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RESUMEN

Clasicamente, la germinaciéon se define como el proceso que inicia con la entrada de
agua a la semilla y termina con la protrusion de la radicula. En nuestro grupo de
investigacion definimos este proceso como la serie de eventos bioquimicos y
moleculares desencadenados por la entrada de agua a la semilla seca, y que culminan
con la primera ronda de ciclo celular exitosa. Uno de los factores que tiene influencia
en el ciclo celular es el estatus nutrimental. Para que una célula en fase G1 decida
pasar a lafase S, es necesario que perciba un ambiente con condiciones Optimas, entre
estas, la concentracion de nutrientes (como azucares) y hormonas. Dentro de los
nutrientes, los azucares se han reconocido como moléculas duales: 1) como sustratos,
donantes de carbono y energia, 2) como sefalizadores, activando o inhibiendo
procesos claves durante la vida de las plantas, y actuan desde la embriogénesis hasta
la etapa de senescencia. En el maiz, ya se ha demostrado que la glucosa promueve la
proliferacion celular en ejes embrionarios, ademas modifica la expresion génica de
algunos marcadores del ciclo celular como CYCDs, CDKAs (ciclinas tipo D vy tipo A,
respectivamente) y KRPs (proteinas relacionadas a Kip)

Una de las formas en que las plantas detectan su estatus nutrimental y la presencia de
glucosa es mediante la proteina cinasa TOR (Target Of Rapamycin, objetivo de la
rapamicina), la que se caracteriza como un regulador maestro en levaduras, plantas, y
animales, e integra la sefalizacidn de nutrientes y energia para promover la
proliferacion, el crecimiento y desarrollo celular.

En este trabajo mediante el uso de un inhibidor especifico de la cinasa TOR, el AZD-
8055, quimicamente nombrado como (5-{2,4-Bis[(3S)-3-metilmorfolina-4-yl]pirido[2,3-
d]pirimidina-7-yl}-2-metoxyfenyl) metanol) se estudio la influencia de la sefalizacién
Glucosa-TOR a tres niveles: 1) a nivel macro mediante ensayos fisiologicos: los ejes en
medio con glucosa se alargaron, tuvieron mayor ganancia de peso y presentaron una
morfologia enrollada; en presencia del azucar mas el inhibidor, los ejes no presentan
aquella fisiologia caracteristica, sugiriendo la pérdida de la glucosa como sefializador,
pero no como fuente de carbono, 2) a nivel celular mediante cortes histologicos: el
tamano celular, el numero de células por unidad de area y la sintesis de ADN de novo
se modificaron al inhibir la actividad de la cinasa TOR, y 3) a nivel molecular mediante
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa): la expresion del gen CYCD4,2 esta
regulada positivamente por la via Glucosa-TOR, mientras que la expresion del gen
CDKA;1 se regul6 negativamente por esta via.

En el maiz, la inhibicion de la via de sefalizacion Glucosa-TOR provoca una alteraciéon
en el metabolismo, crecimiento y proliferacion celular, también modifica la morfogénesis
y organizacion celular. La expresion del gen ZmCYCD4,;2 esta regulada por la via
Glucosa-TOR, mientras que la del gen ZmCDKA1;1 podria estar regulada
negativamente. La expresion del gen ZmKRP3 es estimulada por glucosa, pero es
independiente de la actividad de la cinasa TOR.



1. Introduccion

1.1 El maiz.
El maiz es una planta originaria de América, se considera como el cereal de los

pueblos y culturas del Continente Americano. Las antiguas civilizaciones de
América, desde los olmecas y teotihuacanos en Mesoamérica, hasta los incas y
quechuas en la regién andina de Sudamérica, estuvieron acompafadas en su
desarrollo por esta planta (Serratos, 2009). Para los habitantes de las civilizaciones
mesoamericanas antiguas tuvo gran importancia en la religion, representaba
algunas de sus deidades y fue la base para un sin numero de relatos miticos. Por
ejemplo, el Popol Vuh, uno de los textos mayas mas importantes que se conservan,

narra la creacion del hombre a partir del maiz (Saravia, 1965).

Aunque por décadas se han hecho estudios acerca del origen del maiz, no se han
resuelto por completo todos los detalles que permitan explicar su origen y
domesticacion. Muchos investigadores estan convencidos, por la considerable
cantidad de datos moleculares, citolégicos e isoenzimaticos acumulados en la
ancestria del maiz, que probablemente desciende de una especie anual de teocintle
(Zea mays ssp. Parviglumis) nativa del Valle del rio Balsas en las laderas del
Pacifico de los estados de Michoacan, Guerrero, Estado de México (Piperno &
Flannery, 2001).

Se ha propuesto la teoria de que los antiguos habitantes némadas de la region del
Valle de México realizaron una constante seleccion de plantas de teocintle con
caracteristicas deseadas, seleccion que produjo una nueva especie, que
fenotipicamente difiere enormemente pero genéticamente es muy similar a su
ancestro (Piperno et al., 2009; Vela, 2011).

El maiz, es una planta herbacea, monocotiledénea, de crecimiento anual (Raven et
al., 1992), pertenece a la familia de las gramineas o Poaceae (Tabla 1) y es la Unica

especie cultivada de este género.



Tabla 1. Clasificacion taxonémica del maiz (Departamento de Agricultura, USA,
(https://plants.usda.gov/core/profile?symbol=ZEMA)

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta (Plantas vasculares)
Superdivision | Spermatophyta (Plantas con semillas)

Division Magnoliophyta (Plantas con flores)

Clase Liliopsida (Monocotiledéneas)
Subclase Commelinidae

Orden Cyperales

Familia Poaceae

Género Zea

Especie Zea mays

La planta del maiz ha sido usada por el hombre desde hace 10,000 afios
(Mangelsdorf, 1938). En este tiempo se ha convertido en uno de los tres cereales
(junto con el arroz y el trigo) mas cultivados del mundo. Se estima que en 2012 la
produccion mundial total de maiz fue 875, 226,630 toneladas, teniendo Estados
Unidos, China y Brasil 31%, 24% y 8% de la produccion total, respectivamente
(FAO, La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién,
2012). En México, el maiz es por mucho el cultivo agricola mas importante, tanto
desde el punto de vista alimentario, como industrial, politico y social. En 2014, se
estimé una produccion de alrededor 23,273,257 toneladas, con un consumo
promedio de 343 gramos diarios por persona (FOASTAT, La Base de Datos
Estadisticos para la Agricultura y la Alimentacion,

http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC, consultado en diciembre 2018).

El maiz se utiliza principalmente como alimento, ademas es una materia prima
basica en la industria con la que se producen gran variedad de productos
alimentarios como aceites comestibles, almidén, jarabe, dextrosa, jarabe de alta
fructosa, alcoholes, etc. (Paliwal et al., 2001). Ademas de su importancia cultural,
como alimento y combustible, el maiz ha cobrado gran importancia en el ambito
cientifico, durante afos se ha utilizado como modelo para estudios de biologia,

bioquimica y genética vegetal.


https://plants.usda.gov/core/profile?symbol=ZEMA
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC

1.1.1 Estructura de la semilla del maiz.

La semilla de maiz madura (o cariopsis) pertenece a la categoria de “semillas
ortodoxas”, término que se refiere a aquellas semillas que son producidas por
plantas anuales o bienales. La semilla estd compuesta por las siguientes estructuras
(Figura 1):

El pericarpio, es la capa externa transparente que cubre la semilla y actia como
una proteccion para el embridén y el endospermo (MASISH, 2015). Se caracteriza
por estar impregnado de ceras y grasas, asi como de células mucilaginosas que
revientan al contacto con el agua, actuando como una barrera que retiene el agua
alrededor de la semilla. En el pericarpio se distingue el hilio, que es una insercion
del funiculo con la semilla, y el micrépilo, un orificio que permite el acceso del aire y
agua al embridn, por este orificio emerge la radicula al germinar la semilla.

El endospermo, de color amarillo o blanco, contiene material de reserva en forma
de almiddén (87%), proteinas (8%) y grasas (menos del 1%), y es usado como la
principal fuente de nutrientes por el embrién durante la germinacion y formacién de
la plantula. En la parte externa del endospermo, se localiza la estructura
denominada aleurona, que consiste en una capa de células vivas que rodean al
endospermo, quienes sintetizan enzimas hidroliticas (como la a-amilasa, entre
otras) para degradar el almidon durante la post-germinacion.

El escutelo, unico en el maiz, es la estructura gruesa que se ubica entre el
endospermo y el embridn. Esta constituido por lipidos y proteinas, funciona como
fuente de energia para la planta en su desarrollo.

El embridn contiene el eje embrionario, el cual cuenta con la informacion bioquimica
y molecular para dar origen a una nueva planta de maiz. En el eje embrionario se
encuentran distintas estructuras, en su extremo basal se localiza el meristemo
radicular, que dara origen a la raiz primaria una vez rota la coleorriza (estructura
que sirve de proteccion a la raiz primaria durante la germinacion) y en el extremo

apical, la plumula, que dara origen a la parte aérea de la plantula (Vincent, 2002).

La plumula se divide en 5 0 6 nodos, de los cuales surgira una hoja de cada uno
durante el desarrollo de la planta. Del primer nodo surge el escutelo (nodo


https://es.wikipedia.org/wiki/Embri%C3%B3n_%28Bot%C3%A1nica%29

escutelar), del siguiente nodo (nodo coleoptilar) surge el coleoptilo, una estructura
gue sirve como cubierta protectora de la plumula durante el brote de ésta. El espacio
entre el nodo escutelar y el coleoptilar se denomina mesocotilo, el cual se alarga
rapidamente durante la germinacion para permitir que el coleoptilo emerja del suelo
y junto con él, las hojas (Vincent, 2002). El pedicelo es la estructura que une a la

semilla con la mazorca.

Nudo cotiledonar
Raiz primaria

—Coleorriza

Figura 1. Estructura de una semilla de maiz. Secciones verticales de la semilla de maiz con
los diferentes 6rganos vy tejidos que la conforman. 1) vista de frente y 2) vista de perfil
(Modificado de Vincent, 2002)



1.2 Germinacion

El proceso de germinacion involucra el despertar metabdlico de la semilla latente y
la reanudacion de sus procesos de desarrollo, que dan lugar a la activacién de la
maquinaria bioquimica que convertird un embridn en una planta. Esto implica que
la semilla ya contiene, o adquirira a la brevedad la memoria bioquimica del programa
morfogenético que desarrolla una planta (Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003). Como
consecuencia de la entrada de agua (imbibicion) las células en los tejidos de la
semilla se alargan y, finalmente se dividen, un proceso que es concomitante con, o
seguido de la protrusion radicular, este evento se define como el final del proceso
de la germinacidn fisiolégica. En general, las células (meristematicas) en la punta
de la raiz son las primeras en ser activadas, para entrar a ciclo celular y proliferar

(Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003).

Como ya se menciono, el proceso de germinacion inicia con la entrada de agua a la
semilla madura, y termina con la protrusion de la radicula (Bewley & Black, 1994).
En nuestro grupo de investigacion hemos adoptado una definicidn molecular de la
germinacién basada en procesos bioquimicos, moleculares y celulares. Definimos
a la germinacion como la serie de eventos bioquimicos y moleculares
desencadenados por la entrada de agua, que llevan a las células a la consecucion
exitosa del primer ciclo celular, esencial para la proliferacién requerida para el

establecimiento de la plantula (Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003).

El proceso de toma de agua por una semilla es trifasico, relacionado en funcion del
tiempo y la entrada de agua (Figura 2). En la Fase | hay una absorcion rapida de
agua (fase de imbibicidn), proceso principalmente fisico que activa el metabolismo
que permite la recuperacion de dafios estructurales (generados durante el proceso
de maduracion de la semilla). Después ocurre una entrada constante de agua, Fase
II, donde la actividad metabdlica incrementa con la transcripcion sustancial de
nuevos genes. En la Fase lll, ocurre la protrusion de la radicula a través de
estructuras circundantes, proceso que marca el fin de la germinacion fisioldgica.

Durante esta ultima fase ocurre otra toma importante de agua a medida que se



establece la planta, junto con una mayor utilizacion de reservas nutricionales

almacenadas (Bewley, 1990).

Germinacién Post-germinacion

Fase lll

Fase | Fase Il

Movilizacion de reservas

1
Crecimiento de la plantula !
en tejidos de almacenamiento :

Protusion de |la radicula -« ==

Movilizacion de reservas
(oligosacaridos principalmente)

//

Transcripcion y traduccion de
nuevos RNAmM >

Traduccién o degradacién ~ DIVISION. ey
de RNAm almacenados celular

Sintesis de DNA . >

Reparacion de DNA
Respiracidon y reparacidon mitocondrial
Imbibicion

Mayor mabilizacion
/je reservag

Contenido de agua en la semilla———

>

|

Tiempo

Figura 2. Curso temporal de la toma de agua y algunos eventos importantes asociados a
la germinacion. El esquema representa los procesos celulares que se llevan a cabo en la
semilla durante la germinacion en relacion al tiempo 'y a la entrada de agua. Se observan flechas
en escala de grises, siendo el color mas claro un proceso menos representativo y el color negro
un proceso mas representativo en determinada fase (modificado de Black et al., 2006).

En la fase |, con el inicio de la absorcion rapida de agua, un proceso meramente
fisico, se activa el metabolismo que permite la reparacién de macromoléculas y
estructuras dafadas durante el proceso de maduracion de la semilla y oxidacion
(Bewley et al., 1990). Ademas, con la entrada de agua la semilla seca rapidamente
reanuda la actividad respiratoria y las vias glucoliticas, la via de las pentosas fosfato
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y se activan las enzimas que participan en el ciclo de Krebs (Nicolas, 1979; Salon
et al., 1988). Las mitocondrias en las células de los tejidos de la semilla seca
contienen suficientes enzimas del ciclo de Krebs para proveer cantidades
adecuadas de ATP para mantener el metabolismo activo por varias horas después
de la imbibicion (Ehrenshaft & Brambl, 1990; Attucci et al, .1991).

Ademas de a la reactivacion del metabolismo energético durante la germinacién, se
lleva a cabo la sintesis de proteinas. Todos los componentes necesarios para la
reanudacion de la sintesis de proteinas durante la imbibicion estan presentes dentro
de las células de la semilla seca. Durante el almacenaje y maduracién de la semilla
se han encontrado acidos ribonucleicos mensajeros (MRNAs) almacenados o
mensajeros remanentes que pueden ser utilizados en etapas tempranas de la
germinacién (Comai & Harada, 1990; Ishibashi & Minamikawa, 1990). En los
primeros minutos de rehidratacion por la imbibicién, los ribosomas se juntan para
formar el polisoma, complejo que sintetiza las proteinas utilizando los mRNAs
existentes (Bewley & Black, 2006). A lo largo del proceso germinativo se transcriben
también nuevos mMRNAs que codifican proteinas esenciales para el metabolismo
celular y el mantenimiento del crecimiento y la proliferacion (Bewley & Marcus,
1990).

Aunque la germinacion tiene un rapido efecto sobre los procesos de sintesis de
proteinas y de RNAs, la sintesis réplicativa de ADN comienza mas tarde. A pesar
de que las células del embridn se encuentran en fase G1, durante la imbibicién, la
entrada a ciclo celular no es inmediata. Muchas células de tejidos meristematicos
que pueden proliferar contienen ADN en fase G1, pero metabdlicamente se
encuentran en un estado especial denominado GO, el cual se caracteriza por la
ausencia de senales que favorecen la proliferacion (Vazquez-Ramos & Sanchez,
2003); por ello existe un retraso de varias horas antes de que la fase S se vuelva
evidente (Osborne,1983). Por otra parte, la fase M y la division celular ocurren
después de la protrusion de la radicula (Black & Bewley, 2006), lo que posiblemente
indica que solo las fases iniciales del ciclo celular son necesarias para completar la

germinacion, esto se observd en ensayos realizados en maiz donde se muestra que



hay protrusion de la radicula, aun cuando se inhibe la fase M con colchicina (Baiza
et al.,1989). Estos resultados podrian sugerir que la protrusion de la radicula no es
metabodlicamente el final de la germinacion sino un proceso meramente mecanico

acontecido por la elongacion celular.

Con la protrusion de la radicula finaliza la germinacién y marca el inicio del
crecimiento de la nueva planta. En las células de la radicula, durante la imbibicion
se presentan dos fases de sintesis de ADN (Figura 2). La primera ocurre posterior
a la imbibicion e implica la reparacion del ADN danado durante la maduracion de la
semilla seca y la rehidratacién de la misma, asi como la sintesis de ADN
mitocondrial. La segunda fase esta asociada a la sintesis durante la divisién celular

en células germinativas (Zlatnova et al., 1987; Osborne, 1983).

En diferentes aproximaciones experimentales se ha indicado que, aunque no es
necesario que la division celular ocurra de manera visible durante la germinacion, el
establecimiento del ciclo celular es un evento esencial para el crecimiento de la
plantulay, por lo tanto, su estudio durante la germinacion es fundamental. (Vazquez-
Ramos & Sanchez, 2003).

1.3 Ciclo celular

El ciclo celular es un proceso biolégico muy complejo y tiene un papel determinante
en el crecimiento y desarrollo de los organismos multicelulares. Los mecanismos
moleculares que lo definen todavia no son del todo claros y se ha visto que el
proceso por el cual ocurre presenta caracteristicas que se conservan entre plantas
y animales (Meyerowitz, 2002), aunque existen procesos que varian en tiempo y
forma en un organismo u otro.

El ciclo celular se ha definido como la progresién ordenada de eventos moleculares
que culminan con la duplicacion y segregacion de los cromosomas en dos células
hijas durante la mitosis, este proceso es regulado por cascadas de fosforilacion y
desfosforilacion de proteinas (Magyar et al., 2013).

El ciclo celular consiste en diversas fases (Figura 3). Las fases S y M son las fases

activas y cada una es precedida por fases gap o interfases de preparacion (G1 'y
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G2). En la primera fase (G1), la célula percibe las condiciones idoneas internas y
externas (estatus nutrimental y fitohormonas) que activan la expresion de genes de
CycD, lo que desencadena mecanismos de sefializacién y a su vez respuestas

bioquimicas que marcan el inicio del ciclo celular.

e
MAQUINARIA '\

(DE REPLICACION)

Figura 3. Esquema general de las fases del ciclo celular y principales componentes que
participan en cada una de ellas. Convencionalmente el ciclo comprende cuatro fases: Gap1
(G1), S (fase de sintesis), Gap2 (G2) y M (mitosis). Las fases S y M se denominan fases activas
y cada una es antecedida por fases de preparacion o fases gap (G1y G2). Modificado de Garza-
Aguilar et al., 2014).

Si las condiciones percibidas por la célula son las idoneas, continua la progresion a
la fase S o fase de sintesis de ADN, donde la célula réplica su material genético, el
cual sera repartido en dos nuevas células. Durante la siguiente fase (G2) se asegura
que la duplicacion del genoma se haya realizado de manera completa y exitosa, de
no ser asi se activan los mecanismos de reparacion necesarios para poder continuar
a la fase de segregacion de las cromatidas, la Fase M o mitosis (Alberts et al., 1994,

Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003).

La mitosis, a su vez se encuentra dividida en cuatro fases: profase, metafase,

anafase y telofase/citocinesis. En la profase la membrana nuclear se desintegra, se
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condensa la cromatina formandose los cromosomas (cromatidas hermanas unidas
por el centromero). En la metafase, los cromosomas se localizan en el plano
ecuatorial de la célula mediante el huso mitético. En la anafase las cromatidas
hermanas se separan y migran hacia los polos opuestos de la célula. Finalmente,
en la telofase, las nuevas envolturas nucleares rodean a todos y cada uno de los
cromosomas separados, éstos se descondensan y expanden en el nuevo nucleo
generando dos células hijas mediante un proceso denominado citocinesis (Alberts
et al., 1994; Magyar et al., 2013). Las fases deben llevarse a cabo ordenadamente
y cada una debe completarse antes de que la siguiente fase inicie. Para eso, es
esencial que las distintas fases del ciclo celular estén coordinadas con precision.

El ciclo celular es la base para la reproduccion de los organismos. Su funcidén no es
solamente originar nuevas células hijas, sino asegurar que la progresién del ciclo
se realice en forma debida y con el control y regulacién adecuados. Desde un punto
de vista holistico, la maquinaria basica encargada del progreso y regulacion del ciclo
celular esta conformada por proteinas cinasas dependientes de ciclinas (CDKs)
que, junto con diferentes ciclinas (CYC), forman complejos heterodiméricos
CYC/CDK encargados de fosforilar una gran variedad de proteinas blanco en los

puntos de control G1/S, G2/M y en mitosis (Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003).

Las CDKs son una familia de proteinas cinasas de serinas y treoninas (Ser/Thr), las
cuales regulan las diferentes fases del ciclo celular por cambios en su actividad
enzimatica que conducen a la fosforilacién de proteinas intracelulares que regulan
los principales eventos del ciclo. Por definicion, la concentracion de las CDKs se
mantiene constante a través del ciclo y su activacion requiere de la union de su
subunidad Cyc, la cual fluctua a lo largo del ciclo celular, permitiendo cambios en la
actividad de las CDKs (Alberts et al., 1994; Morgan, 2007).

Durante el ciclo celular existen tres puntos principales de control: 1) la entrada a
fase S (transicion G1/S) representa generalmente el punto de compromiso con el
proceso de division celular, 2) la entrada a mitosis (transicion G2/M) y 3) en la salida
de mitosis (transicion de metafase a anafase, Alberts et al., 1994; Magyar et al.,
2013).
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1.3.1 Ciclo celular de plantas

El estudio del ciclo celular en plantas se ha incrementado exponencialmente en los
ultimos afnos y se ha demostrado que los principios basicos del ciclo celular estan
conservados. A pesar del hecho de haber diferencias claras entre plantas vy
animales en la forma en la cual las células estan estructuradas y organizadas, el
crecimiento, desarrollo y diferenciacidn, aspectos que pudieron haber producido
diferencias importantes en la regulacién del ciclo, son muy similares entre ellos, asi

como las proteinas y procesos involucrados (Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003).

En contraste con los animales, el desarrollo de las plantas es principalmente post-
embriénico. Nuevos 6rganos como raices, tallos, hojas, flores, se originan por
divisiones iteradas a lo largo de la vida de la planta seguidas por el crecimiento
celular y su diferenciacion. Tales divisiones celulares ocurren en zonas
especializadas llamadas meristemos. Las hojas y flores se forman en los
meristemos de brotes apicales y florales, respectivamente, mientras que los
meristemos de raiz continuamente afiaden nuevas células a la raiz en crecimiento.
Las células del meristemo son pluripotentes de manera que su progenie puede ser
encomendada a diversos fines durante el desarrollo. En principio, el meristemo
apical de tallo produce hojas, pero bajo condiciones ambientales y de desarrollo
adecuadas se puede convertir en un meristemo floral que producira flores (Inzé,
2006).

A partir de la secuenciacion del genoma del modelo de estudio en plantas,
Arabidopsis thaliana, se sabe que la totalidad de los genes del ciclo celular es aun
mas compleja en plantas que en mamiferos. EI numero de genes que codifican para
las proteinas reguladoras participantes en el ciclo celular como CDKs, ciclinas,
inhibidores de CDKs es mayor a los encontrados en humanos (Vandepoele et al.,

2002) debido a la vida sésil de las plantas.

Las plantas no pueden escapar de las condiciones adversas a las cuales se ven
sujetas, deben adaptarse ajustando sus programas de desarrollo en respuesta a los
cambios en las condiciones ambientales que se presenten y asi, tener un mayor

numero de genes de ciclo celular posibilita un ajuste preciso en su desarrollo

13



permitiendo a las plantas, ademas colonizar diferentes habitats. Se ha demostrado
que algunas ciclinas son afectadas diferencialmente por reguladores del ciclo
vegetal como citoquininas, brasinosteroides y azucares como la sacarosa (De
Veylder et al., 1999; Riou-Khamichi et al., 2000)

1.3.2 Regulacidn del ciclo celular de plantas

El control del ciclo celular juega un papel esencial para el establecimiento exitoso
de la germinacion y la plantula. Diferentes y complejos niveles de regulacion que
convergen a lo largo de la germinacion son orquestados por la actividad de
complejos proteicos. Por ejemplo, la regulacion transcripcional de los genes
relacionados con el ciclo celular es esencial para coordinar la progresién del ciclo
celular con el programa morfogenético, asi como con los insumos ambientales y

nutricionales (Sablowski & Dornelas, 2013).

Los mecanismos de control del ciclo celular estan dados por la fosforilacion
reversible de proteinas, por interacciones proteicas y por la degradacion especifica
de proteinas. El avance del ciclo celular es orquestado por la actividad de los
complejos CYC/CDKs, los cuales pueden ser regulados a diferentes niveles como:
la expresion de sus genes, sintesis y degradacion de las correspondientes
proteinas, modificaciones post-traduccionales, localizacion de los complejos, asi

como la interaccion con otras proteinas (Garza et al., 2014)

Se han descrito varias proteinas que se asocian directamente al complejo
CYC/CDK, y que estan involucradas en su regulacion: la proteina CKS (subunidad
de CDK) que actua como factor de acoplamiento del sustrato al complejo
(Vandepoele et al., 2002); proteinas inhibidoras de CDKs, conocidas como KRPs
en plantas (ICK en mamiferos), quienes se unen e inhiben a los complejos en
respuesta a sefales de desarrollo y antimitogenos (De Clerq & Inzé, 2006);
proteinas cinasas que activan o inhiben CDKs como CAK (Cinasas activadoras de
CDKs) y WEE1 respectivamente; entre otras (Pines, 1995).
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En la transicion G1/S (Figura 4), la presencia de factores de crecimiento y hormonas
promueve la asociacion de las ciclinas D (CYCD) con cinasas dependientes de
ciclina tipo A (CDKA) formando el complejo CDKA-CYCD activado mediante la
fosforilacidén de la treonina 160 de la CDK. En respuesta a estimulos antimitogenos
como acido abscisico (ABA) o bajas temperaturas, las proteinas KRPs (Proteinas
relacionadas a Kip) pueden inhibir al complejo CDKA-CYCD. El complejo CDKA-
CYCD puede activar la transicion G1/S mediante dos vias, activando la destruccién
del complejo represor de la transcripcion E2Fc/DP/RBR por la via del proteasoma
(mediante la SCF E3 ubiquitin-ligasa) y, por otro lado, mediante la fosforilacion de
RBR (retinoblastoma Related), proteina que reprime la actividad de los factores de
transcripcion E2F/DP, provocando la pérdida de afinidad por el factor transcripcional
E2F, lo que desencadena la activacion de genes blanco de E2F y permite el avance
del ciclo hacia la fase S, donde ocurre la réplicacion del ADN (Inzé et al, 2006). El
concepto convencional de la regulacion del ciclo celular se basa en la cascada
conservada evolutivamente CYC-CDK-RBR-E2F.
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Figura 4. Transicion G1/S del ciclo celular. Representacion esquematica de la regulacion del
ciclo celular en las transiciones G1/S en plantas (Modificado de Inzé, 2006). Abreviaturas: CYC
(ciclinas), CDKs (cinasas dependientes de ciclinas), KRP (proteinas relacionadas con Kip), E2F
(factor de transcripcion 2), DP (socio de dimerizacion de E2F), SCF (Skp1-Cullin-F-complejo
proteico de caja F), RBR (proteina del retinoblastoma), DEL (DP-E2F-Like), P (fosforilacion).

En la fase G2 (Figura 5) se verifica la integridad del genoma duplicado en la fase S,
ciclinas de los tipos A, B y probablemente D (CYCA, CYCB, CYCD) se asocian con
CDKs tipo A y B (esta ultima proteina identificada solo en plantas ya que carece de
homologos en levaduras y mamiferos). Se ha encontrado que algunas CDKB estan
bajo el control transcripcional de la via E2F enlazando asi las transiciones G1/S y
G2/M (Inzé et al., 2006; Magyar et al., 2013).
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Figura 5. Transicion G2/M del ciclo celular. Representacion esquematica de la regulacién del
ciclo celular durante la transicion G2/M en plantas. (Modificado de Inzé, 2006). Abreviaturas:
CYC (ciclinas), CDKs (cinasas dependientes de ciclinas), E2F (factor de transcripcion 2), DP
(socio de dimerizacion de E2F), WEE1 (cinasa de punto de control G2), CDC25 (ciclo de division
celular 25 homologo A), APC (complejo promotor de anafase), P (fosforilacion).
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Durante la transicion G2/M la actividad de las CDKs puede ser regulada
negativamente por otra familia de cinasas llamada WEE, que son activadas por
condiciones como la perdida de la integridad del ADN, evitando asi la entrada a
mitosis hasta que las condiciones del genoma sean las adecuadas. Se sugiere que
una fosfatasa tipo CDC25 remueve los grupos fosfato inhibidores presentes en las
CDKs, pero tal fosfatasa aun no ha sido identificada en plantas. Una vez que los
complejos CDK-CYC estan activos, la célula entra a la fase M (mitosis) para
segregar el material genético en dos células hijas y finalmente dividirse. La salida
de mitosis requiere la destruccién proteolitica de las subunidades de ciclina iniciada
por el complejo promotor de anafase (APC) mediante su asociacidon con la proteina
CCS52 (Inzé, 2006).

1.3.2.1 Regulacién del ciclo celular por azucares

El ciclo celular es esencial para la germinacion, desarrollo y establecimiento de las
plantulas. Para que una célula decida pasar a la fase S, es necesario que perciba
un ambiente con condiciones 6ptimas, entre éstas, un estado nutricional adecuado,
en el que la concentracién de nutrientes (como azucares) es un factor sustancial
durante la vida de la planta. Una semilla no puede germinar sin el adecuado aporte
de carbono y energia proveniente de los tejidos de almacenamiento. Por lo tanto,
la regulacion del metabolismo de carbohidratos tiene efectos importantes en el
desarrollo de las plantas, especialmente durante la division, elongacién y
diferenciaciéon celular. Ademas, los carbohidratos se han implicado en diversos
procesos importantes para las plantas, desde la embriogénesis, germinacion,
elongacion del hipocotilo, formacion de raices adventicias, floracion, hasta la etapa

de senescencia (Gibson, 2005).

Los azucares se han reconocido como componentes duales: como sustratos
metabdlicos, donantes de carbono y energia, asi como moléculas sefalizadoras,
activando o inhibiendo procesos claves durante la etapa de vida de las plantas
(Rolland et al., 2006; Ramon et al., 2008)

Se ha propuesto que azucares como glucosa y sacarosa son moléculas regulatorias
clave en la fisiologia celular, en el ciclo celular, crecimiento y la expresion de genes.
En células en suspensién de Arabidopsis, algunos marcadores relacionados con el
ciclo celular se modifican a diferentes niveles y en distintas fases del ciclo (Figura
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6). La expresion de CYCD2y CYCDS3 es estimulada por glucosa y sacarosa, y en
presencia de sacarosa, la actividad cinasa de los complejos CYCD2 y D3/CDK
aumenta hasta seis veces (Riou-Khamlichi et al., 2000). También, en Nicotiana
tabacum se ha encontrado una correlacion positiva entre los niveles de glucosa y la
expresion de CYCAS3;2 y CYCB1,;2 (Hartig & Beck, 2006), ciclinas que se requieren
para conducir las transiciones G1/S y G2/M, respectivamente (Menges et al., 2005).
En un estudio en tejidos meristematicos de Arabidopsis se ha demostrado que la
sefal por glucosa es capaz de iniciar la transicion G2/M al reprimir la transcripcién
del regulador negativo TPR-dominio Supresor de Stimpy (TSS), activando la
expresion de componentes clave requeridos para la transicion G2/M, como
CYCB1;1 y CDKB1,1 (Figura 6; Skylar et al., 2011).
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regulada por la glucosa, ciclina requerida para conducir a las células desde la fase G1 a S. La
sefal por glucosa es capaz de iniciar la transiciéon G2/M mediante la represién de la transcripcion
de TSS y la activaciéon de la expresion de genes clave para la transicion G2/M, como CycB,
CDKB y CycD. Abreviaturas: CYC (ciclinas), CDKs (cinasas dependientes de ciclinas), KRP
(proteinas relacionadas con Kip), E2F (factor de transcripcion 2), DP (socio de dimerizacion de
E2F), SCF (Skp1-Cullin-F-complejo proteico de caja F), RBR (proteina del retinoblastoma), P
(fosforilacion), Glc (glucosa), TSS (TPR-dominio Supresor de Stimpy). Modificado de Wang &
Ruan, 2013.
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En otros organismos como en Vicia faba se ha sugerido que la glucosa y la sacarosa
actuan en formas casi opuestas durante el desarrollo de las semillas de
leguminosas, la glucosa en los tejidos vegetales promueve la division celular,
mientras que la sacarosa esta asociada con la expansion celular y la sintesis de
almidon (Borisjuk et al., 2003; Eveland & Jackson, 2011).

En células en suspension de tabaco se ha observado una correlaciéon positiva entre
los niveles de expresidon de varias ciclinas (CYCD2;1, D3;2, A3;2 y B2;1) y la
concentracion de glucosa, la duracion de la fase S y G2 puede ser modificada al

variar los niveles de glucosa (Hartig & Beck,2006).

1.4 Mecanismos de sefnalizacién por glucosa

La investigacion acerca de la sefializacion por glucosa ha sido bastante desafiante
debido a las dificultades para separar el metabolismo de glucosa de los eventos de
deteccion y sefalizacion que provoca. Con el desarrollo de nuevas estrategias e
innovadoras herramientas de biologia molecular, el uso de analogos estructurales
de distintos azucares, inhibidores del metabolismo, se ha logrado dilucidar el papel

de la glucosa como sefalizador celular (Xiong et al., 2013; Xiong & Sheen, 2014)

En los ultimos afos, en el modelo de estudio A. thaliana se ha comenzado a
averiguar una amplia gama de funciones y acciones de reguladores maestros
modulados por la sefalizacion de glucosa, conocidos también como ‘sensores’:
entre ellos la Hexocinasa 1 (HXK1), la Subunidad Catalitica de la Proteina Cinasa
Relacionada con SNF1 (KIN10/11), el Regulador de Sefalizacion de Proteina G-1
(RGS1) y el Objetivo de la Rapamicina (TOR). Estos reguladores controlan la
expresion de miles de genes implicados en muchas funciones celulares desde
sefalizacion, transcripcion, anabolismo, catabolismo, transporte, hasta el
crecimiento, desarrollo y adaptacion al estrés en respuesta a sefales de diferentes
azucares o metabolitos derivados (Rolland et al., 2006; Baena-Gonzalez & Sheen
2007; Ramon et al., 2008; Smeekens et al., 2010; Robaglia et al., 2012; Dobrenel et
al., 2013; Xiong & Sheen, 2014).
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Recientemente, se encontrdé que la proteina TOR funciona rio arriba o en paralelo
con la via E2F-RBR1 en la estimulaciéon de la entrada al ciclo celular. En plantas, la
presencia de glucosa, via TOR, desencadena la proliferacion celular en los
meristemos de raiz, siendo el factor E2F un blanco de la cinasa TOR, cuya
fosforilacién por la sefalizacion de la via Glucosa-TOR es un paso clave para la

entrada a la fase S del ciclo celular (Xiong et al., 2013).

En este trabajo nos enfocaremos en uno de los reguladores maestros, la cinasa
TOR.

1.5 Objetivo de la rapamicina (Target of rapamycin, TOR)

La proteina TOR es una cinasa altamente conservada en levaduras, plantas y
humanos. Pertenece a la familia de cinasas de serina/treonina conocidas como
PIKK (cinasas relacionadas a la fosfatidilinositol-3-cinasa; Engelman et al., 2006).
TOR se identificd por primera vez en Saccharomyces cerevisiae (Heitman et al.,
1991). Se han identificado dos genes en levaduras, mientras que estudios
posteriores revelaron que solo existe un gen en A. thaliana al igual que en

mamiferos (Wullschleger et al., 2006; Robaglia et al., 2012).

Estructuralmente TOR se conserva entre mamiferos y plantas (Figura 7); en el
extremo amino presenta multiples repeticiones y dominios reguladores, las
repeticiones HEAT (Huntingtin, Elongation factor 3, subunit of PP2A, TOR1),
implicados en la mediacion de interacciones proteina-proteina y asociaciones de
membrana (Andrade y Bork, 1995; Salih et al., 2005; Kunz et al., 2000). La region
C-terminal esta compuesta por los dominios FAT/FACT, los cuales son
caracteristicos de la familia PIKK (Bosotti et al., 2000). El dominio FAT (FRAP, ATM,
and TRRAP) consiste en repeticiones HEAT y TPR (repeticion tetratricopéptido) y
se encuentra poco conservado entre los distintos miembros de la familia PIKK,
mientras que el dominio FATC (ERAP, ATM and TRRAP C-terminal) se encuentra
altamente conservado. Ambos dominios contribuyen con las interacciones y

activacion de la proteina TOR (Hardt et al., 2011) y un dominio cinasa. Seguido al
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dominio FAT se encuentra el dominio FRB (FKBP12—-rapamycin-binding domain),
una regién especifica de las proteinas TOR donde se une el complejo inhibitorio
FKBP12-rapamicina (Figura 7).
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Figura 7. Dominios de TOR conservados entre humanos y Arabidopsis. (Modificado de
Xiong & Sheen, 2012). Abreviaturas: HEAT (Huntingtin, factor de Elongacion 3, subunidad de
PP2A, TOR1), FAT (ERAP, ATM, and TRRAP), FRB (FKBP12-rapamycin-binding domain),
FATC (ERAP, ATM and TRRAP C-terminal).

En levaduras y mamiferos, TOR forma al menos dos complejos estructural y
funcionalmente distintos, TORC1 y TORC2. Cada complejo contiene subunidades
compartidas y distintas, que regulan y reclutan diferencialmente diversos sustratos
de la cinasa para controlar una gran variedad de procesos bioldgicos (Wullschleger
et al., 2006; Laplante & Sabatini, 2012; Robaglia et al., 2012; Cornu et al., 2013;
Kang et al., 2013; Yuan et al., 2013; Xiong & Sheen, 2014). En plantas no se ha
identificado TORCZ2, lo que presumiblemente indicaria la existencia de un solo tipo

de complejo de TOR.

No se ha caracterizado completamente la composicidn precisa de los complejos de
la cinasa TOR en plantas. Sin embargo, algunos de los componentes de mTORC1
y efectores posteriores se han identificado en eucariotas fotosintéticos por la
busqueda de similitud de secuencia, entre los componente esta RAPTOR1/2
(Regulatory Associate Protein Of TOR), LST8-1/2 (Lethal with Sec-13 Protein 8), y
efectores como S6K1/2 (Ribosomal Protein S6 Kinase), RPS6a/b (Ribosome
Protein Small Subunit 6) y TAP46 (Type 2A-phosphatase-Associated Protein 46 KD;
Anderson et al., 2005; Deprost et al., 2005; Mahfouz et al., 2006; Ahn et al., 2011;
Moreau et al., 2012; Ren et al., 2012; Xiong & Sheen, 2014).
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La proteina TOR es excepcionalmente grande (2481 residuos de aminoacidos). Se
ha descrito que TOR es un regulador maestro que se conserva evolutivamente entre
levaduras (Saccharomyces cerevisiae), plantas, animales y humanos, integra la
sefalizacion de nutrientes y energia para promover la proliferacion, el crecimiento y
desarrollo celular. En plantas, la sefalizacion por TOR tiene una importancia
fundamental en la embriogénesis, activacion de meristemos, crecimientos de raices
y hojas, floracion, senescencia y esperanza de vida (Xiong & Sheen, 2014). En un
estudio previo en A. thaliana, se demostr6 que pTOR:GUS se expresa en el
embridn, endospermo, y todos los meristemos, incluidos los meristemos de las
raices primarias y laterales, asi como los meristemos apicales y florales del tallo,
pero no en células diferenciadas. Las mutantes con pérdida de funcion de TOR
dejan de crecer en una etapa temprana del desarrollo del embrién, lo que indica que
TOR es esencial para el crecimiento de las plantas (Menand et al., 2002).
Recientemente se demostré con la construcciéon quimérica pTOR:GUS (proteina
TOR fusionada a la B-glucoronidasa) que el promotor de TOR es activo en las
plantulas y los tejidos de inflorescencia (Ren et al., 2012). El silenciamiento inducible
de TOR disminuye el crecimiento postembridénico (Henriques et al., 2014). Otros
estudios revelaron que TOR-GFP (proteina verde fluorescente) se detecta en el
citosol y en el nucleo (Ren et al., 2011), por lo que las acciones de la proteina TOR
no se limitan unicamente a embriones, meristemos y células en crecimiento, o al

control transcripcional (Ma et al., 2009).

Otros procesos en los cuales se ha visto implicada esta proteina cinasa son en la
biogénesis ribosomal (Ren et al., 2011), en la estimulacion de la traduccién de
proteinas involucradas en la progresion del ciclo celular a través de las actividades
de S6K1 y 4E-BP (Dowling et al., 2010; Ben-Sahra et al., 2013), en la regulacién del
metabolismo primario y secundario (Deprost et al., 2005; Moreau et al., 2012; Ren
et al., 2012; Caldana et al., 2013), en la contribucion a la integridad de la pared
celular (Leiber et al.,2010) y como regulador negativo de la autofagia (Liu &
Bassham, 2010; Pérez-Pérez, et al., 2010).
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1.6 Inhibidores de TOR

El andlisis de la funcion de TOR en plantas ha estado limitado debido a que éstas
son muy poco o0 nada sensibles a la rapamicina. Varios autores han informado que
la rapamicina no afecta el crecimiento en A. thaliana (WT), incluso a
concentraciones de hasta decenas de micromolar en medio sdlido (Sormani et al.,
2007; Leiber et al., 2010; Ren et al., 2012). Esto ha hecho que se busquen nuevas
alternativas farmacoldgicas para el estudio y diseccion de la via de sefializacién de
TOR en plantas.

Debido a las limitadas propiedades farmacoldgicas de la rapamicina, principalmente
su escasa biodisponibilidad e insolubilidad acuosa, sus efectos adversos en el
organismo y su incapacidad para inhibir al complejo mTORC2 (Laplante & Sabatini,
2012), se ha impulsado la generacién de nuevos farmacos antineoplasicos
sintéticos mucho mas efectivos y especificos para los complejos de TOR, con un
mecanismo de accion distinto al de la rapamicina. Estos nuevos farmacos se
enfocan en atacar el sitio catalitico de la enzima que se conserva en ambos
complejos de TOR, lo que ha constituido una alternativa mas eficiente en el

tratamiento contra el cancer.
Los inhibidores de TOR pueden ser clasificados como:

1) Inhibidores alostéricos que incluyen a la rapamicina y todos sus derivados
(rapalogos). La rapamicina es un farmaco originalmente aislado del actinomiceto
Streptomyces hygroscopicus (Schmelzle et al., 2000). A partir de la molécula molde,
mediante sintesis surgieron los derivados de la rapamicina, entre ellos los farmacos
Temsirolimus, Everolimus y Deforolimus. Este tipo de farmacos forman un complejo
con una proteina intracelular denominada proteina de union a FK506-12 (FKBP12);
este complejo se une al dominio FRB de mTOR (Figura 8; Choi, et al.,, 1996)

inhibiendo las funciones de la enzima (Huang, et al., 2004).

2) Inhibidores ATP-competitivos. Generalmente son pequefias moléculas sintéticas
cuyo blanco es el sitio catalitico de la enzima (Figura 8). En los ultimos afios se han
descubierto varios inhibidores competitivos de ATP selectivos para mTOR,
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destacan los derivados de pirazolopirimidinas, piridopirimidinas, tienopirimidinas,

triazinas y imidazotriazinas, entre otros (Schenone, et al., 2011).

Uno de los primeros compuestos identificados (mediante un perfil bioquimico
extensivo) como inhibidor selectivo de mTOR, al dirigirse al sitio de unién del ATP,

fue el farmaco PP242, un derivado de pirazolopirimidina (Apsel et al., 2008).

B B

dominios HEAT

Inhibidores ATP-
Rapamicina competitivos

Figura 8. Estructura esquematica del sitio unién de los inhibidores alostéricos e
inhibidores ATP-competitivos en mTOR. Abreviaturas: HEAT (Huntingtin, factor de
Elongacion 3, subunidad de PP2A, TOR1), FAT (ERAP, ATM, and TRRAP), FRB (FKBP12—
rapamycin-binding domain), FATC (FRAP, ATM and TRRAP C-terminal), NRD (Dominio
Regulatorio Negativo).

La molécula precursora de la cual surgen todos los derivados pirido-pirimidina
(Figura 9A), fue identificada por un screening quimico, la molécula resulté tener una
buena selectividad para los complejos mTORC1 y mTORC2 (Malagu et al., 2009).
Mediante la relacion estructura-actividad investigadores de AstraZeneca lograron la
optimizacién de la molécula precursora, lo que condujo al descubrimiento de nuevos
y potentes farmacos, entre ellos el Ku-0063794 y su predecesor el AZD8055 con
una Clso= 6 nM (Garcia-Martinez, et al., 2009) y Cl5=0.8 nM (Chresta et al., 2010)

respectivamente, siendo este ultimo mas potente.
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Figura 9. Inhibidores de mTOR ATP-competitivos: derivados de pirido-pirimidinas. A)
Molécula madre; B) Ku-0063794 y C) AZD-8055 (Modificado de Schenone, et al., 2011).

Ku-0063794 tiene un nucleo central pirido [2,3-d] pirimidina y 3 apéndices: 4-
[morfolina], 2- [dimetilmorfolina], y 7- [3-hidroximetil, 4-metoxifenil]. Estos ultimos le

confieren al farmaco una apariencia en forma de “Y”.

No se ha descrito ninguna estructura cristalina de mTOR, pero se ha construido un
modelo de su regién catalitica (desde el dominio FAT hasta casi el final del dominio
FATC) basado en la estructura cristalina conocida de PI3Ky, mediante el
alineamiento manual de las secuencias de aminoacidos de las dos cinasas, usando
cinco TOR y dos PI3Ky (Sturgill & Hall, 2009). Los autores compararon las dos
enzimas, sefialando sus similitudes y diferencias e identificando cuatro residuos de
aminoacidos de mTOR (Tyr2225, Asp2357, Lys2187 y Ser2165) que estan
implicados en la unién con ATP de forma tal que apoyan la estructura construida
para mTOR a partir de la estructura conocida de PI3Ky.
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En el mismo articulo, apoyandose del modelo construido de la region catalitica de
mTOR, realizaron estudios de acoplamiento molecular para algunos farmacos ATP-
competitivos (entre ellos Ku-0063794 y PP242), donde se predijo que Ku-0063794
es capaz de unirse, por uno de sus brazos (generado por su estructura en “Y”), al
bolsillo de la adenina y con el otro brazo al sitio que corresponderia el y-fosfato del
ATP. Ademas, predijeron algunos residuos del dominio catalitico con los que
interactuan los apéndices de Ku-0063794 (Figura 10), 1) el anillo de morfolina se
acoploé cerca del residuo Val2240. Basado en una estructura de cocristal de rayos
X de PI3KYy, se revel6 que la morfolina forma una interaccién critica con la region
bisagra de la cinasa en el residuo Val882, que en mTOR corresponde al residuo
Val2240 (Zask et al., 2009).

Anteriormente se habia demostrado o propuesto que el grupo morfolina es el
farmacéforo en otros inhibidores de mTOR/PI3K (Malagu et al., 2009; Walker et al.,
2000; Knight et al., 2006), 2) el OH del 3-hidroximetilo de Ku-0063794 esta unido
por un hidrégeno a la cadena lateral del residuo GIn2161, 3) el OH del 4-metoxi esta
unido por el hidrégeno al nitrégeno de la Thr2164. En una conformacion rotada
~180°, menos favorecida termodinamicamente pero aun plausible, colocé el anillo
de dimetilmorfolina en el bolsillo de la adenina, cerca de los residuos Ty2225,
12356, [1e2237 y Leu2318 (Figura 10). En esta conformacion, Ku-0063794 retiene
las interacciones de puente de Hidrégeno con los residuos GIn2161 y Thr2164
(Sturgill & Hall, 2009).
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Figura 10. Modelo del acoplamiento molecular de Ku-0063794 en residuos del dominio
catalitico de mTOR. El modelo fue definido con AutoDock4. Ligandos: atomos de carbono, gris;
nitrégeno, azul; oxigeno, rojo. Lineas discontinuas, enlaces. (Modificado de Sturgill & Hall,
2009).

N
Thr2164

Un resultado también muy interesante que obtuvieron los autores mediante sus
estudios de acoplamiento molecular (utilizando AutoDock4) con inhibidores de
mTOR (PP242, NVP-BEZ235 y Ku-0063794), fue que los farmacos utilizan un
espacio de farmacéforo (no identificado por otros autores) para lograr especificidad.
Este espacio consiste en un canal que se extiende desde la superficie inferior de

mTOR hacia adentro, hacia el bolsillo del ATP y del substrato (Figura 11).

C. Use of the novel pharmacophore space
by Ku-0063794 S\
- .

Ku-0063794

Figura 11. Vista de la superficie de mTOR generada por MacPymol (Delano Scientific). Un
nuevo espacio del farmacdéforo puede ser responsable de la especificidad Ku-0063794 por TOR.
Ademas, Ku-0063794 tiene un anillo aproximadamente perpendicular a Tyr2225 similar al ATP.
Los dominios de mTOR se representan en colores: FRB, verde; FAT, azul; FACT, magenta;
CAT, rojo (Modificado de Sturgill & Hall, 2009).
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2. Antecedentes

2.1 Azucares y maiz
Nuestro grupo de investigacién se ha dedicado el estudio del ciclo celular durante

la germinacion de maiz y la influencia de los azucares. En maiz, recientemente se
describidé que azucares como la glucosa y la sacarosa ocasionan un efecto
diferencial en la morfologia de ejes embrionarios de maiz a las 72 h y 7 dias de
imbibicidn. Los ejes embebidos en sacarosa desarrollaron pelos radiculares en la
raiz primaria y raices seminales, mientras que los ejes embebidos en glucosa
tuvieron una morfologia retorcida, no desarrollaron pelos radiculares, pero
presentaron la formacion de estructuras tipo callo en las raices seminales y
adventicias, sugiriendo que la glucosa promueve la proliferacion mientras que la

sacarosa la diferenciacion (Figura 12).

CONTROL

SACAROSA

GLUCOSA

Figura 12. Morfologia de ejes embrionarios de maiz embebidos a los 7 dias. Los ejes en
sacarosa mostraron una morfologia alargada y constante, asi como la acumulacion de peso
fresco, mientras que en Glucosa alrededor del 30% de los ejes presentaba una morfologia
retorcida, (D y E) Ejes de control, sin fuente de carbono. (F a H) Ejes embebidos con sacarosa
120 mM, (F e |) Vista de los ejes completos, (G) Amplificacidon de la raiz primaria que muestra
el desarrollo de numerosos pelos radiculares, H) Amplificacion de la zona de la raiz adventicia
que muestra la presencia de pelos radiculares. (I a K) Ejes embebidos con 120 mM de glucosa,
(J) Amplificacion de raiz primaria que carece de pelos de radiculares, (K) Amplificacion de la
raiz adventicia con estructuras similares a callos (Modificado de Lara Nufez et al., 2017).
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Ademas, la presencia de sacarosa y glucosa altera diferencialmente la expresion de
marcadores clave del ciclo celular: CDKAs, CYCDs y KRP3 (Figura 13; Lara Nufiez,
et al., 2017).

CycD2:2a CycD4;2 CDKA1;1 KRP 3
Tiempo de imbibicion Tiempo de imbibicién Tiempo de imbibicién Tiempo de imbibicién
h 0 12 24 0 12 24 0 12 24 0 12 24
CONTROL 1 164 2.2° 1 1.6% 240 1 15 0.7° 1134 :.-;“
SACAROSA S = -l — — —
2.24 2.5 2.8 3.8% 4.3%F 3.57
GLUCOSA —— — — —
244 1.4° 3.0 5.0 2847 310
E2F A/B 18 S
Control S ——
1 1.24 130
Sucrose —_—— -
1.34 1.69 1.6% 1.6°
Glucose —— C—— A r—
1.34 1.4° 1,24 1.3°

Figura 13. Patron de expresion génica de marcadores del ciclo celular en ejes
embrionarios de maiz. Ejes embebidos sin fuente de carbono (Control), sacarosa 120 mM o
glucosa embebidos a 0, 12 y 24 h. La expresion de los genes se analizé mediante RT-PCR. La
glucosa y sacarosa afectan positiva o negativamente la expresion de algunos marcadores del
ciclo celular. Como control de expresion se utilizé el gen 78S (Modificado de Lara Nufiez et al.,
2017).

Especificamente, la glucosa parece actuar como una senal mitogénica importante
durante la germinacion y postgerminacion, al aumentar el numero de ceélulas por
unidad de area, al promover la sintesis de ADN de novo y al alterar el programa
morfogenético al inducir la formacion de estructuras tipo callo (Lara Nunez, et al.,
2017).

2.2 TOR en maiz

Mediante RT-PCR, usando cebadores disefiados a partir de la secuencia tedrica de
cDNA de Oryza sativa (OsTOR), Agredano-Moreno et al., 2017, obtuvieron
experimentalmente el cONA completo de TOR de maiz (ZmTOR). Para ello se utilizd
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la técnica RACE (Rapid amplification of cDNA ends), la secuencia final del extremo
3" de ZMTOR se obtuvo mediante PCR usando una biblioteca de cDNAs. La
secuencia de cDNA deducida contiene 2,464 aminoacidos con una masa molecular
predicha de 277 kDa. Usando Pfam se identificaron regiones funcionales presentes
en todas las PIKKs: dominios FAT, PI3K-Pl4K cinasa, FRB y FACT. Ademas, se
identificaron los motivos HEAT repeats, caracteristicos de los miembros de TOR y
la subfamilia PIKK. En el mismo articulo se analizé la expresion de ZmTOR, la cual
esta altamente regulada durante la germinacion, un periodo critico en el desarrollo
de la planta, pero no en otros tejidos con caracteristicas fisioldgicas contrastantes
(Agredano-Moreno et al., 2007).

2.3 TOR en plantas y activacion por glucosa

Con la integracién de analisis celulares, quimicos (uso de inhibidores especificos),
genéticos, gendémicos y metaboldmicos se ha demostrado que, en plantas la

glucosa activa la via TOR (Xiong et al., 2013).

En Arabidopsis, TOR detecta y transduce las sefiales provenientes de glucosa
derivada de la fotosintesis a través de la glicolisis y la retransmision de la energia
de las mitocondrias, para activar la proliferacion en los meristemos radiculares.
Otros azucares (fructosa, xilosa y galactosa), aminoacidos (glutamina) u hormonas
de crecimiento (auxinas, citoquininas, giberelinas y brasinoesteroides) no pueden
sustituir a la glucosa en la sefializaciéon TOR, reforzando el papel de la glucosa como
principal mediador de nutrientes derivado de la fotosintesis de la hoja en la

regulacion genética sistematica y el crecimiento de la raiz (Xiong et al., 2013).

La sefAalizacion Glucosa-TOR orquesta rapidamente la reprogramacion
transcriptomica, 1,318 genes se regularon positivamente y 1,050 se regularon
negativamente por glucosa en A. thaliana. Esta reprogramacion transcripcional
inducida por glucosa fue completamente bloqueada en el mutante tor-es (estradiol
inducible). Dentro de los genes regulados positivamente, 105 se encuentran
relacionados con el ciclo celular y sintesis de ADN, y 100 relacionados con la
transcripcion, sintesis y procesamiento de RNA. Entre los demas genes regulados
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positivamente, se encuentran los involucrados en la glicdlisis, el TCA, funciones
mitocondriales, la cadena de transporte de electrones, sintesis de nucledtidos y la
via de las pentosas fosfato (Xiong et al., 2013), lo que sugiere una regulacion del

metabolismo por TOR.

Muchos de los genes activados por la sefializacion desencadenada por glucosa via
TOR, corresponden a genes tipicos de las fases G1 y S, los cuales a su vez son
genes blancos del factor E2Fa de Arabidopsis, entre ellos ORC2/6, MCM3/5/7,
ETG1y PCNA1 (Vandepoele et al., 2005; de Jager et al., 2009; Naouar et al., 2009;
Xiong et al., 2013). Se ha descubierto que el factor E2Fa es un sustrato de TOR;
en respuesta a la sefializacién por glucosa, la cinasa fosforila sitios en la region N-
terminal de E2Fa, lo cual es un paso clave para la entrada a la fase S del ciclo
celular. Este hallazgo rompe el concepto convencional de la regulacion del ciclo
celular basado en la cascada conservada evolutivamente CYC-CDK-RBR-E2F
(Xiong et al., 2013) y proporciona un mecanismo novedoso sobre como la
sefalizacion Glucosa-TOR controla la transcripcion de genes de fase S y el ciclo

celular para promover la activacion y crecimiento del meristemo radicular.

Se ha demostrado que TOR también fosforila directamente y activa E2Fb y otros
factores de transcripcidn para promover el ciclo celular, la sefalizaciéon TOR no esta
restringida al meristemo primario de la raiz y puede realizar funciones clave en la
regulacion del ciclo celular en el meristemo apical del tallo y otros tejidos y 6érganos
vegetales (Xiong & Sheen, 2013). La sefalizacion por Glucosa-TOR también activa
genes que codifican péptidos de crecimiento de raiz y la via de asimilacion de
azufre, necesarios para promover el ciclo celular, pero reprime el factor de
transcripcion UPBEAT1 (UPB1), un regulador negativo de la proliferacion celular

mediante procesos redox (Xiong et al., 2013; Tsukagoshi et al., 2010).

2.4 Inhibidores de mTOR probados en plantas

El analisis de la funcion de TOR en el crecimiento y desarrollo de las plantas ha
estado limitado por el hecho de que las plantas son muy poco sensibles a la
rapamicina. Se ha optado por el uso de inhibidores especificos de la enzima
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desarrollados para mTOR, los cuales, como ya se mencioné antes, se unen al sitio
de union al ATP.

En A. thaliana se probaron varios Inhibidores de TOR y se hizo una comparacion
dosis-respuesta: 1) el inhibidor alostérico convencional de TOR, la rapamicina, 2)
un inhibidor ATP-competitivo de primera generacion como Ku-0063794 y 3) el
inhibidor ATP-competitivo de segunda generacion AZD-8055. La curva dosis-
respuesta para el efecto de estos farmacos en la longitud de la raiz primaria reveld
que el crecimiento de la raiz se inhibié principalmente por el farmaco de segunda
generacion. El farmaco AZD-8055 fue diez veces mas eficiente que el inhibidor de
primera generacion (Figura 14A, Montané & Menand, 2013). Concomitantemente
con el acortamiento de la raiz, los cotiledones y las hojas se mantuvieron verdes y
su desarrollo se retras6 severamente por el inhibidor AZD-8055, lo que sugiere que
el retraso en el crecimiento a nivel de toda la planta podria deberse a una
disminucién de la actividad meristematica y posiblemente al tamafo reducido de las

células diferenciadas (Figura 14B).
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(la Figura continua en la siguiente pagina)

33



NI TRy 0T U2

AZD-8055 (uM)

Figura 14. Inhibicién del crecimiento de la raiz de A. thaliana por inhibidores competitivos
de ATP de TOR. A) Efecto dosis-dependiente de tres inhibidores de TOR en el crecimiento de
la raiz primaria: Ku-0063794, inhibidor de primera generacion (azul): AZD-8055, inhibidor de
segunda generacion (rojo); rapamicina, inhibidor convencional (negro). B) Imagen de las plantas
enteras (panel superior) y partes aéreas (panel inferior) después del crecimiento en diferentes
concentraciones de AZD-8055 (Modificado de Montané & Menand, 2013)

La raiz primaria de A. thaliana esta espacialmente dividida en tres zonas de
desarrollo; la zona meristematica (MZ) donde se producen nuevas células por
proliferacién activa, y aumentan de tamano progresivamente hasta que alcanzan la
zona de elongacién (EZ), donde las células se alargan rapidamente, y la zona de
diferenciacién (DZ), donde los pelos radiculares se desarrollan por el crecimiento de
la punta desde células epidérmicas (Dolan & Davies, 2004). EI AZD-8055 redujo de
manera dosis-dependiente el tamafo de la MZ, esta disminucion se debié a una
reduccion tanto en el niumero de células en division como en crecimiento (Figura
15A, Montané & Menand, 2013). CYCB1; 1 es un marcador de la fase G2/mitética
del ciclo celular y se expresa dentro de la MZ, en la zona de alta actividad mitdtica,
CYCB1;1 se acumula cuando el ciclo celular se bloquea (Colon-Carmona et al.,
1999). Se midié la tasa mitética utilizando como marcador de mitosis a la CYCB1;1
acoplada el reportero GUS. El inhibidor AZD-8055 inhibe la capacidad de
proliferacion celular del meristemo, al aumentar la dosis de AZD-8055 se redujo la
zona de alta actividad mitética, al disminuir la presencia de CYCB1;1:GUS (Figura
15B).
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Figura 15. Efecto del AZD-8055 en la raiz primaria de A. thaliana. El inhibidor reduce el
tamano de la zona meristematica y la capacidad de proliferacion celular. A) Imagen de
Microscopia de Contraste Diferencial interferencial, la ZM esta delimitada por las flechas. B)
Expresion del marcador mitético CYCB1;1:GUS (Modificado de Montané & Menand, 2013).

3. Justificacion

Debido a la vida sésil de las plantas, éstas deben ser capaces de modular su
crecimiento y desarrollo en base a todas las condiciones ambientales a las cuales
estan expuestas, entre las cuales se encuentran la disponibilidad de nutrientes y
azucares, estado energético, estrés, crecimiento celular, temperatura y otras. Uno
de los mecanismos por el cual la célula percibe las sefales generadas debido a
estas condiciones es a través de la proteina cinasa TOR, quien a su vez coordina
la disponibilidad de nutrientes y energia, asi como las sefiales ambientales con el

crecimiento, desarrollo y la supervivencia.

Los azucares juegan un papel importante en la vida de las plantas, estan implicados
en diferentes etapas del desarrollo de las plantas, desde la embriogénesis hasta la
senescencia. Ademas de ser la fuente de carbono mas importante para la célula,

indispensables para la division celular, los azucares también funcionan como
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moléculas sefalizadoras, activando cascadas de sefalizacion dando lugar a
diversas respuestas celulares (como la expresion de genes, entre otras). Se ha visto
en A. thaliana que sefiales generadas por azucares, especificamente glucosa,
activan la via TOR, la que a su vez puede fosforilar directamente al factor de
transcripcion E2F, el cual puede iniciar la transcripcion de genes implicados en la

fase S del ciclo celular.

En nuestro grupo de laboratorio, uno de los temas de estudio es la influencia de los
azucares en el ciclo celular durante la germinacién de maiz. Ya se ha demostrado
que la glucosa promueve la proliferacién celular en ejes embrionarios de maiz,
ademas modifica la expresion génica de algunos marcadores del ciclo celular como
CYCDs, CDKAs y KRPs. En maiz, no se han descrito datos acerca de la via de
sefalizacion Glucosa-TOR vy el ciclo celular, por ello es importante determinar si el
efecto de la glucosa en la expresién de algunos marcadores que respondieron
positivamente a este azucar se ejerce a través de la via TOR durante la germinacion
de maiz. Para ello se propone el uso de un inhibidor especifico de la cinasa, el AZD-
8055, el cual se une al sitio de union al ATP, impidiendo la fosforilacion de TOR
sobre E2F.

4. Hipotesis

Si la glucosa afecta la proliferacion celular por la via de ZmTOR, al utilizar un
inhibidor especifico (AZD-8850) de la actividad de cinasa de esta proteina, se
afectara la expresion de genes implicados en el ciclo celular que conllevan a la
proliferacion.

5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Determinar si el efecto de la glucosa en la expresiéon de los genes de ciclo celular
se ejerce a través de la via Glucosa-ZmTOR durante la germinacion de maiz.
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5.1.2 Objetivos particulares.

a) Realizar un andlisis in silico para determinar el locus y los posibles paralogos del

gen de TOR en maiz.

b) Determinar el efecto del inhibidor de TOR (AZD-8850) en la morfologia, longitud

y peso fresco de ejes embrionarios a las 24, 48 y 72 h de germinacion.

c) Determinar el tamafio y numero de células en el RAM de ejes embrionarios de
maiz en presencia y ausencia de glucosa e inhibidor de TOR mediante cortes

histolégicos a las 24 h de germinacion.

d) Analizar el efecto de la glucosa en la expresiéon del gen ZmTOR y genes del ciclo

celular.

e) Analizar la sintesis de novo de ADN en ejes embebidos en presencia y ausencia
de glucosa e inhibidor de TOR en las regiones meristematicas a las 24 h de

germinacion.

6. Materiales y metodologia.
6.1 Material bioldgico.

Se usaron semillas secas y maduras de maiz variedad Chalqueio cosecha 2017

almacenadas a 4°C a las que se les extrajo el eje embrionario.
6.2 Imbibicion.

De las semillas secas se extrajeron los ejes embrionarios, estos se desinfectaron
con una solucion de hipoclorito de sodio al 0.5%, en agitacién durante 10 minutos.
Transcurrido el tiempo se lavaron con agua destilada estéril hasta perderse el olor
del desinfectante. Una vez terminado este proceso, se embebieron en cajas Petri
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estériles sobre un papel filtro Whatman estéril en medio de imbibicién con diferentes
adiciones: 1) Medio de imbibicion enriquecido con sacarosa, 2) Medio de imbibicion
sin ningun azucar, 3) Medio de imbibicidn sin ningun azucar mas AZD-8055 30 uM,
4) Medio de imbibicién enriquecido con glucosa 90 mM, 5) Medio de imbibicion
enriquecido con glucosa 90 mM mas AZD-8055 30 uM. Se incubaron el tiempo

necesario (6,12 'y 24 h) a 25°C en oscuridad.

Debido a la naturaleza quimica del compuesto AZD-8055 se empled vacio para
introducirlo dentro del eje embrionario. Para mantener consistencia en el

experimento, a todos los tratamientos se les aplico vacio.

Para determinar el peso fresco y la longitud, se utilizaron muestras de 45 ejes
embrionarios por tiempo y por tratamiento. Se determiné el peso fresco de cada eje
embrionario utilizando una balanza analitica aeADAM PW214. Para la longitud se
utilizé el software Imaged usando como referencia una escalara milimétrica al

momento de calibrar la escala digital.
6.3 Analisis in silico del locus del gen ZmTOR

A partir de la secuencia gendémica de TOR de maiz descrita por Agredano-Moreno
et al., (2007) se hizo la busqueda (TBLASTN) para determinar el locus del gen
ZmTOR en el genoma de maiz (B73 RefGen_v4) utilizando la herramienta BLAST

del servidor EnsemblPlants. Se utilizé el software Geneious para determinar la

ubicacién y tamafo de los exones.

6.4 Analisis de la expresion de genes.
6.4.1 Extraccion de RNA.

Los ejes embrionarios se extrajeron de semillas secas, desinfectados y embebidos
en los diferentes medios previamente descritos. Se extrajo RNA de 10 ejes
embrionarios por tiempo y por tratamiento (aproximadamente 100 mg de tejido)
utilizando el protocolo para extraccion de RNA con RIBOZOL™ Reagent
(AMRESCO). Después de la extraccion se purifico el RNA resuspendido (100-200
ML) con el estuche comercial FAVOR® (BIOTECH CORP) siguiendo las
indicaciones del proveedor.
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Se cuantificé el RNA total purificado en el equipo BioDrops. A partir de la
concentracion obtenida se prepararon alicuotas con una concentracion de 200
ng/pL. Para monitorear la integridad del RNA purificado se realiz6 una electroforesis
desnaturalizante en gel de agarosa 2%, TAE 1X, tefido con bromuro de etidio. Se
cargaron 2 pL de RNA (400 ng aprox.) con 2 pL de formamida. Las condiciones de
electroforesis fueron 35 min a 60V en amortiguador TAE 1X. El gel fue observado
bajo luz UV empleando un transiluminador, se documento la imagen utilizando el
equipo ChemiDoc, las densitometrias fueron determinadas usando el software

ImagelLab.
6.4.2 Purificacion/Tratamiento con ADNsa l.

Previo a la preparacion de cDNA se realiz6 la calibracion del RNA (previamente
cuantificado) cargando 400 ng. Con ayuda del programa ImagelLab® se realizé la
densitometria del gel, considerando ambas bandas de las subunidades
ribosomales. El volumen se ajustoé hasta presentar una variacion del 10% entre los

valores de densitometria.

Para evitar la contaminacién con ADN gendmico, el RNA purificado se sometié a un
tratamiento con ADNsa RQ1. Para cada reaccion se ocup6 1 yL de ADNsa | por ug
de RNA. En cada reaccion se utilizaron 2 pg RNA, 1 pL Reaction Amortiguador
10X, se llevd a un volumen final de 15 pL con agua DEPC 0.1%. Se dejé incubar 30
min a 37°C. Una vez terminada la incubacion se adicionaron 2 uL de ADNse stop

solution.
6.4.3 Preparacion de cDNA

Una vez calibrado el RNA tratado, se sintetizé6 cDNA utilizando 2 ug de RNA total
mediante el kit M-MLV RT (Promega) siguendo las especificaciones del proveedor.
El volumen final de reaccién fue de 50 yL, quedando una concentracion de ~20

ng/uL.
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6.4.4 Amplificacién por RT-PCR

Las reacciones de PCR se realizaron a partir de 1 pyL (~20 ng) del cDNA previamente
sintetizado siguiendo las instrucciones del fabricante (JumpStart, Sigma-Aldrich),

las reacciones se optimizaron a un volumen final de 10 pL.

La reaccién de PCR para el analisis de los genes CYCD4,2 y CDKA1;1 se realizo
con cebadores especificos, utilizando las condiciones de reaccion descritas por
Buendia-Monreal et al. (2011) y para KRP3 lo correspondiente reportado por Rosas-
Bringas (2015).

A partir de la secuencia gendmica de maiz informada por Agredano-Moreno et al.
(2007) y de la corroboracién de esta con el genoma de maiz utilizando la
herramienta BLAST del servidor EnsamblPlants, se disefiaron primers (Exon-
juntion) para el analisis de la expresion del gen ZmTOR. Las condiciones para el

PCR se encuentran descritas a continuacion:

Fragmento
Gen Secuencia del primer (5°-3") (pb)
FW AGC TAA CTA AGG CCT GGG
AT
ZmTOR "RV CAC GGA TCA GAG CAT GAA 468
GT

Desnaturalizacion inicial 94°C/2min, 32 ciclos (desnaturalizaciéon 94°C/50seg,
alineamiento 58°C/50seg, extension 72°C/50seg, extension final 72°/10min).

Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1% (p/v), utilizando
bromuro de etidio (0.5 ug/mL) para la visualizacion del cDNA. Los geles se
escanearon en un Chemidoc (Bio-Rad) y analizados con el software ImagelLab (Bio-
Rad).

40



6.5 Analisis Microscopico e Histolégico (tincion safranina-verde rapido)

Después de los diferentes periodos de germinacién de los distintos tratamientos
antes descritos, los ejes embebidos se fijaron en formaldehido al 37% durante 2
horas, seguidos de tres lavados con PBS durante 10 minutos. Después el tejido se
deshidraté con alcohol a concentraciones crecientes (30, 50, 70, 85, 96 y 100%)
durante una hora por cada concentracion de alcohol, seguido de la parafinacion del
tejido en Paraplast. Se hicieron cortes longitudinales de 7-9 micras de grosor,
usando un microtomo rotatorio. Las secciones obtenidas se tefiieron con safranina
al 1% (w/v) disuelta en etanol mas 2-metoxietanol (metil cellosolve), se enjuagaron
con agua destilada y se deshidrataron durante 10 s en etanol al 95% mas 0.5%
acido picrico, 10 s en etanol al 95% mas cuatro gotas de hidroxido de amonioy 10
s en etanol al 100%. Luego fueron tefidas con una solucion de verde rapido al
0.05% (colorante de contraste) y enjuagadas con aceite de clavo para remover el
exceso de colorante. El tejido fue montado usando Entellan (Ruzin, 1999),
observado bajo un microscopio (Leica ICC50 hD) y las imagenes se tomaron usando
una camara digital. Para la estimacion del tamafio celular y numero de células, 2000
células en total se analizaron aleatoriamente (por tratamiento) en la region del
meristemo apical radicular (RAM). Los criterios para la seleccion fueron, 1) células
por encima del centro quiescente en el area correspondiente al meristemo proximal
de acuerdo a Jiang et al., (2010), y 2) celulas isodiamétricas (Baluska et al., 1990).
Para la estimacion del tamafio celular las células fueron medidas usando el software
Leica Application Suite 3.0.0. El nUmero se células por unidad de area se estimo
utilizando el Software ImagedJ. Este parametro nos indica la cantidad de células que

estan en 100 micrometros cuadrados en la zona previamente definida.

41



6.6 Ensayo de incorporacién de EdU (ADN de novo)

Para el analisis de sintesis de ADN de novo, los ejes se embebieron durante 22 h,
momento en el cual se les introdujo por vacio durante 5 minutos (30 segundos de
vacio con 30 segundos de recuperacion) una solucién de EdU 10 yuM (invitrogen,
Click-iT Alexa Flour 488 HCS assay, lote C10350), después de esto se incubaron
durante 2 h. Terminado el tiempo de incubacion los ejes fueron fijados utilizando
formaldehido al 3.7% durante 2 h, se permeabilizaron con una solucion de Triton x-
100 al 0.01% en PBS durante 30 minutos. Después se deshidrataron los ejes y se
parafinaron (anteriormente descrito). Se hicieron cortes de 10 micras. Las secciones
de tejido se trataron de acuerdo a las especificaciones del estuche del frabricante
para visualizar nucleos (Hoechst 33, 342) y sintesis de ADN de novo a través de la
incorporacion de EdU (5-etinil-20 desoxiuridina marcada con Alexa Fluor 488). Las
muestras se observaron bajo un microscopio confocal Olympus™ FV 1000. Para la
sintesis de ADN de novo (incorporacion de Alexa Flour 488) la excitacion se ajusto
a 495 nm, detectandonse una emision entre 500-600 nm; para la tincion de ADN
total (Hoeschst 33, 342) la excitacion se ajustd a 350 nmy la emisién entre 400-500
nm, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Las especificaciones de las

imagenes se basaron en Kotogany et al,. (2010).

Para la cuantificacion relativa de EdU se utilzé el programa Imaged, en donde con
ayuda de la herramienta “Paintbrush” (Figura suplementaria 1) se contabilizaron los
focos 0 manchas verdes (incorporacion de EdU) en todos los tramientos. Para
obtener las unidades de incorporacion relativa de EdU se empleo la relacién entre
el control con sacarosa y los demas tratamientos. Siendo el control igual a 1 unidad
relativa de EdU.

Para el analisis estadistico de los datos se utilizé la pueba ANOVA de una viay la
prueba Tukey, donde la probabilidad (P<0.05). Se realizé por triplicado cada

experimento.
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Figura suplementaria 1. Contabilizacién de la incorporacion de EdU utilizando las

herramientas del programa ImagedJ.

7. Resultados

7.1 Analisis in silico del gen ZmTOR

A partir de la secuencia de cDNA para ZmTOR descrita por Agredano-Moreno et.al.,
2007, con numero de acceso AAW78347 (NCBI GenBank) se hizo la busqueda
TBLASTN en el genoma de maiz (B73 RefGen_v4, marzo 2016) informada por
Schnable et al., 2009. Utilizando el servidor EnsemblPlants Release 39

(https://plants.ensembl.org/index.html, consultado en enero 2018), se determind el

locus y estructura (exones e intrones) del gen ZmTOR.
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El gen ZmTOR se localiza en el cromosoma 6: 143, 352,592-143, 301,915 (-),

contiene 59 exones y 2464 aminoacidos (mismo numero de residuos reportados

anteriormente por Agredano-Moreno et al., 2007). En la tabla 2 se presenta la

ubicacion gendmica y tamano de cada exon.

Tabla 2. Analisis in silico del gen ZmTOR. Ubicacién y tamafio (pb y a.a.) de los 59 exones
encontrados de acuerdo al cDNA de ZmTOR reportada.

N° Residuos

Exon Localizaciéon gendmica |tamaiio (pb) (a.a) E-value
1 6:143,352,548-143,352,592 (-) 45 15 0.0035
2 6:143,352,408-143,352,464 (-) 57 19 1.00E-04
3 6:143,351,446-143,351,787 (-) 339 113 2.50E-57
4 6:143,351,301-143,351,378 (-) 75 25 1.70E-09
5 6:143,350,330-143,350,512 (-) 174 58 3.60E-34
6 6:143,349,016-143,349,114 (-) 99 33 3.60E-15
7 6:143,348,661-143,348,759 (-) 159 53 2.30E-30
8 6:143,348,333-143,348,476 (-) 144 48 3.50E-26
9 6:143,348,080-143,348,250 (-) 171 57 4.00E-31
10 6:143,347,803-143,348,000 (-) 198 66 1.20E-36
11  |6:143,347,534-143,347,731 (-) 198 66 1.40E-29
12 |6143,343,437-143,343,589 (-) 153 51 4.30E-26
13 |6:143,342,374-143,342,493 (-) 120 40 4.60E-19
14 6:143,338,107-143,338,208 (-) 102 34 8.70E-17
15 6:143,337,940-143,338,036 (-) 93 31 3.30E-22
16  |6:143,337,723-143,337,857 (-) 135 45 1.20E-36
17  |6:143,333,278-143,333,380 (-) 99 33 0
18  |6:143,333,102-143,333,191 (-) 90 30 1.20E-14
19 |6:143,333,011-143,333,100 (-) 90 30 2.90E-06
20 |6:143,332,845-143,332,934 (-) 90 30 9.20E-15
21  |6:143,332,680-143,332,719 (-) 39 13 9.20E-15
22  |6:143,324,766-143,324,861 (-) 96 32 0
23 |6:143,324,558-143,324,674 (-) 117 39 6.40E-19
24  |6:143,322,886-143,323,047 (-) 162 54 1.60E-33
25 |6:143,322,667-143,322,792 (-) 126 42 4.20E-21
26  |6:143,322,501-143,322,548 (-) 48 16 0.0038
27 |6:143,315,436-143,315,559 (-) 123 41 1.10E-08
28  |6:143,315,074-143,315,260 (-) 186 62 1.00E-20
29 |6:143,314,392-143,314,541 (-) 150 50 5.10E-27
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30 6:143,314,175-143,314,327 (-) 153 51 3.20E-26
31 6:143,314,023-143,314,094 (-) 72 24 0

32 6:143,313,810-143,313,944 (-) 135 45 1.40E-24
33 6:143,313,672-143,313,737 (-) 66 22 1.50E-06
34 6:143,313,476-143,313,574 (-) 99 33 0.00E+00
35 6:143,313,290-143,313,397 (-) 108 36 1.30E-18
36 6:143,312,917-143,313,090 (-) 174 58 0

37 6:143,312,764-143,312,832 (-) 69 23 4.80E-08
38 6:143,310,481-143,310,549 (-) 69 23 1.70E-06
39 6:143,310,294-143,310,404 (-) 111 37 4.70E-19
40 6:143,310,078-143,310,215 (-) 138 46 1.40E-25
41 6:143,309,861-143,309,989 (-) 129 43 1.30E-22
42 6:143,309,600-143,309,764 (-) 165 55 4.30E-29
43 6:143,309,306-143,309,521 (-) 216 72 0

44 6:143,306,961-143,307,167 (-) 207 69 0

45 6:143,306,240-143,306,353 (-) 114 38 9.50E-18
46 6:143,305,978-143,306,169 (-) 192 64 2.50E-37
a7 6:143,305,630-143,305,710 (-) 81 27 7.40E-12
48 6:143,305,472-143,305,546 (-) 75 25 0

49 6:143,305,324-143,305,389 (-) 66 22 1.30E-06
50 6:143,305,014-143,305,175 (-) 162 54 2.40E-30
51 6:143,304,261-143,304,434 (-) 174 58 5.20E-33
52 6:143,304,042-143,304,176 (-) 135 45 2.80E-24
53 6:143,303,876-143,303,956 (-) 81 27 9.10E-11
54 6:143,303,747-143,303,803 (-) 57 19 3.30E-06
55 6:143,303,582-143,303,659 (-) 78 26 4.10E-11
56 6:143,303,049-143,303,180 (-) 132 44 1.00E-22
57 6:143,302,393-143,302,566 (-) 174 58 1.60E-33
58 6:143,302,038-143,302,304 (-) 267 89 4.00E-42
59 6:143,301,915-143,301,930 (-) 15 5 9.50E-18

De acuerdo a lo reportado por Agredano-Morano et al, 2007, y el uso del servidor
Pfam, se corrobord la secuencia de residuos de aminoacidos de los motivos

presentes en la proteina TOR (Figura 16).

Adicionalmente, de acuerdo a previos reportes (Walker, et al 1999; Sturgill & Hall,
2009; Yang H., et al., 2013), mediante los alineamientos de las secuencias proteicas
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de mTOR (Mus musculus, numero de acceso NP_064393.2, NCBI), A. thaliana TOR
(AthTOR, numero de acceso NP_175425.2, NCBIl) y Zea mays TOR (ZmTOR,
numero de acceso AAW78347, NCBI) todos los residuos se encontraron

conservados en maiz (y A. thaliana, Figura 16, color morado).

Basado en una estructura del cocristal de rayos X de PI3Ky con un inhibidor de
mTOR/PI3K, se revel6 que la morfolina es el farmacdéforo de varios inhibidores de
esta via se sefalizacion (Malagu et al., 2009; Walker et al., 2000; Knight et al., 2006),
este grupo funcional interactian con el residuo Val882 de PI3Ky, en mTOR
corresponde al residuo Val2240 (Zask et al., 2009). Ademas, estudios de modelado
molecular hechos por Sturgill & Hall, 2009, han descrito residuos de aminoacidos
en el sitio catalitico de mTOR que interaccionan con ciertos grupos funcionales del
inhibidor de mTOR, Ku-0063794 (predecesor del AZD-8055), entre los residuos
estan Val2240, GIn2161, Thr2164, Tyr2225, 11e2356 e 11e2237. De acuerdo a lo
anterior, se identificaron estos aminoacidos correspondientes en la secuencia de
ZmTOR (Tabla 3). Cinco de los seis residuos del sitio catalitico de mTOR que
interactuan con el inhibidor se encuentran conservados en maiz (Figura 17, color

naranja). Soélo el residuo GIn2161 no esta conservado.
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Tabla 3. Residuos de aminoacidos de mTOR que interactian con el inhibidor Ku-0063794
y sus correspondientes en ZmTOR. El residuo GIn2161 no se encuentra conservado en maiz.
El alineamiento se hizo utilizando el software Geneious 4.8.4.

Residuo en mTOR Correspondiente en

ZmTOR
Val2240 Val2133
GIn2161 -
Thr2164 Thr2057
Tyr2225 Tyr2118
lle2237 lle2130
lle2356 lle2249

7.2 Efecto del inhibidor de TOR (AZD-8850) en la morfologia, peso y
longitud de ejes embrionarios a las 24, 48, 72 h y 7 dias de imbibicion

Se analiz6 el efecto del inhibidor AZD-8055 en los ejes embrionarios embebidos
durante 24, 48, 72 h y 7 dias. Se analizaron y determinaron 3 parametros: la

morfologia, la longitud y el peso.

En las primeras 24 h de imbibicion los ejes embrionarios embebidos en los
diferentes medios (en presencia o ausencia de azucares y/o inhibidor AZD-8055),
no presentaron diferencias en su morfologia. Fue hasta las 72 h donde se observé
una morfologia contrastante (Figura 18A): los ejes sin alguna fuente de carbono y
con o sin inhibidor de TOR, respectivamente, no crecen ni se desarrollan; los ejes
embrionarios en un medio con sacarosa (60 mM), control interno, presentan cierto
crecimiento y desarrollan raices seminales; los ejes en un medio con glucosa crecen
presentando una morfologia de manera enrollada (morfologia tipica con este
azucar), se alargan mas en comparacion con los demas tratamientos; los ejes
embebidos en un medio con glucosa mas el inhibidor AZD-8055 son menos
alargados y no presentaron el fendmeno de enrollamiento, lo que sugiere que la

senalizacion por glucosa se esta perdiendo al inhibir la cinasa TOR.

48



A los 7 dias de imbibicion, los ejes embebidos con sacarosa se alargaron y
presentaron raices seminales; los ejes embebidos con glucosa siguieron
presentando el efecto de enrollamiento y fueron mas largos en comparacion con el
tratamiento anterior; los ejes en medio con glucosa mas inhibidor continuaron
alargandose (pero no lo suficiente en comparacion con los ejes sin inhibidor) y no
presentaron la morfologia enrollada, lo que sugiere que, al utilizar el inhibidor de la
cinasa, el efecto de enrollamiento generado por la sefializacion Glucosa-TOR se ha
perdido (Figura 18B).

t(ﬁ; Sacarosa Bl BI+AZD G90 mM G90 mM+AZD

24

G90 mM G90 mM+AZD

111

3

0CM

I\|r||||||||1|||I|m|12|n|||||l

Figura 18. Efecto del inhibidor AZD-8055 en la morfologia de ejes embrionarios. A) Ejes
embebidos en sacarosa (60 mM, control interno), amortiguador de imbibicion sin azucares (Bl),
amortiguador de imbibicidon sin azucares + AZD-8055 30 pM (B+AZD), amortiguador de
imbibicion suplementado con glucosa 90 mM (G90 mM) y amortiguador de imbibicion
suplementado con glucosa 90 mM + AZD-8055 30 uM (G90 mM+AZD). B) Ejes embrionarios
embebidos durante 7 dias en sacarosa, G90 mM y G90 mM+AZD. A los 7 dias de imbibicion
los ejes en medio con glucosa conservan la morfologia enrollada, mientras que los ejes en
presencia del inhibidor han perdido dicho efecto. El experimento se realizé con 15 ejes por
tratamiento, por tiempo y por triplicado
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Se utilizé el programa Imaged para determinar la longitud de los ejes embrionarios
de maiz (Figura 19). A las 24 h de imbibicion solo se encontro diferencia significativa
en el tratamiento sin fuente de carbono en presencia de inhibidor (BI+AZD),
respecto a los demas tratamientos, estos ejes incluso se alargan menos que el
tratamiento sin inhibidor (BI, Figura 19). A las 48 h los ejes embrionarios en glucosa
(G90 mM) presentaron mayor longitud en comparacion con los demas tratamientos,
en presencia del inhibidor mas el azucar (G90+AZD) los ejes se alargaron en menor
proporcion. A las 72 h de imbibicién los ejes sin fuente de carbono en ausencia o
presencia de inhibidor son incapaces de crecer; en glucosa los ejes siguieron
presentando la mayor longitud; en presencia de glucosa mas inhibidor se alargan
en menor proporcion respecto al tratamiento con glucosa. No hubo diferencia
estadistica entre la longitud de los ejes en medio con sacarosa (Sac) y el tratamiento

con glucosa mas AZD.

También se determindé el peso (Figura 20) utilizando una balanza analitica. A las 24,
48 y 72 h los ejes en medio sin fuente de carbono en presencia o ausencia del
inhibidor no tuvieron ganancia de peso. Durante las horas analizadas, los ejes en
un medio con glucosa ganaron la mayor cantidad de peso, en comparacion con los
demas tratamientos; en contraste, en un medio con glucosa mas inhibidor AZD-
8055 los ejes ganaron peso en menor proporcion. Estadisticamente no hubo
diferencia significativa a lo largo del tiempo analizado entre los tratamientos
sacarosa y glucosa mas inhibidor (G90+AZD). Los ejes en este ultimo tratamiento,
presentaron un comportamiento similar (en la longitud y peso) a los ejes embebidos
en medio con sacarosa, perdiéndose el efecto que provoca la glucosa de mayor

ganancia de peso y tamano.
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Figura 19. Efecto del inhibidor AZD-8055 en la longitud de ejes embrionarios. En
amortiguador de imbibicion sin algun azucar en presencia o ausencia de inhibidor (Bl y BI+AZD,
color naranja y gris, respectivamente). En glucosa (G90 mM, color amarillo). En presencia de
glucosa e inhibidor (G90 mM+AZD, color verde), en medio con sacarosa (Sac, color azul). A, B,
C y D indican diferencia significativa para ANOVA de una via y Tukey (P<0.05). Se utilizaron 15

ejes por tratamiento y por tiempo en cada réplica

M Sac
Peso

0.050 mBI
3 ¢ - D G90 mM
£ 0.030 A B D B B m
O
59 0.020 B GS0 mM+AZD
[o10)]

0.010

0.000

Tiempo de imbibicién (h)

Figura 20. Efecto del inhibidor AZD-8055 en el peso de ejes embrionarios. Las
abreviaciones y colores se mencionan anteriormente. A, B, C y D indican diferencia significativa
para ANOVA de una via y Tukey (P<0.05). Se utilizaron 15 ejes por tratamiento y por tiempo en
cada réplica. Se muestra el peso promedio de 45 unidades en cada Intervalo de tiempo.
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7.3 Tamano y numero de células en el RAM de ejes embrionarios de
maiz en presencia y ausencia de glucosa e inhibidor de TOR.

Anteriormente se encontrdé en nuestro grupo de investigacion que la glucosa afecta
la morfologia y organizacién celular, asi como el numero de células por unidad de
area en las regiones meristematicas (Lara-Nufez et al., 2017). Mediante cortes
histolégicos tefidos con safranina-verde rapido (tincion de nucleos y citoplasma
mas paredes secundarias, respectivamente) analizamos el efecto del inhibidor de
TOR en la morfologia, el tamafo y la organizacion celular, asi como el numero de
células por unidad de area en el RAM de los ejes embrionarios a las 24 h de
imbibicion.

En el tratamiento con sacarosa (Figura 21) la organizacion celular fue ordenada, las
células se aprecian delimitadas entre si, y tienden a ser rectangulares y alargadas
sagitalmente. En los ejes en amortiguador de imbibiciéon sin fuente de carbono en
presencia o ausencia de inhibidor (Bl y BI+AZD) la organizacion celular fue
desordenada. Ademas analizando las fotomicrografias, muestran que en presencia
de AZD-8055 las paredes celulares entre una célula y otra, no se aprecian definidas;
el tamafio celular en estos tratamientos fue mayor, 10 % comparado con el control
y 60 % con glucosa (Figura 22). Asi mismo, el numero de células por unidad de area
(Figura 23) para Bl y BI+AZD fue menor en comparacién con los otros tratamientos,

lo que indicaria menos densidad celular o menor proliferacion.

En los ejes embebidos con glucosa (G90 mM, Figura 21), se observd que la
organizacion celular fue ordenada; en comparacion con sacarosa, las células
tienden a ser compactas y no alargadas sagitalmente sino axialmente; el tamafio
celular (Figura 22) resulté un 60 % mas pequefio (respecto al tratamiento con
inhibidor) y como consecuencia el numero de células por unidad de area (Figura 23)
fue mayor, debido quizas a que hubo mayor proliferacion. Al analizar el tratamiento
con glucosa mas inhibidor (G90+AZD), las células perdieron su organizacion, las
paredes celulares no se aprecian definidas; el tamano celular fue un 45% mayor
(respecto al tratamiento sin inhibidor) y el numero por unidad de area fue menor,

comparado con el tratamiento con glucosa sin inhibidor. Esto denota que el efecto
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que provoca la glucosa en el tamafio, morfologia, organizacion y numero de células
por unidad de area se ha perdido al inhibir la actividad de TOR. No hubo diferencia
significativa en el tamafio y numero de células por unidad de area entre G90+AZD
y sacarosa. Interesantemente, en ambos tratamientos con inhibidor (BI+AZD y
G90+AZD), las paredes celulares no se apreciaron definidas, posiblemente esta
fisiologia sea resultado de un desequilibrio generalizado por la inhibicién de la
actividad de TOR.

ﬂ‘ s
& o5 S@m S% %M

G90 mM+AZD

Figura 21. Fotomicrografia, efecto del inhibidor AZD-8055 en la regién meristematica de
ejes embrionarios embebidos a las 24 h. Se muestra el patron celular de los ejes embebidos
en sacarosa (60 mM, control interno), amortiguador de imbibicion sin azucares (Bl),
amortiguador de imbibicion sin azucares + AZD-8055 30 pM (B+AZD), amortiguador de
imbibicion suplementado con glucosa 90 mM (G90 mM) y amortiguador de imbibicion
suplementado con glucosa 90 mM + AZD-8055 30 uM (G90 mM+AZD). Aumento 100x. Las
imagenes son representativas de 9 réplicas biolégicamente independientes de cada tiempo y
tratamiento. Las barras de escala indica 0.04 mm para todas las imagenes.
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Figura 22. Efecto del inhibidor en el tamafno celular en la regién meristematica de ejes
embebidos a las 24 h. Se muestra la media del tamafo celular mas error estandar medio
(EEM). Las abreviaciones y colores se mencionan anteriormente. A, B, C y D indican diferencia
significativa para ANOVA de una via y Tukey (P < 0.05). Se contabilizaron 2000 células por
tratamiento y réplica.
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Figura 23. Efecto del inhibidor en el nimero de células por unidad de area en la regién
meristematica de ejes embebidos a las 24 h. En el tratamiento con glucosa hubo un mayor
numero de células por unidad de area, debido a que hubo mayor tasa de proliferacion celular;
en los ejes en medio con glucosa mas inhibidor el niumero de células fue menor en comparacién
con el tratamiento anterior. Las abreviaciones y colores se mencionan anteriormente. A, By C
indican diferencia significativa para ANOVA de una via y Tukey (P < 0.05). Se midieron 2,000
células por tratamiento y réplica.
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7.4 Efecto de la glucosa e inhibidor AZD-8055 en la expresion del gen ZmTOR
y genes del ciclo celular.

7.4.1 Efecto de la glucosa e inhibidor de TOR (AZD-8055) en la expresion del

gen ZmTOR
Aunque ya se ha descrito la expresion del gen TOR en semillas de maiz germinadas
(Agredano-Moreno et al., 2007), no se conoce su patron de expresidon en ejes
embrionarios de maiz. Se analizé asi el patron de expresidn en ejes embebidos en
diferentes medios durante 6, 12 y 24 h (Figura 24), el cual fue diferencial entre los
tratamientos. Con glucosa la expresion del gen ZmTOR aumenta desde las 6 h en
comparacién con sacarosa y amortiguador de imbibicion sin fuente de carbono en
presencia o ausencia del inhibidor. Lo anterior podria indicar que la presencia y el
tipo de azucar estimulan diferencialmente la expresion del gen. Respecto al
tratamiento con glucosa mas inhibidor, no hubo diferencia significativa en la
expresion del gen ZmTOR en comparacion con solo glucosa, lo cual podria sugerir

que la actividad de ZmTOR no regula la propia expresién del gen.

A mOh
. ZmTOR
ac
8.0 mBI .
© BI+AZD {
5 6.0 G90 mM * *
g B G90 mM+AZD I I I
5 40 I I
7 I
v I I I
o 2.0 I
i T
0.0 .
0 6 12 24 6_12 24 6 12 24 6 12 24 6 12 24
B Tiempo imbibicién (h)
ZmTOR
(300pb)

Figura 24. Expresion del gen ZmTOR durante la germinacion de ejes embrionarios de maiz. A)
Densitometria en unidades relativas respecto a 0 h (n=3), las barras representan el EEM. Los
asteriscos indican diferencia significativa en la prueba de ANOVA y Tukey (P<0.05) entre los
tratamientos Sac, Bl y G90 mM. B) Patron de expresion del gen ZmTOR en ejes embebidos en
diferentes medios, los colores indican los medios de imbibiciéon: Azul marino, ejes embrionarios
secos; azul claro sacarosa 60 mM (Sac); naranja, amortiguador de imbibicion sin fuente de carbono
(BI); gris, Amortiguador de imbibicion sin fuente de carbono mas inhibidor de TOR AZD-8055 30 pM

55



(BI+AZD); amarillo, medio enriquecido con glucosa 90 mM (G90 mM); verde, medio enriquecido con
glucosa 90 mM mas mas inhibidor AZD-8055 30 uM (G90+AZD). Como control de expresion se utilizé
el gen 18S. Se presenta la imagen representativa de tres réplicas bioldgicas independientes.

7.4.2 Efecto de la glucosa e inhibidor de TOR (AZD-8055) en la
expresion del gen CYCD4;2

Al analizar el patron de expresion del gen CYCD4;2 (Figura 25), los niveles de
transcrito se estimulan desde las 6 h por la presencia de glucosa, respecto a los
otros tratamientos: sacarosa (control interno), amortiguador de imbibicion sin fuente
de carbono en presencia o ausencia de inhibidor AZD-8055. En presencia de
glucosa mas el inhibidor la expresion del gen CYCD4;2 disminuye significativamente
desde las 6 h, lo que sugiere que la actividad de TOR regula positivamente la
expresion de este gen, es decir, la expresidon del gen CYCD4,2 podria estar regulada

por la via Glucosa-ZmTOR.
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Figura 25. Expresion del gen ZmCYCD4;2 durante la germinacion de ejes embrionarios
de maiz. A) Densitometria en unidades relativas respecto a 0 h (n=3), las barras representan el
EEM. Los asteriscos indican diferencia estadisticamente significativa en la prueba de ANOVA y
Tukey (P<0.05) B) Patrén de expresion del gen ZmCYCD4;2 en ejes embebidos en diferentes
medios, los colores y abreviaciones son como en la Figura 21. Como control de expresién se
utilizé el gen 18S. Se muestra la imagen representativa de tres réplicas biolégicas
independientes.
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7.4.3 Efecto de la glucosa e inhibidor de TOR (AZD-8055) en la expresién
del gen ZmMCDKA1;1

Para el gen ZmCDKA1;1 (Figura 26), se observa un patrén de expresién diferencial
entre los tratamientos. Estadisticamente no hay diferencia en los niveles de
transcrito entre los tratamientos sacarosa y glucosa. En presencia de glucosa mas
inhibidor, la expresién de ZmCDKA1;1 aumenta significativamente desde las 6 h
respecto al tratamiento con glucosa sin AZD-8055. Lo anterior podria sugerir que la
actividad de ZmTOR esta regulando negativamente la expresion de ZmCDKA1;1,
este efecto, aunque en menor nivel, se observd también en el tratamiento con

amortiguador de inhibicion sin fuente de carbono en presencia de AZD-8055.
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Figura 26. Expresion del gen ZmCDKA1;1 durante la germinacion de ejes embrionarios
de maiz. A) Densitometria en unidades relativas respecto a 0 h (n=3), las barras representan el
EEM. Los asteriscos indican diferencia estadisticamente significativa en la prueba de ANOVA y
Tukey (P<0.05). B) Patron de expresion del gen ZmCDKA1;1 en ejes embebidos en diferentes
medios, los colores y abreviaciones se indican anteriormente. Como control de expresion se
utilizé el gen 18S. Se muestra la imagen representativa de tres réplicas bioldgicas
independientes.
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7.4.4 Efecto de la glucosa e inhibidor de TOR (AZD-8055) en la expresién
del gen ZmKRP3 durante la germinacién de ejes embrionarios de maiz.

Al analizar el patron de expresion del gen ZmKRP3 entre los tratamientos glucosa
y glucosa mas inhibidor, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el tratamiento con glucosa en ausencia o presencia del inhibidor
AZD-8055, lo que podria sugerir que el incremento de la expresién de ZmKRP3 por

glucosa es independiente de la actividad de ZmTOR.
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Figura 27. Expresion del gen ZmKRP3 durante la germinacion de ejes embrionarios de
maiz. A) Densitometria en unidades relativas respecto a 0 h (n=3), las barras representan el
EEM. Prueba de ANOVA y Tukey (P<0.05). B) Patron de expresion del gen ZmKRP3 en ejes
embebidos en diferentes medios, los colores y abreviaciones se indican anteriormente. Como
control de expresion se utilizo el gen 18S. Se muestra la imagen representativa de tres réplicas
bioldgicas independientes.
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7.5 Sintesis de novo de ADN en ejes embebidos en presencia y ausencia
de glucosa e inhibidor de TOR en las regiones meristematicas a las 24
h de germinacién.

Teniendo en cuenta primero que: la glucosa podria actuar como una sefal
mitogénica importante durante la germinacion (y postgerminacién) al aumentar el
numero de células por unidad de area y al promover la sintesis de ADN de novo
(Lara-Nunez et al., 2017), y segundo, especificamente la glucosa puede activar la
via TOR. Esta cinasa a su vez puede fosforilar directamente al factor de
transcripcion E2F, el cual puede iniciar la transcripcion de genes implicados en la
fase S del ciclo celular (Xiong et al., 2013). Por ello evaluamos el efecto del inhibidor
AZD-8055 en la sintesis de ADN de novo (como una estimacion indirecta de las
células en fase S). Para realizar esto, los ejes embrionarios se expusieron a EdU
(5-etinil-20-desoxiuridina), un analogo de timidina. La incorporacién del analogo
(Figura 28) se visualizé mediante microscopia confocal como manchas verdes
(Reaccion de Click-EdU) en un campo azul (nucleos tefidos con Hoechst 33,342).

Utilizando el programa ImagedJ se midio la incorporacion relativa de EAU (Tabla 4).

Tabla 4. Unidades relativas de Incorporacion (URI) de EdU en las zonas meristematicas de ejes
embrionarios de maiz embebidos durante 24 h (n=3). A, B, C y D indican diferencia
estadisticamente significativa en la prueba de ANOVA y Tukey (P<0.05).

Tratamiento URI de EdU
Sacarosa 1
Bl 0.51+0.094
Bl + AZD 30 uM 0.17 £ 0.04 B
G90 mM 235+0.21¢
G90 mM+AZD 30 uM 1.08+0.18P
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A las 24 h de imbibicidn, los ejes sin fuente de carbono en ausencia del inhibidor
(BI) mostraron pocos nucleos marcados con EdU (0.51); en presencia de AZD-8055
(BI+AZD) fue casi indetectable la incorporacion (0.17). Los ejes en medio con
glucosa presentaron mayor sefial de incorporacién de EdU (2.35) en comparacién
con los demas tratamientos, lo que confirma el papel de la glucosa como mitdgeno,
al aumentar la sintesis de ADN de novo. Para el caso con glucosa mas inhibidor
(G90+AZD), la incorporacion (1.08) fue menor en comparacion con su ausencia, lo
que sugeriria que el efecto mitogénico ocasionado por glucosa se ha perdido y la
inhibicién de la actividad de TOR esta afectando la sintesis de ADN de novo en las

zonas meristematicas del eje embrionario de maiz, a las 24 horas de imbibicién.

(Figura 28 se encuentra en la pagina siguiente)
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Hoechst Merge Campo claro

Figura 28. Efecto del AZD-8055 en la sintesis de ADN de novo en el RAM de ejes
embrionarios de maiz. Se muestra la incorporacion de EdU en ejes embebidos 24 h en sacarosa
(60 mM, control interno), amortiguador de imbibicion sin azucares (Bl), amortiguador de imbibicién
sin azucares + AZD-8055 30 uM (B+AZD), amortiguador de imbibicién suplementado con glucosa
90 mM (G90 mM) y amortiguador de imbibicién suplementado con glucosa 90 mM + AZD-8055
30 uM (G90 mM+AZD). Los nucleos se tifieron con Hoechst 33,342; la sintesis de ADN de novo
se visualizo a través de la incorporacion de EdU (5-etinil-20-desoxiuridina marcada con Alexa
Fluor 488). Aumento 40x para todas las imagenes.
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8. Discusion de resultados
8.1 Analisis in silico del gen ZmTOR

Mediante la técnica RACE 3°-5°, Agredano-Moreno et al., (2007), obtuvieron
experimentalmente el cDNA completo de TOR de maiz (ZmTOR). La secuencia de
cDNA que ellos deducen codifica 2464 aminoacidos con una masa molecular
predicha de 277 kDa. Es hasta el afio de 2009 cuando Schnable y colaboradores,
publican el genoma de maiz (B76). Durante todo este tiempo se desconocia la
estructura y ubicacion del gen ZmTOR en el genoma de maiz. Mediante el servidor
EnsemblPlants Release 39 y el software Genious versién 4.8.4, con base en la
secuencia de cDNA reportada para ZmTOR (Agredano-Moreno et al., 2007) se
determiné la ubicacién gendmica, asi como el tamafio del gen en pares de bases
(pb) y residuos de aminoacidos (a.a.) de la proteina que codifica para cada exén
(Tabla 2). Toda la secuencia (2,464 residuos de aminoacidos.) descrita por
Agredano-Moreno empaté en la busqueda TBLASTN con el genoma de maiz.
También se hizo la busqueda de posibles paralogos de ZmTOR en maiz, pero en el
genoma se encontrd un solo gen ubicado en el cromosoma 6 que codifica para la
cinasa TOR, descartando asi la existencia de posibles genes paralogos de TOR en

maiz.

Los inhibidores ATP-competitivos generalmente son pequefias moléculas sintéticas
cuyo blanco es el sitio catalitico de la enzima. Estos inhibidores interactuan con
residuos de aminoacidos dentro del dominio catalitico, impidiendo la actividad
mediante un cambio conformacional (Schenone et al., 2011). Se han identificado,
por medio de cristalografia, los residuos implicados con la uniéon de ATP (Walker et
al., 1999; Zask et al., 2009; Sturgill & Hall, 2009; Yang H et al., 2013) y con la
obtencién de co-cristales se han identificado los residuos implicados en la union de
ATP que interaccionan con los grupos funcionales de los inhibidores de mTOR
(Malagu et al., 2009; Walker et al., 2000; Knight et al., 2006; Zask et al., 2009; Sturgill
& Hall, 2009; Garcia-Martinez et al., 2009). Dentro de los residuos importantes que
interaccionan con el grupo morfolina de los inhibidores ATP-competitivos (derivados
de pirazolopirimidina y piridopirimidinas) se encuentra la Val2240, que forma una
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union critica con la region bisagra del sitio catalitico (Walker et al., 2000; Knight et
al, 2006). Sturgill & Hall (2009), basandose en su modelo construido de la regidn
cataliica de mTOR, realizaron estudios de acoplamiento molecular para los
farmacos Ku-0063794 (precursor del AZD-8055) y PP242, en los que se predijeron
los residuos de la region catalitica que interaccionan con los grupos funcionales de
la molécula, para el caso del inhibidor Ku-0063794 los residuos fueron Val2240,
GIn2161, Thr2164, Tyr2225, 11e2356 e 1e2237.

Los residuos implicados en la unién con el ATP reportados para la cinasa mTOR se
identificaron en la secuencia de ZmTOR, los 18 residuos analizados se encontraron
conservados en la secuencia de la cinasa de maiz (Figura 17, color morado).
Adicionalmente, cinco de los seis residuos de mTOR que interaccionan con el
inhibidor Ku-0063794 se encontraron conservados en maiz (Figura 17, color
naranja). Aunque no se ha descrito algun mecanismo de accion de los inhibidores
ATP-competitivos en plantas, tomando en cuenta la gran similitud de secuencias
(87%, Geneious 4.8.4) de los dominios cataliticos de mTOR y ZmTOR podrian
aplicarse las aseveraciones descritas acerca del mecanismo de accion de estos
farmacos en mamiferos para plantas, teniéndose asi un mecanismo de accion

farmacoldgico conservado entre ambas cinasas.

8.2 Efecto del inhibidor de TOR (AZD-8055) en la morfologia, longitud y
peso fresco en ejes embrionarios

Como ya se menciond, los azucares tienen efecto en casi todas las fases del ciclo
de vida de las plantas, se han reconocido como componentes duales: como
sustratos metabdlicos, donantes de carbono y energia, y también como moléculas
sefalizadoras, activando o inhibiendo procesos claves durante las etapas de vida
de las plantas (Gibson 2005; Rolland et al., 2006; Ramoén et al., 2008).

Al analizar el efecto del inhibidor AZD-8055 en los ejes embrionarios de maiz
embebidos en los tiempos estudiados, no se encontrdé diferencia morfoldgica

durante las primeras 24 h de imbibicion (Figura 18A), pero si hubo diferencia
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estadisticamente significativa en la longitud y peso fresco (Figura 19 y 20). A este
tiempo, los ejes en medio de imbibicidn sin azucar en presencia de AZD-8859
(BI+AZD) mostraron menor longitud respecto a los demas tratamientos (Figura 19),
incluso estos ejes se alargaron en menor proporcion en comparacion a los que se
encontraban sin fuente de carbono en ausencia del inhibidor (Bl). Curiosamente no
hubo diferencia en el peso entre estos dos tratamientos. Adicionalmente, a las 24 h
los ejes en medio de imbibicién suplementado con glucosa 90 mM (G90 mM)
presentaron mayor ganancia de peso (Figura 20) frente a los demas tratamientos.
Esto pudo deberse a una mayor proliferacion, en consecuencia, mayor numero de
células. En el tratamiento con glucosa mas inhibidor (G90+AZD), con respecto al
tratamiento con soélo glucosa, hubo menor ganancia de peso, pero no hubo
diferencia en la longitud. Lo anterior podria indicar que el inhibidor esta afectando
desde horas tempranas el crecimiento de los ejes embrionarios (ya sea en la division
o la elongacién) y, ademas, estos ultimos dependen de una fuente externa de

carbono metabolizable y de la actividad de TOR para sostener su crecimiento.

Es alas 48 y 72 h en que las diferencias tanto en morfologia, longitud y peso son
mas contrastantes. Durante estas horas, los ejes sin fuente de carbono en ausencia
y presencia del inhibidor son incapaces de alargarse y ganar peso. Los ejes en
medio con sacarosa (control interno) se alargan y ganan biomasa. A diferencia de
los otros tratamientos, con glucosa tienden a alargarse mas y tener mayor ganancia
de peso, esto debido a que hubo mayor proliferacién celular, ademas los ejes
presentan una morfologia enrollada (fenédmeno ya reportado por Lara Nunez et al.,
2017). Se ha demostrado que en A. thaliana la glucosa no solo controla el
crecimiento y desarrollo de la raiz, también puede modular la direccion del
crecimiento de la misma a través de la modulacién de la via de respuesta a auxinas
y brasinosteroides (Mishra et al., 2009; Singh et al., 2014). Posiblemente en maiz,

el efecto de enrollamiento en la morfologia se deba a este mismo fenémeno.

En presencia de glucosa mas inhibidor, el efecto del azucar se perdio; los ejes se
alargaron en menor proporcion y tuvieron menor ganancia de peso. Lo anterior

podria sugerirnos que la inhibicién de la actividad de la cinasa afecto el metabolismo
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y crecimiento en los ejes embrionarios de maiz. TOR se ha descrito como un
regulador maestro que integra la sefializacién de nutrientes y energia con otras
sefales ambientales para coordinar la proliferacion, crecimiento, desarrollo y
supervivencia (Baena-Gonzalez & Sheen, 2007; Laplante et al., 2012). En A.
thaliana se ha demostrado que la glucosa es capaz de activar la via de la cinasa y
que esta sefalizacion Glucosa-TOR regula positivamente genes involucrados en el
metabolismo central (Xiong et al., 2013). Las mutantes con pérdida de funcion de
TOR dejan de crecer en una etapa temprana del desarrollo del embridn, lo que
indica que la actividad de esta proteina es esencial para el crecimiento de las
plantas (Menand et al., 2002). En plantas se ha probado el farmaco AZD-8055, este
compuesto provoca la inhibicion del crecimiento de la raiz primara y érganos aéreos
(Montané & Menand, 2013).

Ademas, la sefalizacion por glucosa también se afectd pues los ejes no presentaron
la morfologia enrollada que ocasiona el azucar. En la literatura existen varios
informes sobre la interaccion entre azucares y auxinas, se ha visto una serie de
respuestas comunes que estan reguladas por estas dos moléculas (Yuan et al.,
2013; Arenas-Huertero et al., 2000; Dekkers et al., 2008). Existe evidencia que
demuestra que TOR actua (downstream) como un factor esencial para la
transduccion de sefiales de auxinas en Arabidopsis (Schepetilnikov et al., 2013;
Dong et al., 2015; Deng et al., 2016). Posiblemente en maiz, la morfologia de
enrollamiento resultada de la sefalizacion generada por la glucosa en conjunto con

las hormonas, sea afectada por la inhibicion de la cinasa TOR.

Lara Nunez y colaboradores (2017) demostraron que a los 7 dias de imbibicion los
ejes embrionarios de maiz son capaces de seguir respondiendo a glucosa,
mantuvieron la morfologia enrollada y ademas presentaron la formacion de
estructuras tipo callo en las raices seminales y adventicias, sugiriendo asi, que la
glucosa es un agente mitogénico importante durante la germinacion vy
postgerminacion. Caso contrario a lo reportado en A. thaliana, en la que la glucosa
a los 7 dias de exposicion presentd un efecto negativo, retrasandose la germinacion

de las semillas y desarrollo temprano de las plantulas (Arenas-Huertero et al., 2000;
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Gibson, 2005). Ya se ha mencionado que TOR es un regulador maestro que
coordina con diversas sefales la proliferacion, crecimiento y desarrollo de los
organismos. Analizamos el efecto del inhibidor AZD-8055 en ejes embrionarios a
los 7 dias de imbibicidén (post-germinacion, Figura 18B). Los ejes con glucosa se
alargaron mas respecto a los demas tratamientos y conservaron la morfologia
enrollada. Curiosamente, los ejes en presencia de glucosa mas AZD-8055 crecieron
en menor proporcién y no presentaron la morfologia retorcida, lo anterior podria
indicarnos que el papel de la glucosa como sefalizador (pero no como fuente de
carbono) se ha perdido debido a la inhibicion de la actividad de TOR. Los ejes sin

fuente de carbono en ausencia o presencia de inhibidor fueron incapaces de crecer.

8.3 Efecto del inhibidor de TOR en el tamafio, numero de células por
unidad de area y sintesis de novo de ADN en ejes embrionarios
embebidos durante 24 h.

En las plantas, la divisidn celular se lleva a cabo en los meristemos. En Arabidopsis,
se ha propuesto que la senalizacion Glucosa-TOR controla la transcripcidn de genes
de fase Sy el ciclo celular para promover la activacion y crecimiento del meristemo
radicular. La presencia de glucosa desencadena la proliferacion celular en el RAM,
lo cual depende de la energia producida en la mitocondria y de la actividad de la
cinasa TOR, ya que las plantas con mitocondrias bloqueadas o deficientes en TOR
son incapaces de llevar a cabo la entrada al ciclo celular (Xiong et al., 2013).
Anteriormente se demostré que en maiz la glucosa actua como un agente
mitogénico modificando el tamafio y numero de células por unidad de area en las
regiones meristematicas del eje embrionario (Lara-Nufez et al., 2017). Teniendo en
cuenta lo anterior, se analizé a nivel celular y molecular el efecto del inhibidor AZD-
8055 en las regiones meristematicas radiculares del eje embrionario de maiz a las
24 h de imbibicién.

A nivel celular, mediante cortes histolégicos tefiidos con safranina-verde rapido, se
analizo la organizacion y tamano celular (Figura 22 y Figura 22, respectivamente),
asi como el nimero de células por unidad de area (100 ym?) en las regiones

66



meristematicas radiculares (Figura 23). En el tratamiento con glucosa, las células
presentaron una morfologia compactada, la organizacion celular fue desordena vy
las células fueron pequefias. Ademas, hubo mayor cantidad por unidad de area,
respecto a los demas tratamientos, posiblemente debido a que hubo mayor
proliferacion. En el caso del inhibidor mas glucosa; las células fueron desordenadas,
el tamafo celular fue mayor (en comparacién con ausencia del inhibidor) y, por
ende, el numero de células por unidad de area fue menor. Montané & Menand, en
2013 reportaron que en la raiz primaria de A. thaliana, el inhibidor AZD-8055 acorta
el tamafo de la zona meristematica, al reducirse el numero de células. Los
resultados sugieren que, en maiz, la sefializacién Glucosa-TOR esta relacionada

con la proliferacién celular (numero de células) y con el programa morfogenético.

Curiosamente, en el tratamiento con sacarosa, las células fueron mas alargadas y
hubo un acomodo celular mas ordenado, y el numero de células por unidad de area
fue menor, en comparacioén con glucosa. Lo anterior sugiere que maiz es capaz de
responder diferencialmente a dos azucares, y que el programa morfogenético y

organizacion celular es diferente dependiendo del azucar presente en el medio.

Anteriormente, Lara-Nufiez et al., 2017, mediante un ensayo con EdU (5-etinil-20-
desoxiuridina), un analogo de la timidina (que se incorpora en el ADN durante su
sintesis activa) demostraron que en las regiones meristematicas de maiz la sintesis
de novo de ADN aumenta en presencia de glucosa. Teniendo la hipotesis de que la
glucosa activa la via TOR y ésta funciona como un factor mitogénico al aumentar el
numero de células por unidad de area en el RAM, se evaluo el efecto del inhibidor
AZD-8055 en la sintesis de novo de ADN en las regiones meristematica radiculares
a las 24 h de imbibicion. En A. thaliana, se ha reportado que la activacion de TOR
por la sefializacion generada por la glucosa, controla la activacion de los meristemos

radiculares y la entrada a fase S (Xiong et al., 2013).

La sintesis de ADN de novo se visualiz6 mediante microscopia confocal realizando
una reaccion de Click catalizada por el cobre entre un alquino presente en el EdU y
una azida que se encuentra en el colorante Alexa Flour para formar un triazol.

Donde hubo incorporacion de EdU se visualizaron manchas verdes en un campo
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azul (los nucleos fueron tenidos con Hoechst 333,42). Mediante densitometria
utilizando el programa ImagedJ, se obtuvo la incorporacion relativa de EdU (Tabla 4).
En la Figura 28 se muestran las imagenes de la incorporacion de EdU en la zona
meristematica radicular del eje embrionario a las 24 h de imbibicion. En medio con
glucosa la sintesis de novo de ADN fue mas evidente (2.35 URI mayor, respecto al
control) en comparacion con los demas tratamientos. En el caso del inhibidor mas
glucosa, la sintesis de ADN de novo disminuy6 casi un 50% en comparacion al
tratamiento sin inhibidor. En ausencia de glucosa las células mostraron poca
incorporacion de EdU (0.51 URI), en presencia del inhibidor sin azucar, la
incorporacion de EdU fue mucho menor en comparacion al tratamiento anterior.
Utilizando el marcador mitético CYCB1;1: GUS, Montané & Menand, 2013,
reportaron que en la raiz primaria de A. thaliana el inhibidor AZD-8055 reduce la
capacidad de proliferacion celular. Los resultados anteriores sugieren que, en maiz,
la sefalizacién Glucosa-TOR esta implicada en la sintesis de novo de ADN, la
glucosa actua bajo la via TOR como un agente mitogénico al promover la

proliferacion celular en el RAM.

8.4 Efecto del inhibidor de TOR en la expresiéon de genes del ciclo
celular y del gen ZmTOR.

Alo largo de los afos, se ha encontrado que una gran cantidad de genes de plantas
estan regulados transcripcionalmente por la sefalizacion de azucares, incluidos los
genes implicados en la fotosintesis, el metabolismo de carbono y nitrogeno, el ciclo

celular, las respuestas a estrés y el metabolismo secundario (Sheen, 1990; 1999).

En A. thaliana, especificamente la senalizacion Glucosa-TOR orquesta rapidamente
la reprogramacion transcriptomica, regulando positivamente mas de 1300 genes,
dentro de los cuales se hallaron 105 involucrados en el ciclo celular (CYCDs, CYCAs
y CDKB1,2) y sintesis de ADN, y 100 involucrados con la transcripcion, sintesis y
procesamiento de RNA. Ademas, la expresion de genes que son acivados por
glucosa, se superponen con la expresion de los genes diana del factor de

transcripcion E2F (Xiong et al., 2013). Ya se menciono que la presencia de glucosa,
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via TOR, desencadena la proliferacién celular en los meristemos de raiz, siendo el
factor E2F un blanco de la cinasa TOR, cuya fosforilacién por la sefializacién por la
via Glucosa-TOR es un paso clave para la entrada a la fase S del ciclo celular (Xiong
et al., 2013). En maiz, se ha reportado que la glucosa altera diferencialmente la
expresion de marcadores clave del ciclo celular, entre ellos CDKAs, CYCDs y KRP3
(Lara Nufiez, et al., 2017). Teniendo en cuenta lo anterior, se analizo el efecto del
inhibidor AZD-8055 en la expresion del gen ZmTOR y genes implicados en el ciclo

celular, cuya expresion se vio previamente incrementada en presencia de glucosa.

No se encontro diferencia significativa en la expresion del gen ZmTOR (Figura 24)
en presencia de glucosa, y ausencia o presencia del inhibidor AZD-8055. Lo anterior
sugiere que TOR no es capaz de regular su propia expresion. Curiosamente hubo
diferencia estadisticamente significativa en la expresién del gen ZmTOR entre el
tratamiento con sacarosa y glucosa, viéndose incrementada en este ultimo azucar.
Lo que podria sugerirnos una regulacién diferencial del gen ZmTOR y de los
procesos de proliferacion y diferenciacién celular por azucares, viéndose
incrementada la expresion de este gen con glucosa, favoreciendo la proliferacién

celular.

Al analizar el patrén de expresion del gen ZmCYCD4,2 (Figura 25), los niveles de
transcrito se incrementan desde las 6 h, respecto a los otros tratamientos, teniendo
un pico maximo a las 24 h (resultado similar al reportado por Lara-Nunez, et al.,
2017). En presencia del inhibidor, la expresion del gen disminuye significativamente
desde las 6 h de imbibicion, lo que sugiere que la actividad de TOR regula
positivamente la expresion de este gen, es decir, la expresiéon del gen ZmCYCD4;2
esta regulada por la via de sefalizacion Glucosa-TOR. En un analisis de
transcriptoma en A. thaliana, se demostré que la sefializacion por glucosa via TOR
es capaz de activar genes del ciclo celular, entre ellos los de la familia de CYCDs
(Xiong et al., 2013). Posiblemente esta regulacion transcriptomica por la via de

senalizacion Glucosa-TOR esta conservada en maiz.

Para el caso del gen ZmCDKA1;1, se observé un patrén de expresiéon diferencial
entre los tratamientos (Figura 26). Al analizar la expresion de este gen en medio con
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glucosa versus glucosa mas el inhibidor, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre los tiempos de analisis 6 hy 12 h. En presencia del inhibidor AZD-
8055, la expresion del gen ZmCDKA1;1 aumenta de manera considerable respecto
al tratamiento con glucosa sin inhibidor. De manera similar, en ausencia de fuente
de carbono y presencia del inhibidor, la expresion del gen aumenta. Lo anterior
sugiere que la actividad de ZmTOR esta regulando negativamente la expresién del
gen ZmCDKA1;1 en los tiempos tempranos de imbibicion. Recientemente se reportd
que la cinasa TOR puede fosforilar al factor de transcripcién E2F, quien a su vez
activa la expresion de genes necesarios en la transicion G1/S (Xiong et al., 2013),
funcién ampliamente descrita para complejos CYCDs/CDKAs (Magyar et al., 2013;
Inzé & De Veylder, 2006). En este trabajo, observamos que la presencia de AZD-
8055, un inhibidor especifico de la cinasa ZmTOR, provocd un incremento de la
expresion del gen ZmCDKA1;1, sugiriendo que la baja actividad de ZmTOR provoca
un desequilibrio celular y el incremento de la expresion del gen ZmCDKA1;1 puede
ser un mecanismo de compensacién celular para mantener complejos de cinasas
activas. Tampoco se puede descartar si ambas cinasas tienen sustratos comunes,

lo cual podria ocurrir y seria importante estudiar.

Anteriomente, Lara-Nufiez et al., (2017) describieron que la expresién del gen
ZmKRP3 fue indicida desde las 12 h por glucosa. Se analiz6 el efecto del AZD-8055
en la expresion del gen ZmKRP3 (Figura 27). Aunque la expresion del gen se indujo
en presencia de glucosa y ausencia o presencia del inhibidor, no hubo diferencia
significativa entre los tratamientos, sugiriendo que la regulacion transcripcional del
gen ZmKRP3 por glucosa es independiente de la actividad de TOR. Molnar y
colaboradores en 2014 demostraron que la inhibicion de la via mTOR por
rapamicina no tuvo un efecto negativo en la expresion de p21 (un analogo funcional
de KRP3), lo cual podria sugerirnos que no hay una interconexion entre la via TOR

y los inhibidores de CDKs, en este caso KRP3.
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9. Conclusiones

La inhibicién de la actividad de la cinasa TOR provoco una alteracién en la expresion
de genes implicados en el ciclo celular. La expresion del gen ZmCYCD4,;2 es
regulada por la via Glucosa-TOR, mientras que la actividad de TOR podria estar

regulando negativamente la expresion de ZmCDKA1;1.
La expresion del gen ZmTOR no esta regulada por la propia actividad de TOR.

La expresion del ZmKRP3 es estimulada por glucosa vy la regulacién del gen es

independiente de la actividad de TOR.

La inhibicién de la actividad de la cinasa TOR provocd una alteracion en el
metabolismo y crecimiento de ejes embrionario de maiz en germinacion alas 72 h
de imbibicion.

La inhibicién de la actividad de TOR sugiere la pérdida de la senalizacion por

glucosa, en los ejes embrionarios embebidos a las 72 h y 7 dias.

La via de sefalizacién Glucosa-TOR podria estar relacionada con la morfogénesis
y organizacion celular. Ademas la inhibicion de esta via afecté la proliferacion
celular, al disminuir el numero de células por unidad de area y la sintesis de ADN

de novo en las zonas meristematicas radiculares.

10. Prespectivas

Analizar la expresion de los genes ZmTOR, CYCD4,;2, CDKA1;1Y KRP3 mediante
gRT-PCR.

Estudiar la influencia de la via Glucosa-TOR en el patron de las proteinas ZmTOR,
CYCD4;2 Y KRP;3.

Demostrar la fosforilacion del factor de transcripcion ZmE2F por ZmTOR.

Estudiar la influencia de la via Glucosa-TOR en genes de fase M (ZmCYCB2;1y
ZmCYCB1:2).
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