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Resumen

La germinacion es un proceso vital que permite el establecimiento de una planta.
Comienza con la entrada de agua a una semilla madura, lo que permite el despertar
metabdlico de sus células, y termina con la primera ronda exitosa de division celular.
Una germinacién exitosa esta estrechamente relacionada con el ciclo celular, que
es un proceso molecular cuya progresion es unidireccional y estd altamente
regulada, y que tiene como finalidad la formacion de dos células hijas genéticamente
idénticas. Existe una gran variedad de factores que regulan la progresion del ciclo
celular a diferentes niveles, y formando parte de algunas de estas redes de
regulacidn se encuentra la cinasa maestra Target of Rapamycin (TOR).

TOR, a través de la fosforilacion de una gran variedad de blancos moleculares,
interconecta las sefales medioambientales con el metabolismo de las células. Se
ha demostrado que TOR esta conservada en plantas como un Unico complejo
TORC1 y que juega un papel importante en todas sus etapas de desarrollo, desde
la germinacion hasta la senescencia. También se sabe que, en general, esta cinasa
es activada por la presencia de nutrientes y factores de crecimiento, e inhibida por
estrés y falta de energia. En este sentido, se ha encontrado evidencia que muestra
la importancia de la glucosa como sefalizador de la via TOR. En Arabidopsis
thaliana, a través del uso de inhibidores especificos de TOR como el AZD8055
(AZD), se ha encontrado que la sefalizacion por glucosa-TOR favorece el
crecimiento de las raices y la expresion de genes implicados en la fase S del ciclo
celular, lo que sugiere una alteracion en la temporalidad del ciclo celular. Sin
embargo, en maiz existen pocos estudios enfocados al efecto de TOR sobre el ciclo

celular durante la germinacion.

Este proyecto se cred con el objetivo de analizar la influencia de la via glucosa-TOR
en el contenido y la sintesis de novo de DNA durante la germinacion de maiz, como
medida de su efecto en la temporalidad del ciclo celular, y, después de estandarizar
las metodologias necesarias para el analisis por citometria de flujo, se encontré que
la via glucosa-TOR promueve gue un mayor nimero de células del meristemo apical

de la raiz proliferen, pero no afecta la temporalidad del ciclo celular.



1. Introduccidn
1.1 El maiz

El maiz es la especie mas importante de México. Desde su domesticacion, hace
miles de afios, proporcioné a los grupos humanos cantidades de alimento aptas
para el desarrollo y el establecimiento de las culturas mesoamericanas puesto que
del maiz derivaron gran parte de las caracteristicas econdmicas, sociales y
religiosas de los pueblos que se asentaron en esta region del continente. Hoy en
dia sigue siendo el principal alimento de los mexicanos y ocupa cerca de la mitad

de la superficie cultivada del pais (Vela, 2019).

Reino — Plantae — Plantas
Subreino — Tracheobionta — Plantas vasculares
Superdivision — Spermatophyta — Plantas con semilla
Division — Magnoliophyta — Plantas con flores
Clase — Liliopsida — Plantas monocotileddneas
Subclase — Commelinidae
Orden — Cyperales
Familia — Poaceae — Gramineas
Género — Zea

Especie — Zea mays

Figura 1. Clasificacion taxonémica del maiz.

El maiz (Zea mays) es una planta anual, monocotiledonea y diploide. Es una
graminea perteneciente a la familia Poaceae (Figura 1), cuyo origen se remonta a
hace 55-70 millones de afios en la region que luego se conoceria como
Mesoameérica. No existe un ancestro directo del maiz, sin embargo, su pariente mas
cercano es el teosinte (Figura 2) (Scott & Emery, 2016). Debido a que el maiz sélo
se conoce como especie cultivada, mientras el teosinte es una especie silvestre, el

consenso general es que el maiz es una forma domesticada del teosinte y que sus



diferencias morfologicas son el resultado de la seleccion humana a lo largo del

proceso de domesticacion (Doebley, 2004).

Hoy en dia, el maiz es el cultivo mas importante del planeta; no solo es utilizado
como fuente de alimento, tanto para humanos como para ganado, sino también es
indispensable para la produccion de diversos productos industriales tales como
plasticos biodegradables, adhesivos y biocombustibles, entre muchas otras cosas
(Scott & Emery, 2016). Ademas, tiene un valor agregado como modelo botanico por
excelencia para el estudio de temas tan diversos como la domesticacion de plantas,
evolucion del genoma, fisiologia del desarrollo, epigenética, resistencia a plagas,
heterosis, genética cuantitativa y genémica comparativa (Strable & Scanlon, 2009).

Hordeum vulgare (cebada)

Aegilops spp.

Y Triticum monococcum

— Festuca spp.

Oryza sativa (arroz)
—[ Zea luxurians (teosinte)
Zea mays (maiz)

Tripscaum dactyloides

Sorghum bicolor (sorgo)

Pennisetum spp.

Figura 2. Arbol filogenético de gramineas diploides. Modificado de (Scott & Emery, 2016).

1.2 La semilla de maiz

El grano maduro de maiz (caridpside) esta formado por tres estructuras principales:

el pericarpio, el endospermo y el embrién (Figura 3). El pericarpio es la capa mas



externa del grano, es rigido y transparente, y contiene al endospermo y al embrion;
esta estructura proviene de la pared celular ovarica y por lo tanto es genéticamente
idéntica al ancestro materno. Por otro lado, el endospermo y el embrién contienen
material genético tanto del ancestro materno como del paterno y representan la
siguiente generacion. El endospermo contribuye aproximadamente con el 85% del
peso del grano, y es la fuente de alimento del embrién durante varios dias después
de la germinaciéon gracias a que esta compuesto principalmente de granos de
almidon y cuerpos proteicos (Vincent, 2012). Finalmente, en el embrion se
encuentran las células meristematicas (altamente proliferativas) que daran lugar a

las estructuras de la planta adulta.

Endospermo

Coleoptilo
" m
Plumula 3
=i
Radicula 9.
Cofia

o~ Pericarpio

Pedicelo

Figura 3. Anatomia general de la semilla de maiz. Modificado de (Belfield & Brown, 2008).



El embrion se organiza en dos tejidos bien definidos: el escutelo y el eje embrionario.
El escutelo permite digerir y absorber al endospermo durante el crecimiento del
embrion. Por otro lado, el eje embrionario estd conformado de manera muy general,
por la raiz primaria (radicula) en su extremo basal y por el brote en su extremo apical
(Figura 4). En la radicula se encuentra el meristemo apical de la raiz (RAM), que es
una zona de division celular que contiene células en constante proliferacion que son
empujadas continuamente hacia una zona de elongacién en la que dejan de
dividirse y comienzan a aumentar su tamafio rapidamente (Bizet et al., 2015). Las
células presentes en el RAM daran lugar a la raiz principal y son de suma
importancia en el estudio del ciclo celular durante la germinacién porque son las

primeras células que comienzan a dividirse.

A ~— Coleoptilo

ﬂ@‘ Plimula

= SAM

, Brote
‘""'f — 1 Mesocotilo
[

E
e . . i ,
! = — Primordio Raiz
\ 7 Seminal

~y Radicula

)}" — [RAM|

Figura 4. Anatomia del eje embrionario de maiz. Modificado de (Romero-Sanchez, 2019).



Por otro lado, el brote contiene al coledptilo, que sirve como cubierta protectora de
la plumula y es lo primero que protruye de la tierra. La plimula es la parte del brote
que se extenderd por encima del coledptilo y en la cual hay de cuatro a cinco
pequefias hojas. En el brote también esta presente el mesocotilo, estructura que
crece rapidamente durante la germinacion y que permite que el coledptilo y las hojas
que contiene emerjan de la tierra (Vincent, 2012). Por ultimo, en el brote también se
encuentran el meristemo apical del brote (SAM), que presenta una poblacion de
células embrionarias pluripotenciales que formaran todos los 6érganos aéreos de la
planta (Leiboff et al., 2015), y el meristemo del primordio que dara origen a las raices

seminales.

1.3 La germinacion

El papel esencial de una semilla es producir descendencia y asegurar la
supervivencia de la especie. Es por ello que, a lo largo de la evolucion, las plantas
han ideado estrategias para asegurarse la germinacion exitosa de las semillas
(Nonogaki, 2014). Por definicion, la germinacién de una semilla comienza con la
toma de agua y termina con la protrusion del embrién a través de las estructuras
que lo rodean (Nonogaki et al., 2010). Desde un punto de vista molecular, adoptado
en el grupo de trabajo, la germinacion involucra el despertar metabdlico de la semilla
y la reanudacién de sus procesos de desarrollo, culmina cuando las células en este
estado metabdlicamente activo terminan exitosamente la primera ronda de division

celular (Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003).

Durante la germinacion la semilla debe recuperarse rapidamente de la desecacion
sufrida en el proceso de maduracion de la semilla, reestablecer su metabolismo,
completar eventos celulares esenciales para permitir la protrusion del embrién y
prepararse para el subsecuente crecimiento de la plantula. Un esquema muy util
para representar estos procesos es el curso temporal de toma de agua de la semilla
(Figura 5) (Nonogaki et al., 2010).
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Germinacién Postgerminacion

Fase 2 l Fase 3

Fase 1

Movilizacién de
reservas

Division celular
Replicacion del DNA /

Transcripcion y traduccién de nuevos mRNA

Elongacién

mRNA alfiacenados :
radicular

Contenido de agua en la semilla

Reparacion del DNA

idratacion de
membranas

Respiracién, reparacién mitocondrial y multiplicacion

Tiempo (h)

Figura 5. Curso temporal de toma de agua de la semilla durante la germinacion. Modificado de
(Nonogaki et al., 2010).

En una primera fase, se presenta una rapida toma de agua que permite la
hidratacion de las membranas celulares y el inicio de la reparacion de diversos
componentes celulares y del DNA dafiados por el estrés producido durante el
proceso de desecacion de la semilla. Ademas, en esta primera etapa también se
degradan o traducen RNA mensajeros (MRNA) almacenados en la semilla seca. La
siguiente fase se caracteriza por una toma de agua limitada que provoca que el
contenido de agua se mantenga constante. Durante esta etapa los procesos de
reparacion iniciados en la primera fase continuaran, y comenzara la transcripcion y
traduccion de mRNA de novo. Es en esta fase cuando comienza y termina la
replicacion del DNA, lo que permite la division celular hacia el final de la etapa,
marcando el fin de la germinacion. La tercera fase se considera post-germinativa y
en ella se presenta otra rapida toma de agua. En esta Ultima etapa se movilizan las
reservas de carbohidratos desde los tejidos de almacenamiento hacia el eje

embrionario y comienza la elongacion de la radicula (Nonogaki et al., 2010).
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Germinacion de maiz
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Figura 6. Temporalidad del ciclo celular en maiz.

En el caso particular del maiz, se ha observado que las células entran en la fase S
aproximadamente 14 h después del inicio de la imbibicion y que las primeras figuras
mitéticas se pueden observar a partir de las primeras 28 h (Figura 6) (Baiza et al.,
1989).

1.4 El ciclo celular

Un proceso estrechamente relacionado con la proliferacion celular y el crecimiento
de cualquier ser vivo, es el ciclo celular, por lo cual su estudio en la germinacién de

las plantas es de vital importancia.

El ciclo celular es una serie de eventos moleculares unidireccionales, altamente
regulados, cuyo propésito es la formacion de dos células hijas con genomas

idénticos.

Los procesos implicados en el ciclo celular se dividen en dos etapas: la interfase,
conformada a su vez por las fases G1, G2 y S, y la mitosis, divida en profase,
metafase, anafase y telofase (Figura 7). En la fase G1 (Gapl) la célula percibe las
condiciones nutricionales y medioambientales en las que se encuentra, crece hasta
un tamafo apropiado para la divisién celular y decide si es capaz de llevar a cabo
la ronda de division celular. Si las condiciones son adecuadas, la célula prosigue a

la fase S, en la que ocurre la duplicacion de su genoma. En la fase G2 (Gap2) se

12



verifica que la duplicacion del material genético se haya realizado completamente y
sin errores, y es en este punto cuando la célula se prepara para la division celular
(Garza-Aguilar et al., 2014; Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003). La mitosis comienza
con la profase, etapa en la que se condensa la cromatina para formar los
cromosomas (unién de dos cromatidas hermanas), y ocurre tanto la ruptura de la
envoltura celular como el inicio del ensamblaje del huso mitético. Durante la
metafase los cromosomas migran y se alinean en el plano ecuatorial de la célula
guiados por el huso mitético. En la anafase, una vez alineados correctamente los
cromosomas, las cromatidas hermanas se separan y migran hacia polos opuestos.
Finalmente, durante la telofase una nueva envoltura nuclear se forma alrededor de
cada conjunto de cromosomas, los cuales a su vez se descondensan. La formacién
de las dos células hijas se completa gracias a la citocinesis, proceso por el cual se
divide el citoplasma formando dos células, cada una con un ndcleo con material

genético idéntico (Garza-Aguilar et al., 2014; Klug et al., 2012).

G1 Fase S
/

Interfase

— G2

| Mitosis |

Células que no /
se dividen
G1 - Profase

" Telofase . I\‘- Prometafase
/

Anafase Metafase

Figura 7. Esquema general de las fases del ciclo celular (Klug et al., 2012).
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1.5 Regulacion del ciclo celular

Debido a que las plantas forman sus tejidos apilando células como bloques de
construccion, se requiere un control espacio-temporal altamente optimizado de la
divisibn y la expansién celular para llevar a cabo de manera correcta la

morfogénesis y diferenciacion de cada drgano.

En los eucariontes, las cinasas dependientes de ciclinas (CDK) son los reguladores
centrales del ciclo celular. La progresion unidireccional del ciclo celular es
establecida por la actividad periddica de las CDK, que es mayor generalmente en
las transiciones G1/S y G2/M, y que esta directamente asociada con la fosforilacion
de una gran variedad de proteinas, lo que finalmente promueve el inicio de la
replicacion del DNA y de la mitosis, respectivamente. En este sentido, la
modificacién de la actividad de las CDK, a través de control transcripcional,
interacciones proteina-proteina, modificaciones postraduccionales o degradacion
proteica, es el punto central de la regulacion del ciclo celular. En plantas se han
identificado ocho tipos de CDK (CDKA a CDKG y CDK-like cinasas), pero solo
CDKA y CDKB regulan directamente el ciclo celular (Inagaki & Umeda, 2011).

La actividad de estas CDKs esta regulada especialmente por su interaccién con
ciclinas (Cyc) y otras proteinas que pueden funcionar como inhibidores o
activadores (Figura 8). Las ciclinas, que se expresan especificamente en
determinadas fases del ciclo celular, activan a las CDK interactuando directamente
con ellas, y se ha establecido que la progresion a través del ciclo esta controlada
por la formacién de diferentes complejos Cyc/CDK. Mientras que los complejos de
las CDKA se encuentran presentes durante la fase S y las transiciones G1/S y G2/M,
los complejos de las CDKB funcionan principalmente en G2/M. En el caso de las
ciclinas, las ciclinas D (CycD) controlan G1/S, las CycA lafase Sy G2/M, y las CycB
controlan G2/M vy las transiciones en las fases de la mitosis (Dante et al., 2014).
Ademas de las ciclinas, otro tipo de proteinas conocidas como subunidad regulatoria
de CDK (CKS) regulan la actividad de las CDK al favorecer la interaccion entre los
complejos de CDK vy sus distintos sustratos.
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Figura 8. Representacion de los complejos heterodiméricos que regulan el ciclo celular. Modificado
de (Dewitte & Murray, 2003).

En contraste a las ciclinas, los inhibidores de CDK (ICK) regulan negativamente la
actividad de las CDKs al unirse directamente con ellas o con las ciclinas e impedir
su interaccion (Inagaki & Umeda, 2011). Debido a su limitada homologia con la
familia Kip/Cip de inhibidores de CDK de mamiferos, en plantas reciben el nombre
de proteinas relacionadas a Kip (KRP). La funcién inhibitoria de las KRP esta
intimamente relacionada con el retraso en la progresion del ciclo celular y con
procesos de endorreduplicacion, en los cuales la célula duplica su material genético,

pero no lleva a cabo la divisién celular.

Finalmente, la actividad de las CDKs también puede ser regulada a través de
fosforilaciones activadoras e inhibitorias. Las cinasas activadoras de CDK (CAK)
fosforilan un residuo de treonina presente en el bucle-T (T-loop) de las CDK, este
bucle es una region conservada en las CDKs que restringe el acceso del sustrato y
el ATP a su sitio catalitico, y requiere de la fosforilacion de la treonina-160 para
cambiar su conformacién y permitir que la cinasa fosforile a sus blancos
moleculares. En plantas se han identificado dos tipos de CAK: CDKD y CDKF. Por
el contrario, la cinasa WEEL1 inhibe la actividad de las CDK al fosforilar los residuos
de treonina-14 y tirosina-15 presentes en el amino terminal de las CDKs. En
levaduras y mamiferos la fosfatasa CDC25 es la responsable de eliminar estas
fosforilaciones inhibitorias y por lo tanto activar a las CDK. Sin embargo, en plantas
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no se ha encontrado un homologo directo de esta proteina, aunque no se descarta

la presencia de un equivalente funcional (Dewitte & Murray, 2003).

1.6 TOR

La regulacion del ciclo celular no se restringe Unicamente a la modulacion de la
actividad de los complejos Cyc/CDK. La supervivencia de todo ser vivo requiere de
un balance bien coordinado entre la proliferacién/crecimiento celular y la
disponibilidad de energia y nutrientes. Nueva evidencia apunta a que las redes de
sefalizacion, encargadas de responder a los estimulos externos a los que estan
expuestos los organismos, se interconectan estrechamente con las redes
metabdlicas, y que juntas juegan un papel primordial en los programas de desarrollo
y respuesta a cambios ambientales y de estrés. En el centro de estas redes se ha
encontrado una cinasa maestra conocida como Target of Rapamycin (TOR),
presente en todos los eucariontes, desde levaduras y algas unicelulares, hasta

plantas y animales.
Mamiferos Plantas

FKBP12
mTORC1 O @ AtTORCT

mTOR HEAT FAT FRB Kinase FATC | AtTOR

Figura 9. Complejos de TOR presentes en eucariontes. Modificado de (Shi et al., 2018).

TOR es una serina/treonina cinasa altamente conservada que presenta cinco
dominios: repeticiones en tandem HEAT (Huntington, EF3, subunidad A de la PP2A
y TOR1), FAT (FRAP-ATM-TTRAP), FRB (union a FKB-rapamicina), dominio cinasa
y FATC (FAT del carboxilo terminal) (Shi et al., 2018). En la mayoria de los
eucariontes, TOR forma dos complejos proteicos que son estructural y
funcionalmente distintos: TOR Complex | (TORC1) y TOR Complex Il (TORC?2), los

cuales difieren en las proteinas regulatorias que se les asocian (Figura 9).
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TORC1 se compone principalmente de TOR, RAPTOR (proteina asociada
reguladora de TOR) y LST8 (proteina pequefia 8 letal con SEC13). Mientras que
TORC2 tiene como componentes a TOR, RICTOR (compafiero de TOR insensible
a rapamicina) y LST8. Debido a que RAPTOR y LST8 se encuentran conservados
en todas las especies de eucariontes, pero RICTOR esta ausente en plantas, se

sugiere que TORC1 esta presente en plantas, pero no TORC2 (Leene et al., 2019).
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Figura 10. Estructura tridimensional del complejo TORCL. El sitio activo se indica con un asterisco
rosa. Modificado de (Aylett et al., 2015).

En afios recientes, a través de microscopia crioelectrénica de alta resolucion, se ha
resuelto la estructura tridimensional del complejo TORC1 de mamiferos (nMTORC1),
sugiriendo que dos MTORC1 se dimerizan para formar una estructura de
aproximadamente 1000 KDa en forma de rombo, con los dominios de cinasa al
centro de la estructuray RAPTOR y LST8 formando los ejes largo y corto del rombo,
respectivamente (Figura 10). Los resultados también sugieren que RAPTOR es el
principal responsable de la estabilidad del dimero (Aylett et al., 2015). Estudios
hechos en levadura demostraron que TORC2, por su parte, también forma un
dimero con forma de rombo y que RICTOR es fundamental para la estabilidad del
complejo (Gaubitz et al., 2016). En plantas, a pesar de que no se ha resuelto la

estructura de TORC1, se ha demostrado que los dominios de TOR de arroz
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(OsTOR) y las subunidades de OsTORCL1 son capaces de complementar mutantes
de levaduras, y esta evidencia hace suponer que la estructura de TORCL1 en plantas
es similar a las de los complejos presentes en mamiferos y levaduras (Maegawa et
al., 2015).

1.7 Activacién de TOR
En general, TORC1 es activado por nutrientes y factores de crecimiento, pero

inactivado por carencia de energia, inanicion y estrés. En plantas, la glucosa, la luz

y las fitohormonas juegan un papel esencial en la activacién de TORC1 (Figura 11).

Azufre Luz
Inanicion Glucosa Auxina ABA |

S\ e
/ﬁ

Autofagia

Figura 11. Estimulos reguladores de TORC1. Modificado de (Caldana et al., 2019).

Aln no se ha podido elucidar el mecanismo por el cual la glucosa promueve la
actividad de TORC1, pero se ha sugerido que este carbohidrato podria promover la
dimerizacion de TORC1, proceso que en mamiferos es necesario para su
traslocacion y activacion en la membrana de los endosomas, a través del complejo
Tel2-Ttil-Tti2(TTT)-RUVBL1/2 que es sensible a glucosa y energia; a pesar de que
en plantas no se ha encontrado evidencia de que exista dicho complejo, el genoma
de Arabidopsis contiene genes que codifican para ortélogos putativos de Tel2, Ttil,
Tti2 y RUBVL que podrian formar un complejo (TTT)-RUVBL1/2 encargado de la
dimerizacion y activacion de TORC1. La glucosa también puede activar a TOR de

manera indirecta mediante la inactivacion de la cinasa sensora de glucosa y energia
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denominada cinasa 1 relacionada a SNF1 (SnRK1), complejo heterodimérico
altamente conservado en plantas, que reprime a TOR en condiciones de estrés e

inanicion y cuya actividad es inhibida en presencia de glucosa (Shi et al., 2018).

La glucosa es capaz de activar a TOR por si sola en células del RAM, pero requiere
de la presencia de luz para activarlo en las células del SAM. La evidencia actual
sugiere que la luz activa a TOR mediante la estimulacién de la biosintesis de
fitohormonas conocidas como auxinas. En conjunto, la luz y las auxinas activan a la
GTPasa denominada proteina 2 relacionada a Rho (ROP2) (Li et al., 2017), una vez
activada, ROP2 interacciona directamente con TOR, formando un complejo que
promueve tanto la fosforilaciéon de TOR en la serina-2448, como su asociacion a
endosomas, lo que resulta en su activacion (Schepetilnikov et al., 2017).
Adicionalmente, estudios recientes apuntan a que otros nutrientes tales como los
aminoacidos, el nitrogeno, los fosfatos y el azufre tienen un papel importante en la
activacion de TOR (Shi et al., 2018).

1.8 Inhibicién de TOR

TOR le debe su nombre a la rapamicina, metabolito antifungico aislado por primera
vez de la actinobacteria Streptomyces hygroscopicus presente en una muestra de
suelo de la Isla de Pascua (Li et al., 2014). En animales y levaduras, la rapamicina
puede inhibir especificamente a TORC1, pero no a TORC2 y su efecto inhibitorio se
debe a la formacion de un complejo proteico especifico en el que la rapamicina
forma uniones no covalentes, entre la propil-isomerasa conocida como proteina 12
de union a FK506 (FKBP12) y el dominio FRB de TOR. Se cree que esta unién
provoca la disociacion de RAPTOR del complejo TORC1 o que puede bloquear la
interaccién con algunos de sus sustratos. En contraste, las plantas terrestres han
demostrado ser insensibles a la rapamicina a concentraciones efectivas en
mamiferos y levaduras. Estudios de doble hibrido en levadura han probado que
FKBP12 de Arabidopsis es incapaz de formar un complejo con rapamicina 'y TOR;
sin embargo, TOR de Arabidopsis (AtTOR) puede formar el complejo con la

rapamicina en presencia de FKB12 de humanos, lo que sugiere que en Arabidopsis,
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y en las plantas en general, FKBP12 ha sufrido cambios a lo largo de la evolucion
para prevenir la formacion del complejo inhibidor de la rapamicina (Xiong & Sheen,
2012). A pesar de que en los ultimos afios se ha demostrado que la rapamicina
puede inhibir la actividad de AtTOR cuando se agrega en altas concentraciones a
medios liquidos de protoplastos o plantulas (Xiong & Sheen, 2014), para el estudio
de la via de sefalizacion de TOR en plantas, se han desarrollado inhibidores
sintéticos conocidos como inhibidores del sitio activo de TOR (asTORi) con
resultados satisfactorios. Las estructuras quimicas de los asTORI son variadas, pero
todos son capaces de unirse directamente al dominio cinasa de TOR, compitiendo
con el ATP. Algunos ejemplos de asTORI utilizados en la actualidad son TORIN1,
KU63794 y AZD8055, siendo este ultimo el inhibidor mas eficaz (Xiong et al., 2016).

De manera fisiologica, TORC1 es inhibido por estimulos de falta de energia o de
estrés. Las principales responsables de este efecto son las SnRK1/2, complejos
proteicos ortélogos de las AMPK de mamiferos, que se comportan como las
reguladoras maestras del metabolismo en condiciones de carencia de energia.
Estudios en Arabidopsis reportaron que la subunidad catalitica de ShnRK1 (SnRK1a)
inactiva a TORC1 interaccionando y fosforilando a RAPTOR, lo que provoca su
disociacion del complejo (Nukarinen et al., 2016). Por su parte, SnRK2 también es
capaz de fosforilar a RAPTOR por una via dependiente de la fitohormona de estrés
llamada acido abscisico (ABA), la cual activa a SnRK2 en condiciones de estrés
(Shi et al., 2018).

1.9 Las vias de sefalizacion de TOR

TOR participa en diversos procesos celulares, tales como la biogénesis de
ribosomas, la traduccion de mRNA, la acumulacién de polisomas y la modulacién

del ciclo celular y de la autofagia (Figura 12) (Caldana et al., 2019).
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Figura 12. Vias de sefializacién de TOR mejor caracterizadas en plantas. Modificado de (Caldana
et al., 2019).

Una de las funciones mas estudiadas de TOR es su control de la sintesis de
proteinas, el cual lleva a cabo principalmente a través de la fosforilacion de la cinasa
de la proteina ribosomal S6 (S6K), proteina esencial en la regulacién de la
traduccion. TORCL1 fosforila y activa a S6K, que una vez activada, fosforila a la
proteina ribosomal S6 (RPS6), componente de la subunidad ribosomal 40S. Aunque
aun no se sabe con exactitud el mecanismo exacto por el que la via TORC1-S6K-
RPS6 regula la traduccién proteica, algunos estudios indican que la fosforilacion de
RPS6 aumenta su afinidad por determinados mRNA, lo que podria sugerir un
aumento en la eficiencia de la traduccion (Chen et al., 2018). TOR también fosforila
y regula la abundancia proteica de la subunidad regulatoria de la fosfatasa PP2A
denominada TAP46. Se ha determinado que la disrupcion de la expresion de esta
subunidad provoca defectos globales en la traduccion y una disminucion de la
acumulacion de polisomas, pero aun no se sabe si este efecto tiene alguna relacion
con S6K.

Adicionalmente, TOR patrticipa en la traduccion selectiva de mRNA especificos que
contienen marcos de lectura en su region 5’-UTR, mejor conocidos como marcos de
lectura rio arriba (UORF). Los UORF estan presentes en mas del 30% de los mMRNA
de eucariontes y se ha observado que reprimen su traducciéon. En Arabidopsis, el
reinicio de la traduccion después de la represion por un uORF depende de la
fosforilacion de la subunidad h del factor 3 de inicio de la traduccion de eucariontes

(elF3h), blanco molecular putativo de S6K. Se sabe que TOR, en respuesta al
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estimulo por auxinas, fosforila a S6K y esto promueve la fosforilacion de elF3h y el
reinicio de la traduccion de mRNA de factores de respuesta a auxinas que presentan
UORF (Shi et al., 2018). Se cree que mediante el control traduccional de factores de
transcripcion involucrados en reprogramacion metabolica y crecimiento, TOR podria
regular las redes metabdlicas dependiendo del estimulo que lo active (Caldana et
al., 2019).

En lo que respecta al ciclo celular, estudios en Arabidopsis han demostrado que la
activacion de TOR, previa estimulacion por glucosa (via glucosa-TOR), promueve
la expresion de genes relacionados con la fase S del ciclo celular bajo el control de
los factores de transcripcion conocidos como factores de unidn a promotor E2 de
adenovirus (E2F) (Xiong et al., 2013). Un proceso importante en la transicion G1/S
es la inactivacion del represor denominado proteina relacionada a Rb (RBR). Esta
inactivacion ocurre a través de la fosforilacion de multiples residuos de RBR por los
complejos CycD/CDKA, lo que resulta en la liberacion de factores E2F unidos a RBR
y permite la transcripcion de genes requeridos para la replicacion del DNA (Ahmad
et al., 2019). Se ha encontrado que TOR fosforila directamente a E2F y que la via
glucosa-TOR promueve una reprogramacion del transcriptoma de los meristemos,
siendo hasta el 95% de los genes regulados a la alta genes blanco de E2F. Esto
sugiere que la fosforilacion de E2F por TOR podria ser clave para la activacion,
estimulada por glucosa, de genes de la fase S, en una via independiente de la via
convencional Cyc/CDK/RBR (Xiong et al., 2013).

La via TOR también regula otros procesos anabdlicos a través de la modificacion
postraduccional de enzimas involucradas en vias metabdlicas relacionadas con

crecimiento biosintético, siendo el metabolismo de lipidos el caso mas estudiado.

Finalmente, TOR regula procesos de autofagia y de crecimiento a través de su
interaccion con las SnRK, cinasas involucradas en la regulacion metabdlica en
condiciones de estrés. La autofagia, proceso de degradacion y reciclaje de
componentes celulares, es regulada negativamente por TOR, pero en respuesta a
estimulos de inanicién y estrés osmatico es activada gracias a la represion de TOR
mediada por SnRK1. De manera similar, cuando no hay sefales de estrés, TOR
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promueve el crecimiento inhibiendo la via de sefializacion de ABA, fitohormona
involucrada en la respuesta a estrés abiotico. Mediante la fosforilacion e inactivacion
de los receptores de esta fitohormona, TOR inhibe la activacion de SnRK2 regulada
positivamente por ABA. Por el contrario, en condiciones de estrés, ABA estimula la
activacion de SnRK2, la cual a su vez fosforila a RAPTOR, provocando la

desestabilizacion de TORC1 y la inhibicién del crecimiento (Caldana et al., 2019).

En resumen, la via TOR regula positivamente los procesos de desarrollo y
crecimiento de las plantas en respuesta a estimulos favorables tales como luz y
presencia de glucosa o factores de crecimiento, pero es inhibida por estimulos
desfavorables tales como la falta de energia y distintos tipos de estrés.

1.10 La via glucosa-TOR durante la germinacion

Los azUcares sirven como indicadores clave del estado energético de las plantas.
Debido a que los procesos de desarrollo y crecimiento demandan una gran cantidad
de energia, la habilidad de percibir niveles de azlUcar es esencial para la
supervivencia de las plantas. En afios recientes se le ha encontrado a los azUcares
un papel como moléculas sefalizadoras que va mas alla de su funcion como fuente
de carbono y energia. Los niveles de azUcares afectan la actividad de reguladores
tales como las SnRK, las hexocinasas o TOR y provocan cambios en el
transcriptoma y el proteoma que llevan a la estimulacién o represién, dependiendo
del azlcar en cuestion y de sus niveles, de procesos como la proliferacion y la

diferenciacion celular (Lastdrager et al., 2014).

En afos recientes, se han llevado a cabo estudios exhaustivos que demuestran el
papel esencial de TOR en el desarrollo de las plantas, desde la embriogénesis y la
activacion de los meristemos, hasta la elongacion de pelos radiculares, el

crecimiento de hojas, la floracion y la senescencia.

Gracias al analisis del tamafio de los meristemos, la entrada de las células a la fase
S y los cambios en el transcriptoma, se ha demostrado que la via glucosa-TOR
activa un gran grupo de genes involucrados en el ciclo celular y en multiples rutas

anabdlicas, mientras que reprime grupos de genes involucrados en rutas
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catabdlicas. Esta reprogramacion transcripcional permite la transicion del desarrollo
heterotréfico al autotréfico y promueve un rapido crecimiento de la raiz. En conjunto
con otras sefiales como luz y auxinas, la via glucosa-TOR promueve la activacion
de los meristemos y del primordio de la hoja, permitiendo asi los primeros procesos
en el establecimiento de una planta adulta (Shi et al., 2018). Sin embargo, existen
pocos estudios centrados en elucidar el papel de TOR durante la germinacion y
todavia menos estudios cuyo modelo de estudio sea el maiz.

1.11 Citometria de flujo
La citometria de flujo es una técnica capaz de medir las propiedades Opticas y de
fluorescencia de una célula individual (o cualquier otra particula como
microorganismos, ndcleos y preparaciones cromosomicas) que esté suspendida en
una solucién salina y pase a través de una fuente de luz. La citometria de flujo
permite analizar y diferenciar las células de acuerdo con su tamafio, complejidad y
fluorescencia, la cual comunmente deriva de tinciones o anticuerpos marcados. El
fundamento de la citometria yace en la dispersién de la luz o la emision de
fluorescencia que produce una célula cuando pasa enfrente de un laser con
determinada longitud de onda y, de esta manera, los detectores de un citbmetro
pueden obtener informacién bioquimica, biofisica y molecular de las particulas que
analizan. En este sentido, la dispersion de la luz esta directamente relacionada con
la morfologia de la célulay la hay de dos tipos: dispersion frontal y dispersion lateral.
La dispersion frontal es directamente proporcional al tamafo de la célula y la
dispersion lateral a su complejidad interna (también conocida como granularidad).
Es asi como con estos dos parametros un citObmetro puede separar diferentes
poblaciones celulares dentro de una muestra de acuerdo con sus caracteristicas
morfolégicas (Figura 13). Por otro lado, una célula puede ser marcada con
fluorocromos que se unen especificamente a determinados componentes de la
célula o con anticuerpos fusionados a fluorocromos. Cuando estas células
marcadas pasan a traves del laser, los fluorocromos se excitan y emiten una sefial
captada por los detectores del citdbmetro, y esta sefial brinda informacion
dependiendo de qué se haya marcado en la célula, ya sea dentro de ella o0 en su

membrana.
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La informacidn que obtiene un citobmetro la representan de dos formas principales,
si sblo se esta analizando una caracteristica de la célula, el resultado se muestra
como un histograma en la que se grafica el niumero de eventos contra el parametro
estudiado, mientras que, si se estudian mas de dos caracteristicas, el resultado se
representa como una grafica de puntos en la que en cada eje se grafica el valor de
cada pardmetro (Figura 13).

La citometria de flujo permite analizar desde células completas hasta determinados
organelos, cromosomas y contenido de DNA, RNA y proteinas, ademas de ser util
en el estudio de procesos como el ciclo celular, la proliferacion celular, el potencial

de membrana y una larga lista de otros fendmenos (Adan et al., 2017).

Gréfica de puntos

Dispersion lateral (complejidad)

Histogramas \

!

Dispersion frontal (tamario)

Figura 13. Representacion grafica de un analisis por citometria de flujo. Modificado de (Brauneis,
2015).
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2. Antecedentes
2.1 Azlcares en la germinacién de maiz

Estudios realizados en el grupo de trabajo han demostrado que la presencia de
azucares tiene diferentes efectos en ejes embrionarios de maiz durante la
germinacion. Los azucares afectan la morfologia de los ejes embrionarios y el
tamafio de sus células del RAM, y los resultados sugieren que el efecto es
diferencial dependiendo del azlcar, asi, mientras la glucosa promueve proliferacion,
la sacarosa promueve diferenciacion. También se encontré que los azucares son
capaces de modificar tanto la expresion como la abundancia proteica de diversos
marcadores del ciclo celular, aunque algunos parecieran no responder a los
estimulos ni de sacarosa ni de glucosa. Por otro lado, estudios de microscopia
utilizando un analogo de la timidina conocido como 5-etinil-2’-deoxiuridina (EdU)
demostraron que la glucosa y la sacarosa son capaces de estimular la sintesis de
novo de DNA en células del RAM, siendo la glucosa el azlUcar que promueve una

mayor sintesis (Lara-Nufiez et al., 2017).

2.2 TOR en maiz
De acuerdo con estudios realizados con anterioridad en el laboratorio, en maiz
existe una copia del gen que codifica para la cinasa TOR (ZmTOR), que presenta
una alta conservaciéon en los dominios tipicos de TOR encontrados en mamiferos y

Arabidopsis.

Estudios de la influencia de la via glucosa-ZmTOR en la morfologia, peso y tamafio
de ejes embrionarios de maiz durante la germinacion revelaron que después de un
estimulo con glucosa, los ejes embrionarios presentaban un crecimiento
significativo y una morfologia enrollada caracteristica;, mientras que ejes
embrionarios tratados sin azlucares, con sacarosa 0 con glucosa pero en presencia
del inhibidor de TOR, AZD, presentaban un crecimiento menor y no mostraban la
morfologia enrollada (Figura 14), sugiriendo que la via glucosa-ZmTOR tiene un

efecto positivo en el crecimiento de ejes embrionarios durante la germinacion.
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Figura 14. Efecto de via glucosa-ZmTOR en la morfologia de ejes embrionarios. Modificado de
(Flores-Sanchez, 2019).
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En este sentido, el andlisis del tamafo de las células del RAM de ejes embrionarios
demostré que las células de los ejes tratados con glucosa eran mas pequefias y
MAs numerosas en comparacion con los demas tratamientos, lo que sugiere que la
via glucosa-TOR estimula la proliferacién celular en este tejido (Flores-Sanchez,
2019).

En el grupo de trabajo también se ha estudiado la influencia que tiene la via glucosa-
ZmTOR en la expresion y abundancia proteica de ciertos marcadores del ciclo
celular tales como ciclinas, CDK y KRP. Se ha encontrado que la via glucosa-TOR
regula diferencialmente la expresion de estos marcadores, regulando a la alta genes
como el de ZmCycD4;2 y a la baja otros como el de ZmCDKA;1, mientras que otros
genes como el mismo ZmTOR no se encuentra bajo la regulacion de esta via o
parecieran estar sometidos a una regulacién mas compleja en la que no solo esta
involucrada la via TOR, como en el caso de ZmKRP3 (Flores-Sanchez, 2019). A
nivel de abundancia proteica también se ha observado una regulacion diferencial,
favoreciendo la abundancia de proteinas como la CycD3, pero provocando un efecto
contrario en la abundancia de proteinas como CycD4, mientras que proteinas como
PCNA parecieran no estar reguladas por la via glucosa-ZmTOR. Adicionalmente,

en el grupo de trabajo también se analizo el efecto de esta via sobre los niveles de

27



proteina total de ejes embrionarios de maiz, encontrandose que los ejes tratados
con glucosa tienen niveles de proteina mayores, mientras que la inhibicion de
ZmTOR provoca una disminucion en la cantidad de proteina total (L6épez-Lépez,
2018). Un estudio de la fosforilacion de RPS6, apunta a que este efecto podria
deberse a la via TOR/S6K/RPS6, como ya se ha reportado en otros modelos de

estudio (Lara-Nufiez, datos no publicados).

Estudios de la sintesis de novo de DNA han demostrado que la via glucosa-ZmTOR
estimula la sintesis de DNA, lo que implica que las células se encuentran en la fase
S, mientras que la ausencia de glucosa o la inhibicion de ZmTOR provocan una
disminucion significativa de la sintesis de DNA (Flores-Sanchez, 2019). Sin
embargo, un estudio mas detallado de las fases del ciclo celular en las que se
encuentran las células del RAM permitiria discernir si el aumento en la sintesis de
DNA se debe a que la temporalidad del ciclo celular se ve afectada por la via
glucosa-ZmTOR.

2.3 Citometria de flujo en el estudio del ciclo celular

A lo largo de las ultimas tres décadas se ha desarrollado una gran variedad de
métodos de citometria de flujo para analizar la progresién del ciclo celular. Uno de
los primeros acercamientos y el mas utilizado hasta la fecha se basa en la medicién,
a un tiempo determinado, del contenido total de DNA presente en las células,
utilizando algun fluorocromo capaz de unirse al DNA. El analisis del contenido total
de DNA revela el porcentaje de células que se encuentran en fase GO/G1, S 0 G2/M
y se observa como un histograma con dos picos bien definidos, el primero
representando a las células en la fase GO/G1 y el segundo a las células en la fase
G2/M (Figura 15a) (Pozarowski & Darzynkiewicz, 2004).

Una aproximacién mas fina es aquella en la que se utiliza el andlogo de base
nitrogenada conocido como 5-Etinil-2'-deoxiuridina (EdU), al cual se le puede
adicionar un fluorocromo mediante una sencilla reaccion, y que permite la deteccion
de células que estan sintetizando DNA de novo, teniendo como fundamento que las
DNA polimerasas incorporaran el EJU en el DNA, y la fluorescencia del fluorocromo
permitird diferenciar a las células replicando el DNA de las que no lo estan haciendo.
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Estos analisis permiten identificar dos poblaciones celulares bien definidas (G0/G1
y G2/M) separando, ademas, las poblaciones de células que ya comenzaron o

reiniciaron la fase S, de las que aun no (Figura 15b) (Kotogany et al., 2010).
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Figura 15. a) Histograma tipico de contenido de DNA. Modificado de (Pozarowski & Darzynkiewicz,
2004). b) Grafica de puntos para el analisis del ciclo celular con EdU. En rojo las poblaciones de
células que no incorporaron EdU, en verde las que incorporaron EdU y por ende han reiniciado la
fase S. Modificado de (Kotogany et al., 2010).

3. Justificacion

Se sabe que la glucosa estimula la proliferacion de las células del meristemo apical
de la raiz. Se ha propuesto que esta estimulacion podria deberse a cambios en la
temporalidad de las fases del ciclo celular durante la germinacion en maiz, y que la
cinasa maestra ZmTOR seria un mediador de este efecto, por lo que sera
importante analizar como cambia la temporalidad del ciclo celular al estimular o
reprimir la via glucosa-ZmTOR; desarrollando para ello un protocolo que permita
analizar por citometria de flujo la ploidia y la sintesis de novo de DNA de las células

del meristemo apical de la raiz.
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4. Hipotesis

La estimulacién por glucosa de la via ZmTOR durante la germinacion, acelerara la
temporalidad de las fases del ciclo celular aumentando el porcentaje de células en
las fases S y G2/M, mientras que la inhibicion de su actividad de cinasa con
AZD8055, impedira el avance del ciclo celular aumentando el porcentaje de células
en GO/G1.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general
Determinar el efecto de la estimulacion por glucosa de la cinasa ZmTOR, y de la
inhibicion de su actividad de cinasa por el inhibidor AZD8055, en el contenido y
sintesis de novo de DNA de células provenientes de meristemos apicales de la raiz
(RAM).

5.2 Objetivos particulares

e Estandarizar la técnica para el analisis del contenido de DNA a través de
citometria de flujo en células de RAM.

e Estandarizar la técnica para el analisis de sintesis de novo de DNA en células
de RAM.

e Determinar el contenido de DNA en células de RAM de ejes embrionarios de
maiz.

e Determinar el porcentaje de proliferacion celular en células de RAM a

diversos tiempos de imbibicién bajo diferentes tratamientos.
6. Metodologia

6.1 Material biologico

6.1.1 Ejes embrionarios de maiz
Se extrajeron ejes embrionarios a partir de semillas de maiz (Zea mays) variedad

Chalquefio, cosecha 2018 y 2019. Se almacenaron en oscuridad, a 4°C, por no mas
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de 4 dias previos a su procesamiento. Cada tratamiento requirio triplicados con 80

ejes embrionarios.

6.1.2 Hojas de jitomate
Se pesaron 50 mg de tejido de hojas de jitomate (Solanum lycopersicum) variedad

Saladette. El tejido fue recolectado el mismo dia de su procesamiento.

6.1.3 Células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
Se recolectaron aproximadamente 5 mL de sangre periférica de un sujeto voluntario.

La muestra fue procesada el mismo dia de su recoleccion.

6.2 Métodos

6.2.1 Imbibicion de ejes embrionarios de maiz
Los ejes embrionarios extraidos se desinfectaron con una solucion de NaClO al
0.4% durante 5 minutos. Posteriormente se lavaron con abundante agua
desionizada estéril y se dejaron secar durante algunos minutos sobre un papel filtro
esteril.

Tratamientos

Control Sacarosa Glucosa Glucosa + AZD
Amortiguador de
Amortiguador de Amortiguador de Amortiguador de imbibicion
imbibicion* imbibicién imbibicion +
+ + + 90 mM glucosa
120 mM glucosa 2% m/v sacarosa 90 mM glucosa +
30 uM AZD8055

*Composicion del buffer de imbibicion: 50 mM Tris-HCI pH 7.6, 50 mM KCI, 10 mM MgCl2

Tabla 1. Composicion del medio de imbibicién de cada tratamiento

En condiciones de esterilidad, se colocaron 80 ejes embrionarios por muestra en
cajas Petri y se embebieron durante 0, 9, 18 y 24 h con los distintos medios de

imbibicion (Tabla 1) a 25°C, protegidos de la luz.
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Antes de la imbibicion, los ejes embrionarios tratados con AZD8055 se sometieron
a periodos de vacio de 5 minutos, seguidos de periodos de descanso de 30
segundos, hasta llegar a 30 minutos totales.

6.2.2 Pulso de 5-Etinil-2'-deoxiuridina (EdU)
Se embebid a los ejes por 3 h y luego se les sometié a un pulso de EdU de 45
minutos. Para ello se prepar6 una solucion de 20 uM EdU, utilizando el medio de
imbibicion de cada tratamiento. El pulso se realizO en condiciones de vacio,
siguiendo un procedimiento similar al del tratamiento con AZD8055 descrito

previamente, pero el tiempo total fue de 45 minutos.

6.2.3 Extraccion de nucleos celulares
De los ejes embrionarios embebidos se cortaron los meristemos apicales de la raiz
(RAM) y se trocearon en una caja Petri con 1.5 mL de buffer de extraccion de
nacleos (manitol 200 mM, MES 10 mM pH 5.8, NaCl 10 mM, KCI 10 mM, espermina
10 mM, EDTA 2.5 mM, DTT 2.5 mM, Triton X-100 0.05 %v/v y NaNs 0.05% m/v)
hasta obtener un extracto blanco. El extracto se paso a través de un filtro de 30 pm,
se colocé en un tubo de microcentrifuga y se centrifugd a 100 g durante 5 minutos
a 4°C, descartando el sobrenadante. Debe tomarse en consideracion que el buffer
de extraccion de nucleos debe almacenarse a 4°C y utilizarse lo mas frio posible,
ademas, la extraccion de los nucleos debe llevarse a cabo sobre una cama de hielo.
Para extraer nucleos provenientes de hojas de jitomate se siguié el mismo
procedimiento, y los PBMC se aislaron de sangre periférica con una columna de

Ficoll.

6.2.4 Microscopia optica
Previo a la centrifugacion del punto anterior, se tomaron 100 pL del extracto, se
tiferon con 1puL de yoduro de propidio (PI) y se incubé durante 10 minutos. Esta
muestra se observd en un microscopio oOptico (AmScope Microscopes) para

determinar la integridad de los nacleos extraidos.

6.2.5 Tincidn con Alexa-Fluor 488 y 7-AAD
El pellet proveniente del extracto de nucleos se resuspendié en 100 pL de Click-iT
Fixative Solution (Click-iIT EJU Alexa Fluor 488 Flow Cytometry Assay Kit) y se
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incubo por 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad total. Después de la
incubacion se agregaron 400 mL de PBS 1X y se centrifugé a 100 g durante 5
minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante, se resuspendié el pellet con 500 pL de
Click-it reaction cocktail (Click-iIT EdU Alexa Fluor 488 Flow Cytometry Assay Kit) y
se incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad total. Después
de la incubacion se agregaron 300 pL de PBS 1Xy se centrifug6 en las condiciones
mencionadas previamente, se descartd el sobrenadante, se resuspendi6 el pellet
con 500 uL de PBS 1X y se agregaron 2.5 uL de RNAasa Ay 12.5 pL de 7-AAD
(FlowCellect MitoDamage Kit), se incubd durante 30 minutos a 4°C en oscuridad

total.

6.2.6 Andlisis por citometria de flujo
Para cada tratamiento se realizé un andlisis por citometria de flujo del contenido y
sintesis de novo de DNA de 10,000 nucleos provenientes de RAM de ejes
embrionarios utilizando el citometro de flujo CytoFLEX S (Beckman Coulter).
Ademas de los tratamientos mencionados con anterioridad, también se utilizaron
controles especificos para la técnica de citometria de flujo, a saberse, un control con
nucleos celulares sin ninguna tincion, uno con nucleos solo tefiidos con Alexa Fluor
488 y otro con nucleos sélo tefiidos con 7-ADD. Los resultados fueron analizados

con el software FlowJo (Becton Dickinson).

6.2.7 Andlisis estadistico
Se realizaron tres triplicados biologicos para cada tratamiento y los datos fueron
analizados utilizando una ANOVA de una via, seguida de una prueba de Tukey para

evaluar diferencias significativas con P < 0.05.

7. Resultados y discusion

7.1 Estandarizacion de la extraccion y tincion de nucleos
Debido a que aun no se han desarrollado protocolos para el analisis por citometria
de flujo de células provenientes de ejes embrionarios de maiz, uno de los objetivos
primordiales de este proyecto fue la estandarizacion de las metodologias implicadas
en un analisis citométrico, desde la extraccién de nucleos intactos, hasta el tipo y la

concentracion de los fluorocromos con los que se tifie el DNA.
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7.1.1 Buffer de extraccion de nucleos
El primer paso fue la busqueda de un buffer capaz de extraer nicleos de manera
eficiente y en buenas condiciones, puesto que se necesitan al menos 10,000
nacleos para que el analisis citométrico tenga validez y es deseable que
permanezcan intactos debido a que si la membrana nuclear se dafia, se pierde DNA,
lo que provoca que el citbmetro no los detecte o que la deteccidén sea imprecisa, con
cantidades de DNA inferiores a las reales, provocando interferencias al analizar en
qué fase del ciclo celular se encuentran las células que contenian esos ndcleos
(Riccardi & Nicoletti, 2006). Dadas las consideraciones anteriores, se opté por
implementar un método que implicara un manejo minimo de las muestras. Se
seleccion6 de la literatura un buffer de extraccién de nucleos que ya habia sido
utilizado para el analisis citométrico de nucleos provenientes de hojas de jitomate,
con buenos resultados (Ozbingol et al., 1999). Este buffer contiene compuestos que
les confieren estabilidad a los nicleos: la espermina estabiliza la cromatina, el
manitol evita que los nucleos formen agregados, el EDTA secuestre iones bivalentes
gue actiuan como cofactores de las nucleasas, el NaCl y KCl mantienen una fuerza
iGnica adecuada para los nucleos, el MES sirve como regulador de pH y el Triton X-
100 disminuye la tendencia de los restos celulares a agregarse a los nucleos. Sin
embargo, aun habia de ser probado en maiz, puesto que un buffer de extraccion de
nacleos no es de uso universal, debido a las diferencias anatomicas y de
composicién quimica entre distintas especies de plantas (Dolezel & Bartos, 2005),
ademas de gue en este estudio se trabajo con ejes embrionarios y no hojas. Para
evaluar la capacidad de este buffer para extraer nucleos intactos, se hizo una tincion
de DNA con yoduro de propidio (PI) y se observaron los nucleos al microscopio. Los
resultados (Figura 16) mostraron que este buffer era capaz de extraer nicleos en
buenas condiciones, aunque aun se observaban restos celulares con cierta
florescencia, por lo que habia que encontrar la manera de reducir estos restos al

minimo para evitar que interfirieran en el andlisis por citometria de flujo.
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Figura 16. Microscopia Optica de nucleos provenientes de ejes embrionarios de maiz. (100X). Los

nacleos se sefialan con flechas rojas. Se observa la presencia de restos celulares con fluorescencia.

7.1.2 Condiciones de filtracion y tincion con Pl
Un analisis preliminar en el citbmetro de flujo mostré que las condiciones aun no
eran las ideales, en el histograma de contenido de DNA no se observan los dos
picos caracteristicos de células en fase G1 o G2 (Figura 17a). Esto podria deberse
a la interferencia por restos celulares presentes en el extracto o por condiciones de

tincion inadecuadas. Por ello, se hicieron modificaciones en el protocolo inicial.

Como primera modificacion se probaron nuevas condiciones de filtracion y tincién
con PI. Este fluorocromo es ampliamente utilizado para el andlisis del contenido de
DNA por citometria de flujo, porque permite analisis rapidos y confiables gracias a
gue se une estequiométricamente al DNA y emite una sefial intensa facil de captar,
pero también se ha observado que puede unirse en menor medida a restos
celulares, lo que puede provocar errores en el analisis (Riccardi & Nicoletti, 2006).
Por ello, los cambios se enfocaron en disminuir los restos celulares, los que por si
mismos también puede presentar una leve autofluorescencia, y en encontrar la
concentracion y tiempo de incubacion adecuado para la tincion con PIl. De esta
manera, se cambio de una filtraciébn con una malla de 100 pm a una con 30 pum para
eliminar los restos de mayor tamafio y se decidié cambiar la concentracién de Pl de
10 ng/mL a 50 pg/mL con la adicion de RNAasa a 5 pg/mL, protocolo de tincién ya
reportado previamente en estudios en plantas (Dolezel et al., 2007). Gracias a estas
modificaciones, se obtuvo un histograma de contenido de DNA con dos picos bien

definidos (Figura 17b). Sin embargo, los resultados aun no eran del todo ideales.
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En el estudio del contenido de DNA existen al menos tres parametros que permiten
determinar si los resultados obtenidos son validos: el primero es que en el eje de
contenido de DNA del histograma el valor promedio del pico de G2 debe ser el doble
del valor de pico de G1; el segundo es que los picos deben tener una forma
simétrica, y el tercero, que la variacion en los picos debe ser minima, recordando
que estas graficas muestran la informacion obtenida de 10,000 nucleos. Esta
variacion se estima con el coeficiente de variacion (CV) del pico G1, que en estudios
en plantas debe ser menor al 5.0% (Dolezel & Barto$, 2005). En la figura 17b se
observa que el histograma obtenido cumple el primero de los parametros, pero no
los otros dos. A pesar de que los picos estan definidos y se puede hacer una clara
distinciéon entre las células en G1 y G2, el pico de G1 muestra una pequefia falda a
la izquierda que lo hace asimétrico, estas faldas suelen indicar que hay nucleos
dafiados que estan perdiendo cierta cantidad de DNA y la presencia de esta falda,
a su vez, provoca que la variacion aumente y el CV sea mayor de 5.0%. Estos
resultados indicaban que habia que hacer otros ajustes en el protocolo para evitar

gue se dafaran los ndcleos.

7.1.3 Condiciones de fijacién y centrifugacion
Inicialmente el protocolo contemplaba una fijacion de los ejes embrionarios con
formaldehido, previa a la extraccion de nucleos, puesto que se ha observado que la
fijacion hace la extraccion de ndcleos mas eficiente y permite una mejor tincion
(Dolezel et al., 2007). Sin embargo, se decidié eliminar del protocolo la fijacién
porque implicaba que los ejes embrionarios se sometieran a vacio, ya que el
formaldehido no difunde facilmente a través del tejido denso de los ejes. Este
periodo de vacio, sumado a los otros periodos de vacio usados en otras etapas del
protocolo podria generar un estrés en las células que comprometeria su integridad
y dafiaria a los nacleos. También se cambiaron las condiciones de centrifugacion y
se paso de usar 1000 g durante 10 minutos a temperatura ambiente, a usar 100 g
durante 5 minutos a 4°C, como ya se habia reportado para extraccion de ndcleos
de hojas de jitomate. Esto se hizo con la intencion de evitar que los nucleos se

dafiaran por una velocidad excesiva de centrifugacion. La figura 17¢c muestra que
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NUmero de eventos

estos cambios finales dieron resultados, puesto que se obtuvo un histograma con

picos bien definidos, simétricos y con un CV del pico G1 menor a 5.0%.
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Figura 17. a) Histograma con picos pocos definidos. b) Histograma con picos asimétricos. CV del

pico G1 mayor a 5.0%. La falda sefialada con la flecha roja es resultado de nuicleos dafiados. c)

Histograma con picos simétricos bien definidos. CV del pico G1 menor a 5.0%

7.1.4 Condiciones finales de extraccion de nucleos de ejes embrionarios

Ademas de los ajustes detallados en los puntos anteriores, también se realizé una

determinacién del nimero de ejes embrionarios necesarios para obtener una

cantidad aceptable de nucleos, y se encontré que, si se utiliza el eje embrionario

completo, se requieren 20 ejes por muestra, mientras que, si sélo se utiliza el RAM,

se requieren 80 ejes embrionarios. En la tabla 2 se resumen las condiciones ideales

para la extraccion de nucleos de ejes embrionarios de maiz.

Parametro

Condicion

Buffer de extraccion

Ozbingol, 1999

Filtro 30 uym
Centrifugacion 100 g
Concentracion de Pl (RNAasa) 50 pg/mL (5 pg/mL)

10 minutos
#Ejes embrionarios*® 20

*80 si solo se ocupa el RAM

Tabla 2. Condiciones idéneas para la extraccion de nucleos para andlisis por citometria de flujo.
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7.2 Estandarizacion del analisis por citometria de flujo
La obtencion de las iméagenes del estudio citométrico preliminar requirieron también
de la optimizacion del protocolo de analisis en el citbmetro. Cuando se corre una
muestra nunca antes analizada, se deben ajustar los parametros del citbmetro para
encontrar y diferenciar la poblacién de interés. Para un estudio del ciclo celular se
sigue un protocolo de analisis bien establecido: en primer lugar, se debe separar la
sefal de los nucleos individuales (singlets) de la sefial de los que se agregan y
pasan por el laser del citbmetro como dos nucleos pegados (doublets). Para ello se
usa una funcién del citbmetro conocida como “pulsos”, estos pulsos se refieren a la
manera en la que los detectores del citbmetro integran la dispersién de la luz
provocada por la célula y existen tres tipos: &rea, altura y ancho (Figura 18a)
(Hoffman, 2009). La curva mostrada en la figura 18a representa el cambio en el
potencial eléctrico que sufre el detector del citdmetro cuando una célula dispersa la
luz del laser. Usualmente en citometria se utiliza el pulso de area, pero cuando se
quieren descartar los doublets se utilizan tanto el pulso de altura como el de ancho.
Para descartar los doublets se grafica un pardmetro, normalmente tamafio, pero en
un eje se grafica el pulso de altura y en el otro el de area (Figura 18b), los singlets
forman una linea recta y todo lo que se salga de esta tendencia lineal son doublets.
La figura 19a muestra la discriminacion de doublets que se hizo para la muestra de
ndcleos de ejes embrionarios de maiz, solo la region sefalada representa los
singlets y lo demas se compone principalmente de restos celulares presentes en la

muestra.

El siguiente paso fue encontrar, dentro de los singlets, la poblacion de nudcleos de
interés. Para ello se hizo una grafica de puntos en la que se representaba la
complejidad contra el tamafio (Figura 19b). En muestras ya analizadas con
anterioridad suele ser facil saber en qué parte de la grafica aparecen los nacleos
estudiados, pero en el caso de una muestra analizada por primera vez, en esta
gréfica se debe delimitar cuidadosamente la region que corresponde a los ndcleos
gue se desea estudiar. Para ello, se uso otra grafica como apoyo, en ella se graficd
la complejidad contra el contenido de DNA, que representa la intensidad de la sefial

del fluorocromo con el que se tii6 el DNA (Figura 19c). Al utilizar esta gréfica
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complementaria se puede determinar qué regiones de la grafica “complejidad contra
tamafno” presentan particulas con fluorescencia, que por ende tienen DNA marcado

con el fluorocromo y corresponden a los nucleos.
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131,14
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Figura 18. a) Pulso de un detector de citometro de flujo. Modificado de (Hoffman, 2009). b) Grafica
de puntos para diferenciar singlets de doublets. Encerrados en un ovalo rojo se indican los doublets
que no siguen la tendencia lineal de los singlets, encerrados en un rectangulo azul. Modificado de

(Bushnell, 2018).

Finalmente, con el uso de la grafica “complejidad contra contenido de DNA” se
discrimin6 de forma mas fina la region correspondiente a los nucleos. En esta gréfica
también se observaron dos poblaciones nucleares bien definidas, la de los nucleos
de células que estaban en GO/G1 vy la de los nucleos de células en G2/M, y con esta
informacion se generé un histograma de contenido de DNA (Figura 19d) en el que

se puede estudiar la proporcion de células en las distintas fases del ciclo celular.
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Figura 19. a) Discriminacién de doublets. Todo lo que esta fuera de la region indicada con un
rectangulo son particulas formando agregados. b) Region correspondiente a los ndcleos. Todo lo
gue esta fuera de la region indicada son restos celulares individuales. c) Regién de nucleos con

fluorescencia. d) Histograma de contenido de DNA de células de ejes embrionarios de maiz.

7.3 Anélisis del contenido de DNA de células de ejes embrionarios de maiz
Para validar el protocolo anterior se estimo la cantidad absoluta de DNA (en
picogramos) de los nucleos extraidos, y se comparé con los resultados ya
reportados en la literatura, gracias a que ya se sabe que el maiz es una especie
diploide con un contenido de DNA de 5.43 pg (variedad CE-777). Para evaluar la

cantidad de DNA de determinada especie o variedad de planta, se utilizan
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estandares, es decir, muestras con un contenido de DNA ya conocido. El estandar
puede ser externo o interno, en el primer caso, la muestra y el estandar se analizan
por separado y luego se comparan a través de un software de andlisis; en el
segundo caso, la muestra y el estandar se tratan simultaneamente, los nucleos se
extraen, se tifien y se analizan en el citbmetro como si se tratara de una sola muestra
(Dolezel et al., 2007). En este trabajo se utilizaron ambos tipos de estandar para

evaluar la cantidad de DNA presente en nucleos de maiz variedad Chalquefio.

IF G1 muestra

Contenido de DNA muestra = (Contenido de DNA referencia) ( -
IF Gl referencia

Figura 20. Ecuacion para calcular contenido de DNA a partir de estandares.

Para el estandar externo se utilizaron células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) de un sujeto voluntario, y para el estandar interno se utilizaron ndcleos
provenientes de hojas de una planta de jitomate variedad Saladette, la cual se
cultivd en el laboratorio especificamente para este ensayo. Se sabe que los
leucocitos humanos tienen aproximadamente 6.0 pg de DNA, mientras que el
jitomate tiene alrededor de 1.96 pg (Dolezel et al., 2007). Para calcular el contenido
de DNA del maiz a partir de los estandares, se utilizd una ecuacién que compara la
intensidad de fluorescencia (IF) de los picos de G1 de la muestray de los estdndares
(Figura 20).

Los resultados obtenidos en el citbmetro de flujo (Figura 21) permitieron estimar,
con el control externo, que la variedad de maiz Chalquefio tiene alrededor de 5.33
pg de DNA, mientras que con el control interno se obtuvo un valor muy similar de

5.37 pg de DNA, resultados a su vez, parecidos a los reportados en la literatura.
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Figura 21. a) Histograma de contenido de DNA de PBMC de humanos. b) Histograma de contenido
de DNA de nlcleos de maiz. La IF del pico G1 de este histograma fue comparada con la IF del pico
G1 de los PBMC para calcular el contenido de DNA de los ndcleos de maiz. ¢) Histograma de
contenido de DNA de nlcleos de maiz y jitomate. Las IF de los picos G1 de cada planta fueron

comparadas para calcular el contenido de DNA de los nicleos de maiz.

7.4 Estandarizacion del analisis de sintesis de novo de DNA
Una vez estandarizadas las condiciones para la determinacién de contenido de
DNA, se implementd una técnica adicional que permitiera cuantificar el porcentaje
de células sintetizando DNA de novo. Esta técnica, conocida como analisis de
proliferacion celular, es capaz de discernir entre las células que se encuentran en
una fase S activa y las células que aun no han reiniciado el ciclo celular,
discriminacion esencial para nuestro modelo de estudio, puesto que se ha
observado que en la semilla seca de maiz, alrededor del 82% de los ndcleos se
encuentran en la fase G1y el 17% en la fase G2 (Sanchez et al., 2005), por lo que
es importante hacer una distincion de las células que estan avanzando en el ciclo

celular de las que no.

7.4.1 Pulso de 5-Etinil-2’-deoxiuridina (EdU)
Para llevar a cabo este analisis se selecciond un kit comercial que ya se habia
utilizado en el laboratorio para estudios de microscopia O6ptica, con resultados
exitosos (Flores-Sanchez, 2019). El fundamento de este kit es la incorporacion al
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DNA de un anéalogo de timina (EdU) al que se le puede acoplar un fluorocromo, en
este caso Alexa-Fluor 488 (AF488).

El paso critico de esta técnica es el tiempo de incubacién o pulso de EdU al que se
someten los ejes embrionarios. Inicialmente se decidié hacer un pulso, previo a la
imbibicién de los ejes, de 45 minutos, tiempo recomendado por el kit para tejidos
densos como en el caso de ejes embrionarios de maiz. Sin embargo, se observo
gue esto comprometia la viabilidad de los ejes que mostraban un tamafio menor
después de ser embebidos, en comparacion con el tamafio que lo ejes presentaban
en ensayos realizados con anterioridad. Debido a que el pulso se hace al vacio,
porque el EdU no entra facilmente al tejido de los ejes embrionarios, se temia que
esto estuviera comprometiendo la integridad de las células y por lo tanto la viabilidad
del eje, por lo que se decidié hacer el pulso hacia las 3 horas después de la
imbibicion de los ejes, tiempo en el que las células ya han reiniciado diversos
procesos celulares, pero ain no comienzan la sintesis de DNA (Baiza et al., 1989).
Se presumia que a este tiempo los ejes embrionarios serian capaces de soportar
mejor el estrés del vacio, sin que comenzaran a sintetizar DNA en ausencia de EdU.
Tras esta modificacion se observdé que los ejes embrionarios crecian con

normalidad.

7.4.2 Cambios en la tincion de DNA
La validaciébn de esta técnica requeria de al menos tres repeticiones técnicas
(andlisis en el citometro de flujo), cada una con tres repeticiones biologicas
(utilizando 80 ejes embrionarios por cada una) en las que el porcentaje de células
en la fase S tuviera un CV menor al 20.0%. Sin embargo, una serie de pruebas
insatisfactorias en las que no se observaban las poblaciones celulares esperadas
hicieron que se replanteara el uso de Pl como tincion de DNA. Esto debido a que la
longitud de emision del Pl es muy similar a la del AF488, fluorocromo acoplado al
EdU, lo que provocaba que en el citbmetro se mezclaran las sefiales de emisiéon y
el equipo fuera incapaz de determinar correctamente de qué fluorocromo era la
sefal que estaba recibiendo. A pesar de que los citbmetros tienen la capacidad de

lidiar con este tipo de problemas, el traslape de las sefales de Pl y AF488 era tan
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grande que no fue posible corregirlo. Se cambio de Pl a 7-AAD, un fluorocromo
utilizado para tefiir DNA con propiedades similares al PI, pero con una sefial de
emision que se traslapa mucho menos con la de AF488. Una vez realizado este

cambio de tincion, se realizaron las repeticiones para la validacion de la técnica.

7.4.3 Validacion del analisis citométrico de proliferacion celular
El punto crucial en el andlisis de proliferacion fue encontrar la poblacion de nucleos
gue habian incorporado EdU (EdU positiva). Para ello se utilizaron tres controles; el
primero fue un control sin tefiir, en el que se analizaron ndcleos sin ningun
fluorocromo. Lo que se esperaba con este control era descartar que los ndcleos
tuvieran algun nivel de autoflorescencia que interfiriera con el analisis. La figura 22a
muestra que efectivamente los nucleos no presentaban autoflorescencia detectable
en una grafica de puntos de “sefal de EdU/AF488 contra sefial de 7-AAD”. El
siguiente control fue analizar nucleos tefiidos s6lo con 7-AAD. Este control permitiria
determinar qué poblaciones en la grafica “sefal de EdJU/AF488 contra sefal de 7-
AAD” eran positivas para EdU. En la figura 22b se observa que a lo largo del eje de
las abscisas los nucleos tefiidos con 7-AAD, se agruparon en las poblaciones
caracteristicas de nucleos en G1y G2, y que a lo largo del eje de las ordenadas (el
de la fluorescencia dada por EQU/AF488) también presentaban cierta fluorescencia,
pero como estos ndcleos no fueron tratados con AF488, esta fluorescencia no se
debia a la incorporacién de EdU, sino a cierta sefial remanente de 7-AAD que entra
en el canal de Edu/AF488, por lo que a la region donde se observaban poblaciones
nucleares se le denomind EdU negativa, y todo lo que estuviera por encima de estos
nacleos seria considerado EdU positivo. El tercer control, de células tefiidas
Gnicamente con AF488, permitié de nueva cuenta delimitar qué region de la grafica

representaba ndcleos que incorporaron EdU (Figura 22c).
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Una vez delimitadas cuidadosamente las diferentes poblaciones celulares, se
hicieron las repeticiones. En las graficas de puntos de la figura 23 se observan tres
poblaciones nucleares bien establecidas, nucleos EdU negativos en G1 y G2, y
nacleos EdU positivos que por ende se encuentran en la fase S. Este porcentaje de
nucleos EdU positivos debe variar poco entre las distintas repeticiones, teniendo
como limite un CV de 20.0%, como ya se mencion¢ antes. La figura 23 muestra
graficas de puntos representativas de cada repeticion técnica. EI CV entre
repeticiones es menor a 20.0% (19.3%), por lo que los resultados obtenidos con
esta técnica son confiables. Es importante mencionar que debido a que estas
repeticiones no se realizaron el mismo dia, las poblaciones pueden recorrerse
levemente en el eje de las abscisas. Gracias a que en estos analisis se mide el

porcentaje de células en la fase S y no el contenido de DNA, esto no representa un

problema.
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Figura 22. a) Control sin tefiir. No se observan poblaciones nucleares. b) Control con 7-AAD. Todas
las poblaciones nucleares que aparecen son EdU negativas. Por encima de ellas todo sera EdU
positivo. ¢) Control con EAU/AF488. De las poblaciones celulares que se observan, sélo las que

entran en la regidon EdU positiva, delimitada en el inciso anterior, incorporaron EdU.

7.5 Efecto de glucosa-ZmTOR en la proliferacion de células del RAM
Una vez se estandarizaron todas las técnicas necesarias, se procedio a analizar el
efecto de la via glucosa-ZmTOR en la proliferacion de células presentes en el

meristemo apical de la raiz (RAM) de ejes embrionarios de maiz durante la
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germinacion. Para ello se embebieron los ejes en tres tratamientos, uno con
sacarosa, otro con glucosa y un tercero con glucosa en presencia del inhibidor
especifico de TOR, AZD8055, durante 9, 18 y 24 h.
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Figura 23. Gréficas representativas de las repeticiones técnicas de la validacion del analisis de

sintesis de novo. Los porcentajes promedio de las repeticiones presentan un CV menor al 20.0%

Se observé que a tiempos tempranos como 9 horas no hay diferencias significativas
en el porcentaje de nucleos incorporando EdU (en fase S) entre ejes tratados con
glucosa y sacarosa. Sin embargo, a partir de las 18 horas y mas marcadamente a
las 24 horas, se observé un mayor porcentaje de ndcleos en fase S en los ejes
tratados con glucosa. Por el contrario, en todos los tiempos analizados, se observa
un porcentaje minimo de nucleos en fase S en los ejes tratados con AZD8055
(Figura 24). Adicionalmente, se realizd un analisis con nucleos provenientes de ejes
embrionarios sin embeber, esto para descartar que el EdU estuviera uniéndose
inespecificamente a otras estructuras nucleares y que la sefial no se debiera a la
sintesis de DNA. Como se esperaba, el porcentaje de ndcleos incorporando EdU en

estos ejes es despreciable.

Los resultados anteriores muestran que la via glucosa-ZmTOR tiene un efecto
positivo en la cantidad de células del RAM que entran a la fase S. Estos datos son
consistentes con otros ya reportados con anterioridad en los que se ha observado
por microscopia, que la glucosa estimula la proliferacion de las células del RAM de

ejes embrionarios de maiz y que este efecto depende de la actividad de TOR
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(Flores-Sanchez, 2019; Lara-Nufiez et al., 2017). El mecanismo por el cual la
glucosa favorece la proliferacion aun no se ha elucidado del todo. En Arabidopsis
se ha reportado que la estimulacién por glucosa provoca que TOR fosforile y active
a la familia de factores transcripcionales E2F, lo que induce una regulacion a la alta
de sus genes blanco, los cuales codifican para proteinas implicadas en la fase S del
ciclo celular (Xiong et al., 2013). La reciente caracterizacion en maiz de estos
factores transcripcionales (Sanchez-Camargo, datos no publicados) abre la puerta
a la posibilidad de que este sea el mecanismo implicado en la estimulacion de la
proliferacion por la via glucosa-ZmTOR. Sin embargo, es probable que el
mecanismo sea mas global, puesto que la activacion de TOR por azlcares
promueve procesos anabolicos en detrimento de los procesos catabdlicos
(Rodriguez et al., 2019), lo que favoreceria la disposicion de las células a comenzar
una ronda de ciclo celular.
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Figura 24. Efecto de la via glucosa-TOR en la sintesis de novo de DNA. Ejes tratados con sacarosa
(Sac), glucosa (Glu) y glucosa en presencia de AZD (Glu + AZD). Cada barra representa el promedio

de tres repeticiones con 10,000 nucleos cada una. Letras diferentes indican una diferencia
estadistica significativa con P < 0.05.
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Los resultados también muestran que en presencia de AZD8055 existe un
porcentaje basal de nucleos sintetizando DNA de novo, muy similar para todos los
tiempos. La inhibicion de ZmTOR provoca una disminucion en la proliferacion
celular, pero esta disminucion no es total. Esto podria deberse a sintesis de novo
de DNA por eventos de reparacion de dafo, o quiza podria sugerir que la glucosa
es capaz de estimular una proliferacién celular basal independiente de la via
ZmTOR.
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Figura 25. a) Grafica representativa del analisis de nlcleos en fase S. Resultados para el tratamiento
con sacarosa a las 24 h. b) Efecto de la via glucosa-TOR en la progresion de la fase S. Cada barra
representa el promedio de tres repeticiones con 10,000 nucleos cada una. Letras diferentes indican

una diferencia estadistica significativa con P < 0.05.

En la figura 24 se observa que la cantidad de nucleos sintetizando DNA a las 24 h
con sacarosa es igual que a las 18 h con glucosa. Esto sugeria una posible
alteracion de la temporalidad del ciclo celular, puesto que parecia que con glucosa
las células estaban avanzando al menos 6 h mas rapido a través del ciclo celular.
Para probar esta suposicion se decidié analizar en qué etapa de la fase S se
encontraban los nucleos EdU positivos. Para determinar si los nucleos se
encontraban en lafase S temprana o fase S tardia, se dividio la poblacién de nucleos
EdU positivos en dos partes: los nucleos con un contenido de DNA similar a la fase

G1, se consideraron como nucleos en la fase S temprana, mientras que los nucleos
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con contenido de DNA similar a la fase G2 se consideraron en la fase S tardia
(Figura 24a) (Lee et al.,, 2010). Este andlisis demostr6 que, tanto para los
tratamientos con sacarosa como con glucosa, a las 18 h la tendencia era que las
células se encontraban ligeramente en mayor proporcién en la fase S temprana,
mientras que, a las 24 h, también para ambos tratamientos, la tendencia se revertia
y las células se encontraban ligeramente en mayor proporcién en la fase S tardia.
El hecho de que las células progresaran a través de la fase S con la misma
tendencia para ambos tratamientos descartaba la suposiciéon de que con glucosa
las células estuvieran avanzando mas rapidamente a través del ciclo celular. Estos
resultados sugieren que los efectos que tiene la via glucosa-ZmTOR en el
crecimiento y la morfologia de los ejes embrionarios, observados con anterioridad,
se deben a una mayor cantidad de células proliferando en determinado momento.
Sin embargo, hacen falta estudios para determinar detalladamente como es que
este incremento favorece el desarrollo de los ejes embrionarios, aunque lo mas
probable es que la glucosa impacte favorablemente una gran variedad de procesos
ademas de la estimulacion de la sintesis de novo de DNA.

8. Conclusiones
Se implementd un protocolo experimental, que permite el andlisis del contenido de
DNA vy la sintesis de novo de DNA de células provenientes del RAM de ejes

embrionarios de maiz a través de citometria de flujo.

La via glucosa-TOR aumenta la proporcion de células del RAM que se
comprometen a sintetizar DNA de novo en ejes embrionarios de maiz, pero no altera

la temporalidad de las fases del ciclo celular.

Aln hacen falta estudios que permitan elucidar detalladamente, el mecanismo
exacto por el cual la via glucosa-TOR provoca un aumento de las células
sintetizando DNA de novo en los ejes embrionarios de maiz y como es que este
incremento, impacta en el desarrollo de ejes embrionarios de maiz durante la

germinacion.
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