acrylamide gels and transferred to a Nylon, Hybond-P membrane
(Amersham CA, USA) by semi-dry transfer using 8 mA cm2
Membrane was blocked with 5% (w/v) nonfat milk in 1x PBS—5%
(v/v) Tween 20 for 60 min at 25 °C and then washed three times
for 10 min with 1x PBS—5% (v/v) Tween 20. Afterward, membrane
was incubated with antibody against RPL3 (1:1000 dilution)
or RPS6 (1:2000 dilution) or RPL7 (1:1000 dilution) in 1x PBS—5%
(v/v) Tween 20 and 1% (w/v) albumin overnight at 4 °C. Then,
membrane was washed twice with 1x PBS—5% (v/v) Tween 20 for
10 min at room temperature; next, membrane was incubated with
the secondary anti-rabbit antibody conjugated to horseradish
peroxidase (1:5000 dilution) for detecting RPL3 or secondary anti-

goat antibody conjugated to horseradish peroxidase (1:5000
dilution) for detecting RPS6 and RPL7 in 5% (w/v) nonfat milk in
1x PBS—5% (v/v) Tween 20 for 60 min. All antibodies were
obtained from Santa Cruz Biotechnology Inc. Ca. USA. Membrane
was washed three times with 1x PBS—5% (v/v) Tween 20 for
10 min at room temperature. Reaction was detected by quimio-
luminiscence using a 1:1 (v/v) of Immobilon Western Chemilum:
Hrp Substrate (Millipore Inc, USA) and developed in a KODAD Blue
X-Omax film.

2.7. Regulation of nucleolin and RPL3 transcript levels by insulin

Total RNA or RNA from the polysomal fraction (2 pg) was treated
with 1 U of DNAse (Promega, CA, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. qRT-PCR reactions were carried out in a Rotor
Gene 3000 (Corbet Research Quiagen, CA, USA), using 1 uL of RNA
treated with DNAse. Amplifications were performed using the One
step qPCR kit from Invitrogen®. Primers were designed based on the
reported maize sequences. The primers for nucleolin (Accession No.
EU960380) were Fwd: 5'-GCAAGCGTACCACAAGTGAA-3" and Rv: 5'-
GGTGGTCTGGGTTTAGCGTA-3’; the amplification product was
210 bp long. For RPL3 (Accession No. EC379972) the primers used
were Fwd: 5-CCGCACTGAGATGAACAAGA-3' and Rv: 5-ATCAGG-
TAGTCACCCTTCACG-3’; the amplification product was 153 bp long.
RPS13 (Accession No. NM_001112238) was used asreference gene;
the primers used for its amplification were Fwd: 5-AAA-
GAAGCTTCCACCCACCT-3’ and Rv: 5-GATGAGGTCCGTTGTCCATT-3’
and the product was of 151 bp. The identity of the amplification
products was verified before performing the qRT-PCR reactions. The
amplification efficiency was corroborated to be between 95 and
100% for all the studied genes [47]. Also, it was verified that the in-
sulin treatment did not affect the expression of the reference gene
using the genNorm software (version 3.5, http://medgen.ugent.be/
~jvdesomp/genorm/). Annealing temperature was 60 °C for
nucleolin and 58 °C for RPL3. The reference gene RPS13 was ampli-
fied simultaneously using the same conditions indicated for each of
the analyzed genes without affecting its amplification efficiency.
Relative gene expression was determined by the 278ACT method; to
determine insulin induction comparison was made to the control to
which the value of 1 was assigned; to determine the effect of time of
imbibition it was compared to 3 h to which the value of 1 was
assigned.

2.8. Statistical analysis

Parameters of descriptive statistics (means and standard de-
viations) as well as differences among treatments determined by
two-way ANOVA with a significance level of « < 0.05 were obtained
using the statistical software Prisma [48]. For the analysis of RPL3
gene expression data were transformed to limit the effect of the
high variability among biological replicates as reported by Willems
et al. (2008) [49].

3. Results

3.1. Effect of insulin on de novo synthesis of mature rRNA during
germination

De novo synthesis of mature ribosomal RNA was determined
by the incorporation of [3?P]-orthophosphate in the isolated
rRNAs from embryonic axes imbibed during 24 h with or without
insulin. The incorporation of radioactive labeling was significantly
higher in ribosomal RNAs (25S and 18S) obtained from poly-
somes of embryonic axes treated with insulin than in the control

(Fig. 1).
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Fig. 1. Insulin effect on the de novo synthesis of mature rRNA during germination of
maize seeds. [*?P] incorporation in mature 25 and 185 rRNA of polysomal fraction was
determined at 24 h of imbibition. The experiment was reproduced independently at
least three times with similar results. Mean values + SD are presented. Different letters
indicate significant differences between treatments (p < 0.05).

3.2. Precursors of mature rRNA in maize during the early
germination

In order to determine the effect of insulin on the synthesis of
rRNA precursors, experiments using shorter periods of imbibition (3
and 6 h) were done. To determine the levels of rRNAs and their
precursors, fragments spanning the pre-rRNA (including ITS1 5.8S
and ITS2), 18S and 25S rRNA were used as probes. Total RNA was
isolated from axes treated with or without insulin imbibed for 3 and
6 h. Fig. 2A shows the electrophoretic analysis of the total RNA
samples dyed with ethidium bromide. Two main bands with mo-
lecular weights of 2.37 kb and 1.35 kb corresponding to the mature
25S and 18S rRNA, respectively, were observed. Also, faint bands
with molecular weights higher than 2.37 kb which could correspond
to the precursors can be observed. Fig. 2B shows the Northern blot
analysis with the labeled probe for 25S rRNA and the densitometric
analysis. Two bands of 4.9 and 3.2 kb (indicated with arrows) that
could correspond to rRNA precursors were detected. Insulin induced
the accumulation of these bands (50—80%) compared to the control
samples after 3 h of imbibition, to which the value of 1 was assigned.
As expected, the mature 18S ribosomal RNA was not detected by this
probe. In order to confirm that these bands correspond to the rRNA
precursors, Northern blot analysis was performed using an RNA
fragment including ITS1, 5.8S and ITS2 as probe (Fig. 2C). Three
bands of 7 kb, 4.9 kb and 0.17 kb indicated by arrows were detected in
the fluorography. Their intensity increased (40—230%) in insulin-
treated embryonic axes compared to the control at 3 h of imbibi-
tion (to which the value of 1 was assigned). Since in this case the
probe would exclusively recognize the rRNA precursor and mature
5.8S rRNA corresponding to the lower band (0.17 kb) on the fluo-
rography, we conclude that insulin is able to promote the expression
of rDNA corresponding to 18S, 5.8S and 25S genes in the first hours of
imbibition. Fig. 2D shows the Northern blot analysis using the
labeled 18S fragments as probe and the densitometric analysis of the
detected band compared to the control of 3 h of imbibition (to which
the value of 1 was assigned). In this case, insulin induced the accu-
mulation (40—50%) of a band of 2.1 kb (indicated with the arrow),
which might correspond to the pre-20S rRNA, compared to the
control at 3 h ofimbibition. This effect was more pronounced at 6 h of
imbibition. As expected, the mature 25S ribosomal RNA was not
detected with this probe.

To our knowledge, it has not yet been reported neither the
complete sequence for rDNA nor the ETS sequence for maize;
however ITS1 and ITS2 sequences are reported (Accession No.
AF019817). For obtaining the rDNA sequence, both ITS1 and 2 and

18S rRNA and 25S rRNA sequences were introduced in the Ensembl
software (http://www.ensembl.org) for human genome and the
obtained sequence was compared to the maize genome; a maize
rDNA sequence of 4552 bases located in chromosome 6 was
retrieved (Supplementary Fig. 1). This sequence contained mature
18S rRNA, 25S rRNA and 5.8 rRNA as well as ITS1 and 2 sequences
and also an extra 48 bases sequence that has not been reported
between the 18S rRNA and the ITS1.

3.3. Analysis of the transcripts of the nucleolin gene during early
germination

Since our results showed that insulin could stimulate ribosome
biogenesis accelerating the rDNA transcription of 18S, 5.8S and 258,
as well as the accumulation and processing of the rRNA precursors,
we decided to study the effect of insulin in the transcription of the
nucleolin gene, a non-ribosomal protein which participates in the
pre-rRNA processing in yeast and which presence has been detec-
ted also in Arabidopsis [50,51], alfalfa [52], onion [53] and pea [54].
The nucleolin maize sequence [55] was aligned with Arabidopsis,
(Accession No. NM_103785), pea (Accession No. L43510) and alfalfa
(Accession No. X88845) reported sequences using the ClustalW
software (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) finding a
score of 68%, 71% and 73% of similarity, respectively. The nucleolin
transcript was found among the stored mRNA in the dry embryonic
axes. Non significant differences were detected in the levels of
nucleolin transcript in total RNA between 3 and 6 h of imbibition;
however, there is a significant increase in the nucleolin transcript
recruitment to polysomes after 6 h of imbibition compared to 3 h of
imbibition (Fig. 3A). Insulin did not have a significant effect on
nucleolin transcript levels, neither in total RNA nor in the RNA from
the polysomal fraction (Fig. 3B).

3.4. Insulin effect on the regulation of the RPL3 gene expression
during late imbibition stages

The insulin effect on the RPL3 transcript levels in total RNA and
in the polysomal fraction was analyzed by qRT-PCR at 24 h-imbi-
bition stage of germinating maize embryonic axes. This analysis
was performed since previously it was shown that insulin stimu-
lates translation of several ribosomal proteins and translation fac-
tors at 24 h-imbibition [28]. It was observed that insulin induced an
increase in the RPL3 transcription, but did not have an effect on the
recruitment of this transcript to the polysomes (Fig. 4).

3.5. Effect of insulin on the de novo synthesis of ribosomal proteins
during germination

A significant increase (60 times) of the [*°S]-methionine incor-
poration on the de novo synthesis of RPs was observed at 24 h of
imbibition compared to axes imbibed for 3, 6,12 and 18 h (Fig. 5A).
This is in accordance with previous reports for maize indicating
that re-initiation of cell division occurs around 18 h of imbibition
[56] and it should be accompanied by intense protein synthesis
activity. Hence, new ribosome biogenesis should also occur at high
rate. In addition, insulin increased the de novo RPs synthesis by
approximately 75% at 24 h of imbibition compared to the control,
but did not have an effect on the methionine incorporation on the
first 18 h of imbibition (Fig. 5A). When rapamycin was applied with
insulin at 24 h of imbibition, induction of RPs synthesis by insulin
was reverted.

Labeled ribosomal proteins obtained from the 24 h-imbibed
axes in the previous experiment were separated by SDS-PAGE and
then analyzed by fluorography. Even though insulin increased the
general synthesis of RPs, not all of them were stimulated by this
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Fig. 2. Accumulation of the precursors of mature 25S and 18S rRNAs during early germination of maize seeds with or without insulin. A. Total RNA resolved by electrophoresis in
1.5% (w/v) agarose gels and stained with ethidium bromide. B. Fluorography of the 25S rRNA precursors (arrows indicate molecular weight of 4.9 and 3.2 kb rRNA precursors). C.
Fluorography of the 5.8S and 25S rRNA precursors (with a probe that includes ITS1, 5.8S and ITS2, arrows indicate molecular weights of 7, 4.9 kb rRNA precursors and 0.17 kb
(corresponding to the 5.8S rRNA). D. Fluorography of the 18S rRNA precursor (arrow indicate the 20S rRNA precursor of 2.1 kb). Densitometric analysis of rRNA precursor bands
intensity is presented on the right side of figure (mean values =+ SD); results are expressed as the times fold increase compared to the values of the 3 h control, to which the value of
1 was assigned. The experiment was reproduced independently at least three times with similar results. Different letters indicate significant differences between treatments

(p < 0.05).

effector in the same manner. In the fluorography of the gel loaded In order to verify the insulin effect on the regulation of ribo-
with the same amount of proteins (Fig. 5B), only some of the bands somal proteins synthesis observed in Fig. 5C, Western blot analysis
corresponding to de novo synthesized RPs (indicated with arrows) was performed to determine insulin effect on RPS6, RPL7 and RPL3
showed a stimulation by insulin (Fig. 5C). de novo synthesis. RPS6 and RPL7 levels increased 300% and 70%,
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Fig. 3. Nucleolin transcript levels determined by qRT-PCR. A. Nucleolin transcript levels
in total RNA and in RNA from the polysomal fraction during maize germination. Results
are normalized with the reference gene and expressed as the times fold increase in the
transcription levels with respect to the values obtained at 3 h of imbibition to which the
value of 1 was assigned. B. Effect of insulin on nucleolin transcript levels on total RNA
and RNA from the polysomal fraction. Results are normalized with the reference gene
and expressed as the times fold increase in the transcription levels with respect to the
values of the 3 h control to which the value of 1 was assigned. The experiment was
reproduced independently at least three times with similar results. Mean values + SD
are presented. Different letters indicate significant differences between treatments
(p < 0.05).

respectively, in presence of the effector. In contrast, RPL3 levels
were not affected by insulin (Fig. 6).

4. Discussion

The presence of a peptidic insulin-like factor named ZmIGF in
maize seeds and seedling has been recently demonstrated [24].
Also, it has been reported that both insulin and ZmIGF accelerate
germination and induce growth in maize seedlings [23,28,31]. In
animals, the synthesis of new ribosomes is a requirement for cell
growth and division [1]; therefore, in the present work we decided
to use insulin as an effector to study the regulation of ribosome
synthesis in maize seeds during germination. Insulin induced the
accumulation of newly synthesized mature rRNA (50%) at 24 h of
germination. This indicates that insulin promotes either tran-
scription of rDNA or the renewal of ribosomal particles involved in
translation (Fig. 1).

Cells in maize dessicated seeds during maturation are arrested
in the transition G1/S and when seeds are imbibed the cell cycle is
reactivated [57]. Also, our research group has previously shown
that insulin stimulates the aforementioned transition and reac-
tivates the cell cycle after 15 h of imbibition in presence of this
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Fig. 4. RPL3 transcript levels determined by qRT-PCR at 24 h of germination in total
RNA and in RNA from the polysomal fraction with or without insulin. Results are
normalized with the reference gene and expressed as the times fold increase in the
transcription levels with respect to the values of the control to which the value of 1
was assigned. The experiment was reproduced independently at least three times with
similar results. Mean values + SD are presented. Different letters indicate significant
differences between treatments (p < 0.05).

effector [56]; therefore, we decided to look for the presence of the
rRNA precursors in maize seeds imbibed in presence of insulin for
periods shorter than 15 h (3 and 6 h) by using labeled probes
against the mature rRNA and against the pre-rRNA (including ITS1,
5.8S and ITS2) according to the methodology described by Cevallos
et al. [58]. Results show that insulin induces rRNA precursors as
well as 5.8 rRNA accumulation in maize seeds imbibed for 3 and 6 h
(Fig. 2). However, these precursors are not detectable in longer
periods of imbibition (24 h of imbibition). These results are in
agreement with those reported for radish seeds in which rDNA
transcription is reactivated in the first hours of imbibition when the
incorporation of radioactive label was detected in high weight rRNA
molecules (higher than the mature rRNA molecular weights,
possibly corresponding to the rRNA precursors), while later in the
germination the labeling was not found in the possible precursors,
but only in the mature rRNA [17].

A partial sequence of maize rDNA is presented in the
Supplementary Fig. 1 For obtaining the rDNA sequence, both ITS1
and 2 and 18S rRNA and 25S rRNA sequences were introduced in
the Ensembl software for human genome and the obtained
sequence was compared to the maize genome; a maize rDNA
sequence of 4552 bases located in chromosome 6 was retrieved.
This sequence contained mature 18S rRNA, 25S rRNA and 5.8 rRNA
as well as ITS1 and 2 sequences and also an extra 48 bases sequence
that has not been reported between the 18S rRNA and the ITS1. This
sequence was aligned with 45S rDNA sequences from human and
mouse using the ClustalW software (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/clustalw2) finding a homology of 80% and 75%, respectively.
Regions with the highest homology among the compared se-
quences were 18S, 5.8S and 25S rRNA. In contrast, regions pre-
senting the lowest homology were found in the ITS1 and 2. These
results are in agreement with reports in the literature indicating
that 5" and 3’ ETS as well as ITS1 and 2 are the regions with the
highest variability [9]. It is important to mention that in Fig. 2C
where an RNA fragment containing ITS1, 5.8S and ITS2 was used as
probe, a smear above the 7 kb band, more clearly observed in the
sample treated with insulin at 6 h of imbibition, was detected. This
smear could correspond to not yet characterized higher molecular
weight rRNA precursors and to the primary rDNA transcript. In this
regard, it has been reported that there are specific precursors for
some organisms, for example for human and mouse [59].
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Fig. 5. Insulin effect on the de novo ribosomal proteins synthesis. A. [>°S]-methionine
incorporation in RPs in maize seeds during germination (3, 6, 12, 18 and 24 h of
imbibition). At 24 h an extra treatment whit insulin and rapamycin was added. The
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represent the standard deviation. Different letters indicate significant differences
among treatments (p < 0.05). B. RP resolved by SDS-PAGE and stained with Coomassie
blue. C. Fluorography of the de novo synthesized ribosomal proteins at 24 h of imbi-
bition. Arrows indicate the RPs which de novo synthesis is stimulated by insulin.

In the present work, it was found that nucleolin transcripts are
among the mRNA stored in maize seed. The transcript levels of this
gene in total RNA did not change during germination; however,
there is an increase (of approximately twofold) in the transcript
recruitment into the polysomal fraction after 6 h compared to 3 h of
imbibition (Fig. 3A). The nucleolin message mobilization to the
polysomal fraction after 6 h of imbibition is similar to the mobili-
zation kinetics observed for some RPs messages in germinating
maize seeds (E. Sdnchez de Jiménez, unpublished results) sug-
gesting that both the nucleolin and the RPs messages are subject to
a common regulation mechanism which guarantees the availability
of all the components needed for ribosome biogenesis.

Regarding the insulin effect, there were not significant changes
in the levels of nucleolin transcripts neither in the total RNA nor in
the polysomal fraction (Fig. 3B). These results indicate that the ef-
fect of insulin in the pre-rRNA processing is not mediated by
enhancement of nucleolin expression. It is still open the possibility
that insulin regulates the activation of nucleolin by phosphoryla-
tion as reported previously in preadipocyte cells [60].

Ribosome biogenesis is a highly coordinated process that re-
quires not only the rDNA transcription and the pre-rRNA process-
ing, but also the de novo synthesis of ribosomal proteins of the two
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Fig. 6. Western blot analysis of the insulin effect on de novo proteins synthesis of (A)
RPS6, (B) RPL7 and (C) RPL3 at 24 h of imbibition. Densitometric analysis of protein
bands intensity is presented (mean values + SD), results are expressed as the times
fold increase compared to the values of the control, to which the value of 1 was
assigned. The experiment was reproduced independently at least three times with
similar results. Different letters indicate significant differences between treatments
(p < 0.05).

subunits [4]. Therefore, the insulin effect on the de novo synthesis of
ribosomal proteins was studied during germination. The results
show a significant increase on the de novo synthesis of RPs from
12 h onward, reaching 600% induction at 24 h of imbibition. On
another hand, insulin stimulates by approximately 75% the [3°S]-
methionine incorporation on RPs in maize embryonic axes at 24 h
of germination with respect to the control (Fig. 5A).

Rapamycin, a TOR-kinase inhibitor, reverted the inductor effect
of insulin on RPs de novo synthesis, supporting the participation of
the TOR signaling pathway in ribosome biogenesis induced by in-
sulin in germinating maize seeds. In this regard, it has been shown
that TOR-kinase binds to the rDNA promoter regulating the 45S
rRNA transcription in Arabidopsis and animal cells [ 18,61]. Also, our
group has shown that insulin and ZmIGF signal transduction takes
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place by the TOR pathway and that maize TOR-kinase contains the
rapamycin binding site and its inhibited by this compound [27,28].

As shown in Fig. 5C, not all the RPs are stimulated in the same
way. These results are in agreement with previous results showing
that insulin and ZmIGF stimulate the synthesis of ribosomal pro-
teins in maize [24,28], although this induction is not equal for all
the RPs [31]. In the present work, it was shown that while insulin
induced RPS6 and RPL7 de novo synthesis, it did not have an effect
on RPL3 synthesis (Fig. 6). In agreement with these results, it was
observed that although insulin stimulated RPL3 gene (a ribosomal
protein with dual function) transcription, it did not affect the
recruitment of this message to the polysomal fraction (Fig. 4). These
results are in agreement with the results shown in the western blot
with RPL3 antibody where the RPL3 synthesis was not affected by
insulin (Fig. 6C).

In this regard, there are reports showing that insulin/IGFs do not
induce the acidic RPs de novo synthesis in embryonic axes after 24 h
of imbibition, but regulate their phosphorylation [34]. On another
hand, in microarrays studies, it was shown that insulin stimulates
the recruitment of some RPs messages to the polysomes while in-
hibits it for others [31].

5. Conclusion

In conclusion, the results of this work show that insulin stim-
ulates the ribosome synthesis during germinating maize seeds.
rDNA transcription and mature rRNA precursors processing are
among the first events that are reactivated during early imbibition.
In later stages of imbibition (24 h), insulin stimulates the de novo
synthesis of some RPs. These results suggest that the ribosome
biogenesis during the first hours of imbibition is carried out with
newly synthesized rRNA and ribosomal proteins translated from
stored mRNAs. On the other hand, it was shown that the nucleolin
transcript is mobilized to the polysomal fraction after 6 h of imbi-
bition which suggests that this protein is actively translated sup-
porting its participation in the processing of the rRNA precursors.
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