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RESUMEN

La via TOR regula el crecimiento y desarrollo de las plantas en respuesta a
estimulos ambientales y la disponibilidad de nutrientes y energia. En maiz, la
composicién del complejo TOR, la sefializacion rio arriba y los efectores de la via
han sido poco explorados. Sin embargo, durante la germinacion de maiz se
demostré que TOR activa a la proteina cinasa de S6 (S6K), controla la biogénesis
de ribosomas y la fosforilacién de la proteina ribosomal S6. La germinacién de la
semilla y las primeras etapas del establecimiento de la plantula de maiz ocurren
entre las 24 y 48 horas de imbibicién. Durante este tiempo se produce la reactivaciéon
metabdlica del tejido quiescente, la sintesis de proteinas y la induccion del ciclo
celular. Estos procesos son blancos de TOR conservados en eucariontes, por lo
tanto, resulta relevante el estudio de las funciones de la via en estas etapas de
desarrollo. Particularmente, en este proyecto abordamos el papel de TOR en el
control del crecimiento de plantula y su relacion con la regulacién traduccional.
Mediante el uso del inhibidor especifico de TOR, AZD-8055, encontramos que TOR
regula el crecimiento de la plantula de maiz y la traduccibn de mRNAs que
presentan marcos de lectura rio arriba del principal (UORFs), como los codificantes
para enzimas del metabolismo de poliaminas y de la sintesis de trehalosa. Las
poliaminas son moléculas esenciales para el crecimiento celular y la respuesta a
estrés en las plantas por lo que se explor6 su conexiéon con la via TOR.
Interesantemente, se encontrd que la induccion del crecimiento de plantulas de maiz
mediado por poliaminas depende de la actividad de TOR. Ademas del efecto de la
inhibicion de TOR en la traduccion, a mayores concentraciones del inhibidor se
encontraron cambios en los niveles de transcritos relacionados con la respuesta a
la disponibilidad de azulcares, estrés y la sintesis de proteinas. En conjunto,
nuestros datos sugieren que TOR patrticipa en el control del crecimiento a través de
la regulacion de la expresion génica a nivel traduccional en respuesta a diferentes

estimulos celulares en maiz.



ABSTRACT

The TOR pathway regulates plant growth and development in response to
nutrients and energy availability. In maize, the TOR complex composition, upstream
signaling, and effectors have been poorly explored. However, during maize
germination, it has been demonstrated that TOR activates S6 protein kinase (S6K),
ribosome biogenesis and phosphorylation of ribosomal protein S6. Maize seed
germination and early seedling establishment occur between 24 and 48 hours after
imbibition. During this time, the metabolic reactivation of quiescent tissues, protein
synthesis and induction of the cell cycle take place. Those are conserved TOR
targets in eukaryotes. Therefore, the study of the pathway functions during these
developmental stages is relevant. In this project, we addressed the role of TOR in
seedling growth control and its relationship with translational regulation. We used
the specific TOR inhibitor, AZD-8055, and found that TOR regulates the maize
seedling growth and the translation of mMRNAs bearing upstream open reading
frames (UORFs). For example, mMRNAs encoding enzymes of polyamine metabolism
and trehalose synthesis are regulated. As polyamines are essential molecules for
cell growth and stress response in plants, its connection with the TOR pathway was
explored. Interestingly, it was found that polyamine-mediated induction of maize
seedling growth is dependent on TOR activity. In addition to the effect of TOR
inhibition on translation of uUORF-MmRNAS, at higher inhibitor concentrations we found
a decrement in the levels of transcripts related to sugar availability sensing, stress
response, and protein synthesis. Taken together, our data suggest that TOR is
involved in the control of growth through the regulation of gene expression at

translational level in response to different cellular cues in maize.



I. INTRODUCCION

El crecimiento de organismos multicelulares es el resultado del crecimiento y
la proliferacion celular. Los factores de crecimiento, mitdgenos, nutrientes y sefiales
de desarrollo estimulan la division celular a través de la activacion de la via de las
MAPK (proteinas cinasas activadas por mitdgenos) Yy PI3K-Akt/PKB
(fosfatidilinositol-3 cinasa/proteina cinasa B). Esta cascada de sefializacion estimula
la formacion de complejos ciclina/CDK que inducen la entrada a la fase G1 vy
posteriormente a la fase S del ciclo celular (Duronio & Xiong, 2013). Durante estas
dos primeras fases del ciclo se produce la sintesis de macromoléculas y la
duplicacién del material genético. La transicion a la fase S es un importante punto
de control que se regula a través de la activacion del factor transcripcional E2F, el
cual estimula la produccion de la maquinaria de replicacion. El avance a la fase
mitosis se controla a través de la inhibicion de complejos ciclinas/CDK por proteinas
denominadas KRP (proteinas similares a KIP). Aunque existen diferencias en el
control del ciclo celular entre plantas y mamiferos, se conserva la regulaciéon
mediada por ciclinas/CDK y E2F (Scofield et al, 2014).

La proliferacion celular esté estrechamente relacionada con el crecimiento de
la célula ya que esta debe alcanzar un tamafio adecuado antes de dividirse. Para
crecer, la célula depende de la disponibilidad de nutrientes y energia para la sintesis
de biomoléculas que conforman nuevos organelos. Las proteinas constituyen gran
parte de la biomasa de la célula, por lo que su tamafio depende en gran medida de
la actividad traduccional. Dado que la sintesis de proteinas es un proceso costoso
energéticamente, existen mecanismos para su fina regulacion en respuesta a
condiciones de estrés, sefalizacion por hormonas, factores de crecimiento y
nutrientes (Jackson et al, 2010). En eucariontes, la via de la cinasa TOR (Target Of
Rapamycin) es fundamental para la integracion de estas sefiales con el uso de la

energia para el crecimiento y proliferacion celular.
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Estructura en dominios de la proteina TOR y su regulacién por fosforilacion

La proteina TOR es una treonina/serina cinasa perteneciente a la familia de
las PIKKs (phosphoinositide 3 kinase related kinases) cuya estructura y funciones
se encuentran conservadas en eucariontes. TOR consta de cinco dominios
denominados HEAT, FAT, FRB, FATC y el dominio catalitico que se ubica hacia el
carboxilo terminal entre los dominios FRB y FATC (Jacinto & Hall, 2003) (Figura la).
El dominio HEAT (Hungtington, EF3A, ATM, TOR), ubicado en el extremo amino,
esta formado por repeticiones de aproximadamente 40 amino&cidos que forman dos
a-hélices antiparalelas y esté involucrado en la interaccion con otras proteinas y la
union a membrana. El dominio FAT (Frap, ATM, and TRRAP) esta formado por
repeticiones HEAT y TRP (tetratricopeptide) e interactia con parte del dominio
cinasa de la enzima (Figura Ib), por lo que se ha propuesto que participa en la
conformacion del sitio activo. EI dominio FATC en levadura y mamiferos esta
relacionado con la activacion del dominio cinasa, probablemente a través de su
interaccion con el lazo de activacion de la enzima (Yang et al, 2013). Por ultimo, el
dominio FRB (FKBP12-rapamycin binding domain) que se ubica entre el FAT y el
dominio cinasa, tiene una importante funcién en la regulacion de la actividad de la
proteina. Este es el sitio de unién del complejo FKBP12-rapamicina (Figura Ic), que
es un inhibidor alostérico de TOR fundamental en la caracterizacion de sus blancos
y funciones en la célula. Ademas, el dominio FRB se ubica en las inmediaciones del
sitio activo y forma, junto con una proteina regulatoria asociada a TOR, que se
denomina LST8 (letal with sec-13) una “compuerta” capaz de regular la entrada de

los sustratos en presencia del complejo con la rapamicina (Figura Ic).
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Figura | Estructura de la proteina TOR. Dominios funcionales y regulacién por el
complejo FKBP12-rapamicina. a) Estructura en dominios de TOR, en el extremo amino el
dominio HEAT, seguido del dominio FAT, FRB y el dominio cinasa que se ubica contiguo al
dominio FATC del extremo carboxilo terminal (tomado de Jacinto & Hall, 2003). b)
Estructura terciaria de mTOR*N-ATP/Mg (residuos 1376-2549 de la proteina de humano, el
atomo de Mg se indica como una esfera naranja) unida a mLST8 (proteina de humano). Se
muestra la conformacién de los dominios funcionales de la proteina TOR. El dominio FAT
forma una plataforma sobre la que descansa el dominio cinasa. El dominio cinasa adopta
una estructura de dos I6bulos en cuya interseccidn se encuentra el sitio de uniéon a ATP. El
dominio FATC interactia con el dominio cinasa y con el sitio de unién a la proteina
reguladora mLST8. El dominio FRB se ubica en las proximidades del sitio activo formando
junto a mLST8 una hendidura que limita la entrada de los sustratos. ¢) Representacion
superficial de mTOR*N-mLST8-FKBP12/rapamicina, sefialando la formacién de un sitio de
regulacién del acceso de sustratos al sitio activo. También se sefiala la interaccién directa
entre el dominio FRB y el inhibidor rapamicina (b y ¢ se tomaron de Yang et al, 2013).

La actividad cinasa de TOR es regulada por fosforilaciones que ocurren a lo
largo de la proteina. Se han descrito cuatro fosforilaciones activadoras en los
residuos de Ser 1261 del dominio HEAT, Ser 1415 y Ser 2159 del dominio FAT y
Thr 2164 en el dominio cinasa, de acuerdo con la numeracion de TOR de
mamiferos, mTOR (Figueroa & Lunn, 2016). Ademas, mTOR presenta dos

fosforilaciones inhibitorias en la region entre el dominio cinasa y FATC en los
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residuos de serina 2446 y 2481. El residuo de serina 2448 se ha encontrado
consistentemente fosforilado en células cancerosas, en donde la actividad de la via
es alta (Chiang & Abraham, 2005). A pesar de haberse utilizado la modificacion de
este residuo como un marcador de la actividad de la via, no esta claro si es

importante para el control de la actividad de TOR.

En plantas, se conoce muy poco de la regulacién de TOR por fosforilacion,
solo se ha descrito la conservacion del residuo de serina 2448 en A. thaliana y maiz.
Se encontré que la fosforilacion de este residuo aumenta por el estimulo de la
fitohormona auxina, que induce la actividad de TOR en plantula de A. thaliana
(Schepetilnikov et al, 2013). Ademas, esta fosforilacion aumenta en células en alta
proliferacion durante la embriogénesis somatica de maiz (Garrocho-Villegas et al,
2013).

Complejos TORC1 y TORC2 en células animales, composicidén, principales

funciones y conservacion en plantas

En mamiferos, TOR forma dos complejos proteicos denominados TORC1 y
TORC2 (Wullschleger et al, 2006). El primero esta constituido por la cinasa TOR, la
proteina LST8 y RAPTOR (regulatory associated protein of TOR). LST8 se asocia
al dominio cinasa (Figura Ib-c) y contribuye a la organizacion del sitio activo y la
regulacion de la interaccion con sustratos (Yang et al, 2013). RAPTOR participa en
el reconocimiento de sustratos a través del reconocimiento del motivo TOS (TOR
signaling) (Schalm & Blenis, 2002), ademas, juega un papel importante en el
reclutamiento de TORC1 al lisosoma, donde se produce su activacion. El complejo
TORCL1 activo estimula el crecimiento celular, la biogénesis de ribosomas y el inicio
de la traduccion e inhibe la autofagia (Figura lla). EI complejo TORC2 contiene en
lugar de RAPTOR a la proteina RICTOR (rapamycin insensitive companion of TOR).
Aunque ambos complejos contienen a la cinasa TOR, solo el complejo TORC1 es
sensible a la rapamicina (Sarbassov et al, 2004) lo cual ha limitado el estudio de las
funciones especificas del complejo TORC2. Sin embargo, se conoce que este

complejo esta relacionado con el control de la organizacién del citoesqueleto de
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actina, el crecimiento polarizado de la célula y el metabolismo de la glucosa (Luo et al,
2018).

——— e o = o e = = = = — e e =

Py
6
—
o
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—
o]
A

/NN /N
Citoesqueleto Metabolismo

Sintesis Crecimiento Autofagia de actina de glucosa

de proteinas celular
Transcripcion

Figura Il Complejos TORC en células de animales y sus principales funciones. TOR
forma dos complejos con proteinas que regulan la actividad del complejo y el reclutamiento
de sustratos. LST8 es importante para la conformacion del sitio activo y la regulacion de la
entrada de sustratos. RAPTOR y RICTOR confieren diferente especificidad a los complejos
1y 2, respectivamente. TORC1 se conserva en plantas en donde también activa procesos
anabolicos e inhibe la autofagia. TORC2 es insensible a la rapamicina y es importante para
el crecimiento polarizado de la célula a través de la regulacion del citoesqueleto de actina,
también participa en el metabolismo de la glucosa.

En las plantas s6lo se ha descrito un complejo homologo a TORCL1. Al igual
gue en mamiferos, la proteina TOR de Arabidopsis thaliana esta codificada en un
anico gen. RAPTOR es codificada por dos genes denominados AtRaptorlB y
AtRaptorlA de expresion ubicua. AtRaptorlA tiene una baja expresion en todos los
organos de la planta comparado con su homdélogo (Anderson et al, 2005). En el caso
de LST8 de A. thaliana también esta codificada por dos genes denominados Ist8-1
y Ist8-2, pero solo se ha encontrado que se expresa Ist8-1 (Moreau et al, 2012).
Interesantemente, en plantas no se han identificado homologos de RICTOR por lo
gue no hay evidencias de que exista un complejo similar a TORC2. Sin embargo,
podrian existir otros interactores especificos de plantas, que se asocien a TOR con

funciones regulatorias de su actividad o especificidad.
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Via de senalizacién rio arriba de TOR en mamiferos y Arabidopsis thaliana

La proteina cinasa TOR percibe la disponibilidad de nutrientes, energia y
condiciones de estrés en células eucariontes. Los primeros estudios de la via de
sefalizacion de TOR se realizaron en mamiferos y levaduras, donde se demostré
que los factores de crecimiento, hormonas, nutrientes y la relacion ATP/ADP, son
las principales sefales percibidas por las vias que controlan la actividad de TOR
(Martin & Hall, 2005) (Figura llla).

La activacion de TOR ocurre a través de un entramado mecanismo de
sefalizacion que comienza en la membrana citoplasméatica con la activacién de
receptores tirosina cinasa y la via PI3K-Akt/PKB (Wullschleger et al, 2006). Los
receptores activos fosforilan y activan a las proteinas PI3K. Las PI3K de clase |
catalizan la formacién de fosfatildilinositol-3-fosfato, fosfatildilinositol-(3,4)-bifosfato
y fosfatildilinositol-(3,4,5)-trifosfato. Estos fosfolipidos se requieren para la unién a
membrana de la proteina Akt/PKB y su activacion dependiente de PDK
(phosphoinositide-dependent kinase). La disponibilidad de los fosfolipidos es
controlada a través de la fosfatasa PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted
in chromosome 10) que posee actividad fosfatidilinositol-trifosfato-3-fosfatasa.
Akt/PKB es fundamental para la regulacién de la proliferacién y supervivencia
celular. Ademas, juega un importante papel en la activacién del complejo TORC1 a
través de la fosforilacion e inhibicion del heterodimero formado por TSC1 y TSC2
(tuberous sclerosis complex 1/2). Este, en condiciones no Optimas para el
crecimiento celular, promueve la actividad GTPasa de RHEB (Ras homolog
enhanced in brain), inactivandola. RHEB es uno de los principales activadores de
TORC1 a través de su union directamente al dominio cinasa y el desplazamiento de

inhibidores del complejo.

En condiciones de déficit energético, TSC1/2 es activado de manera directa
a través de la fosforilacion mediada por la proteina AMPK (AMP activated protein
kinase). La proteina AMPK fosforila directamente a RAPTOR, inhibiendo la actividad
de TORCL. La disponibilidad de aminoacidos también juega un papel importante en

el control de TORCL1. En condiciones de alta disponibilidad de aminoacidos como la
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leucina, se produce el reclutamiento de TORC1 a la membrana del lisosoma a través
de complejos proteicos formados por GTPasa de la familia Rag que se unen a
RAPTOR (Dobrenel et al, 2016). EI complejo TORCL1 unido al lisosoma es activado
a través de RHEB y por la union al dominio FRB de é&cido fosfatidico producido de
manera localizada por la proteina PLD (phospholipase D).

Los mecanismos de regulacion de TORC2 han sido menos estudiados, pero
se conoce que también responde a insulina y factores de crecimiento a traves de la
produccién de PI3P por PI3K. Ademas, su asociacion a la membrana citoplasmética
y a ribosomas es importante para su actividad sobre sustratos. Otro punto
importante en su regulacion es el ensamblaje del complejo que se controla a través
de modificaciones postraduccionales de RICTOR y LST8. Recientemente se
encontré que la interaccion del complejo con pequefias GTPasas distintas a RHEB

promueven su actividad en respuesta a glucosa en levaduras (Luo et al, 2018).
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Figura Illl. Vias de senalizacion de TOR y principales procesos que regula en
mamiferos y plantas. a) Cascada de sefializacion de la via TOR en animales, procesos
regulados por los complejos TORC1 y TORC2. Los factores de crecimiento y la insulina
promueven la actividad de ambos complejos a través de la ruta PI3K. La disponibilidad de
energia en la célula impacta en la actividad de TORC1 a través de la proteina AMPK. Las
proteinas TSC y RHEB participan en la regulacion de TOR en respuesta a factores de
crecimiento, aminoacidos y disponibilidad de energia. Vps34 y las GTPasas Rag participan
en la activacion de TOR en respuesta a aminoacidos. b) Via de sefializacion propuesta para
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el complejo TORC de plantas. Los factores de crecimiento estimulan la actividad de la
proteina TOR a través de Vps34, PDK y PLD. Condiciones de estrés o déficit energético
conllevan a la inhibicion del complejo mediada por SnRK. Las auxinas estimulan la actividad
de TOR a través de las GTPasas ROP. Las lineas punteadas indican conexiones no
comprobadas de manera directa. Figura modificada a partir de (Rexin et al, 2015).

En el caso de las plantas, el complejo homélogo a TORCL1 también responde
a la disponibilidad de nutrientes y energia en la célula, pero se conoce mucho menos
sobre las vias de sefializacion que regulan su actividad (Figura llIb). La ruta que se
propone se basa parcialmente en relaciones hipotéticas entre proteinas de acuerdo
con su conservacion al compararlas con animales (Rexin et al, 2015). Sin embargo,
algunos de los componentes principales de la via en animales no tienen homélogos
cercanos en las plantas. Por ejemplo, no se han identificado receptores tirosina-
cinasa ni proteinas PI3K de clase I. En cambio, se sugiri6 un vinculo entre la
proteina PI3K de clase Il denominada Vps34 (vacuolar sorting protein 34) y la via
TOR. Vps34 cataliza la produccion de fosfatidil inositol-3- fosfato y esta relacionada
con la tolerancia al estrés y el trafico vesicular (Lee et al, 2010). EI homdlogo de
esta proteina en animales participa en la regulacion de TOR en respuesta a
nutrientes, promoviendo la produccion de acido fosfatidico por PLD (Backer, 2008).
Aunque el papel de los fosfolipidos en la activacion de TOR no se ha comprobado
en plantas, se reporté una relacion entre la produccion de acido fosfatidico y TOR
durante la respuesta a estrés abiotico. Esto sugirié que Vps34 podria participar en
la sefializacion de entrada hacia TOR en condiciones particulares. Por otro lado, se
plantedé que la proteina PDK de plantas contribuye a la activacion de TOR en

respuesta a factores de crecimiento (Rexin et al, 2015).

La proteina SnRK1 (Snfl related kinase), homoéloga de la AMPK de animales,
es un importante regulador del uso de energia en la célula, que impacta en la
actividad de TOR. Dado que en plantas no existen homoélogos de las proteinas
TSC1/2, el vinculo entre ambas vias es directo. En respuesta a la acumulacién de
acido abscisico (ABA), una fitohormona que aumenta en condiciones de estrés
como déficit de agua, se produce la fosforilacion de RAPTOR mediada por SnRK-1

disminuyendo la actividad del complejo TOR (Wang et al, 2018).
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Por otro lado, también se ha descrito la relacion entre TOR vy la sefializacion
por fitohormonas. En particular, se comprobé que las auxinas, hormonas que
estimulan la proliferacion celular, promueven la activacion de TORC en plantulas de
A. thaliana y ejes embrionarios de maiz (Schepetilnikov et al, 2013; Beltran-Pefia et
al, 2002). Las auxinas activan a TOR a través de controlar a las GTPasas ROP
(Proteinas similares a Rho). La mas estudiada de estas es ROP2 de Arabidopsis
thaliana, la cual puede unirse a TOR en su forma libre de nucleotidos, pero al igual
que RHEB, se requiere en su forma activa, unida a GTP, para la activacion de TOR
(Schepetilnikov et al, 2017). Se plantea que estas GTPasas ejercen una funcién
similar a RHEB, interaccionando con TOR y favoreciendo su reclutamiento a

endosomas, donde ocurre su activacion.

TOR participa en la regulaciéon del desarrollo y crecimiento de las plantas

Estudios pioneros demostraron que TOR es esencial para el desarrollo
embrionario en A. thaliana (Menand et al, 2002) (Figura 1Va). Existe una amplia
coleccion de mutantes de tor (mutantes de pérdida de funcién por insercion de un
T-DNA) que producen semillas arrestadas durante las primeras 16-32 divisiones
celulares del embrién (Ren et al, 2011). Interesantemente, la mutante de Ist8-1
produce embriones, pero presenta afectaciones durante el desarrollo embrionario
(Moreau et al, 2012). La doble mutante raptor-A/B (mutante de pérdida de funcién
por insercion de T-DNA) también produce embriones, pero no mantienen el
crecimiento derivado de la activacién de meristemos (Anderson et al, 2005). Dado
gue no se ha encontrado expresion de Ist8-2, se sugirid6 que TOR podria actuar de
manera independiente del complejo durante el desarrollo del embrién (Shi et al,
2018).

Para estudiar la funcién de TOR durante etapas posteriores al desarrollo
embrionario en Arabidopsis thaliana, se han utilizado diferentes acercamientos ya
que esta planta presenta una baja sensibilidad a la rapamicina. Por ejemplo, se han
utilizado plantas RNAI de tor constitutivas o inducibles, en las cuales disminuye la
expresion de tor pero no se abate totalmente la actividad de la via (Deprost et al,

2007). Ademas, dado que las mutaciones de Ist8-1 y raptorlB no son letales, se han
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comparado los fenotipos de estas con los que aparecen cuando se afecta TOR.
También se han utilizado inhibidores ATP-competitivos de la actividad cinasa de
TOR tales como AZD-8055 y Torin-1 (Montané & Menand, 2013). De esta manera
se encontr6 que la afectacion de TORC retrasa la aparicion de hojas, la floracion y
senescencia de la planta (Ren et al, 2012; Anderson et al, 2005; Moreau et al, 2012)
(Figura IVb).

Silvestre torRNAi  AtTOR OE

Figura IV. Control del crecimiento y desarrollo mediado por TOR en Arabidopsis
thaliana. a) La mutacion homocigota de tor genera semillas inviables en las que se produce
el arresto del crecimiento embrionario. tor-3 y tor-10: mutante por insercion de T-DNA en el
dominio HEAT y dominio cinasa, respectivamente (tomado de Ren et al, 2011). b) La
inhibicion de TOR en plantas retrasa la floracion y senescencia (tomado de Ren et al, 2012).
c) El crecimiento de 6rganos aéreos correlaciona con los niveles de tor, en las mutantes
silenciadas RNAI de tor y en la linea de plantas que sobreexpresan AtTOR (AtTOR:OE),
(tomado de Deprost et al, 2007). d) La inhibicibn de TOR con AZD-8055 afecta el
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crecimiento de plantulas de arroz, cuando este se aplica después de la germinacion
(tomado de Montané & Menand, 2013).

Ademas, TOR se expresa preferencialmente en células en proliferacion y es
esencial para el crecimiento de 6rganos aéreos y la raiz (Figura IVc-d). Durante las
primeras etapas de desarrollo, TOR se requiere para la activacion del meristemo
radicular y el meristemo del brote en respuesta a azlcares y auxinas (Xiong et al,
2013; Lietal, 2017). TOR estimula la division celular en la raiz de A. thaliana y maiz
(Diaz-Granados et al, 2020; Montané & Menand, 2013) y es importante para la
elongacion de pelos radiculares (Ren et al, 2012). Entre los blancos de TOR
involucrados en el control del crecimiento en respuesta a glucosa se identificaron
genes relacionados con la sintesis de DNA vy el ciclo celular, la sintesis de RNA y
Su procesamiento, la regulacion de la transcripcion y la sintesis y degradaciéon de
proteinas. En particular, se describi6 que TOR fosforila y activa al factor
transcripcional E2F que participa en la transcripcion de genes de fase S del ciclo

celular tales como la maquinaria de replicaciéon (Xiong et al, 2013).

La via también es importante durante etapas posteriores del desarrollo,
cuando el crecimiento depende de la nutricion autotréfica (Deprost et al, 2007;
Caldana et al, 2013). En plantulas de A. thaliana de 14 dias, la inhibicion prolongada
de TOR disminuye el tamafio de la planta. En los primeros tres dias de inhibicion se
detectd un reajuste metabdlico que condujo a la acumulaciéon de metabolitos de
reserva como el almidén, denotando un cambio en el uso de nutrientes para el
crecimiento de la planta. Ademas, se observé un incremento en las concentraciones
de aminoacidos, lo cual podria estar relacionado con la inhibicibn de procesos
anabdlicos como la sintesis de proteinas (Caldana et al, 2013). El crecimiento de
las hojas también depende de TOR, se encontré que existe una correlacion entre
los niveles de expresion de TOR y el crecimiento de la roseta en planta adulta
(Figura 1Vc) (Deprost et al, 2007).

La via también regula el crecimiento en plantas monocotiledoneas de interés
agrondmico como el arroz. En este caso no se han reportado mutantes de pérdida

de funcion de genes de la via, por lo que se utilizo el inhibidor AZD-8055 (Figura
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IVd). Mediante su aplicacion a semillas de arroz después de la germinacion, se
demostré que TOR se requiere para el crecimiento de la raiz y de la parte aérea de
la planta (Montané & Menand, 2013). En plantas de arroz sobreexpresoras de
AtTOR se observaron hojas y paniculas mas grandes y mayor cantidad de tallos
(Bakshi et al, 2017). Ademas, durante la germinacion y establecimiento de plantula
de maiz, la insulina o un factor de maiz similar a insulina (ZmIGF) inducen la

actividad de TOR y el crecimiento (Garcia Flores et al, 2001).

Breve descripcion del mecanismo de traduccién y su regulacién mediada por
TOR

La sintesis de proteinas es uno de los principales procesos controlados por
la via TOR en eucariontes (Fonseca et al, 2016). Por eso a continuacién se describe
brevemente la traduccion de transcritos a proteina. El proceso de traducciéon se
divide en cuatro fases principales: inicio, elongacién, terminacién y reciclaje.
Durante el inicio de la traduccién se produce el reclutamiento del mRNA por la
maquinaria de traduccion y el reconocimiento del codon de inicio. El 95% de la
sintesis de proteinas en eucariontes se produce a través de la unién del factor de
inicio 4E (elF4E) a la estructura 7-metil guanosina trifosfato en el extremo 5” del
mensajero (Silva & Dinkova, 2010). El factor elF4E se une a otras proteinas
formando el complejo elF4F que recluta a la subunidad 40S del ribosoma.
Posteriormente, la maquinaria traduccional recorre la 5’UTR del mensajero hasta
gue se produce el reconocimiento del codén de inicio en el contexto correcto. En
este momento se asocia la subunidad 60S para formar el ribosoma 80S y se liberan
la mayoria de los factores de inicio. Después se produce la elongacién o sintesis
del péptido correspondiente. Cuando el ribosoma alcanza el codén de paro se
produce la terminacioén, primeramente, el péptido se separa del ribosoma en un
mecanismo mediado por factores de liberacion. Luego el ultimo tRNA que fue
utilizado y el ribosoma se separan del mensajero y la subunidad 40S se recicla para
otro evento de inicio de traduccion (Jackson et al, 2010).

En animales y levadura la activacién del complejo TORC1 estimula la

biogénesis de ribosomas y el inicio de la traduccion. Uno de los blancos mas
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importantes de TOR en el proceso de traduccion es la proteina S6K (cinasa de la
proteina ribosomal S6). S6K fosforila a la proteina ribosomal S6 que a su vez
promueve la transcripcion de genes requeridos para la produccion de ribosomas.
S6K también regula el inicio de la traduccién a través de la fosforilacién de los
factores de inicio de la traduccion elF4B y elF3 involucrados en el escrutinio de la
region 5’"UTR de los RNA mensajeros y en la asociacion al RNA de la subunidad
pequefia del ribosoma, respectivamente (Ma & Blenis, 2009). TOR regula el inicio
de la traduccion de manera directa a través de la fosforilacion de las proteinas 4EBP
(proteinas de union al factor elF4E) en mdltiples sitios. Las proteinas 4E-BP
fosforiladas se separan de elF4E permitiendo que este se asocie con el factor elF4G
y se forme el complejo elF4F para el inicio eficiente de la traduccion (Jackson et al,
2010).

En plantas se conservan algunas de las principales funciones de TORC para
el control de la sintesis de proteinas tales como la biogénesis de ribosomas (Figura
V). AtTOR esta relacionado con la produccién de RNA ribosomales. La proteina
contiene una secuencia de localizacién nuclear en el dominio cinasa, que lo dirige
al nucleo. Alli se une al promotor de genes ribosomales 45S a través de una
secuencia de union a DNA ubicada en el dominio HEAT del extremo amino. A partir
del procesamiento del precursor 45S se obtienen los RNA ribosomales 18S y 5.8S,
que forma parte de la subunidad pequefia del ribosoma, y 25S, de la subunidad
grande. En correspondencia, se encontraron mayor niveles de estos RNA
ribosomales en plantas sobreexpresoras de TOR y una reduccién en mutantes de
tor (Ren et al, 2011).

El eje S6K/S6 también participa en la biogénesis de ribosomas en
Arabidopsis thaliana. Cuando la via TOR esta inactiva, S6 se encuentra
preferentemente desfosforilada y se une al promotor del precursor de RNA
ribosomal 45S, inhibiendo su transcripcion a través de la interaccién con la histona
desacetilasa 2B (HD2B) (Kim et al, 2014). Se propuso que, en condiciones de
activacion de la via, la fosforilacion de S6 mediada por S6K inhibe la union de HD2B

al promotor de la unidad transcripcional 45S, liberandolo de su inactivacion.
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Ademas, la via TOR estimula la produccion de proteinas ribosomales en A. thaliana
y maiz (Dobrenel et al, 2016; Villa-Hernandez et al, 2013).

Sintesis de rRNA
proteinas ribosomales

A
S6
TOR Lsts_, SBK/’
Raptor—J elF3h

v
? Traducciéon mRNA-UORF

Inicio de la traduccion

Figura V. Control traduccional mediado por la ruta TOR en plantas. La via TOR se
requiere para la biogénesis ribosomal y la traduccion de mensajeros que contienen uORF.
Los principales blancos de la via involucrados en la regulacion de la sintesis de proteinas
son la proteina ribosomal S6 relacionada con la transcripcion de RNAs ribosomales, la S6K
(cinasa de S6) que esté involucrada en la produccién de proteinas ribosomales y el factor
de inicio de la traduccion elF3h que, junto a S6K, participa en la traduccién de mensajeros

gue contienen uORFs.

En cuanto a la regulacion del inicio de la traduccién, en plantas no se ha
descrito un vinculo tan fuerte con la via TOR. Esto podria deberse a la ausencia de
homologos de las proteinas 4E-BP, uno de sus principales blancos en este proceso
para animales. Sin embargo, se han descrito mecanismos novedosos de regulacién
mediada por TOR que impactan en la traduccion de mRNA que contienen uORF
(marco abierto de lectura rio arriba del ORF principal), para los que se requiere el

factor traduccional elF3h (Schepetilnikov et al, 2013).

TOR en la regulacién de la traduccion de RNA mensajeros que contienen

uORF en plantas

Como parte de los mecanismo novedosos de control traduccional mediados
por TOR en plantas, se demostré que participa en la traduccion de mensajeros que
contienen UORF en A. thaliana (Schepetilnikov et al, 2013, 2017). Los uORF son
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marcos abiertos de lectura que se ubican en la region 5°'UTR rio arriba del ORF
principal que codifica la proteina de interés (Hellens et al, 2016). Los uORF reducen
la eficiencia de traduccion del ORF principal (nORF) de los transcritos que los
portan, dado que generalmente los ribosomas se separan del mRNA una vez
terminada la traduccion del uORF (Figura VI). Los mensajeros que contienen uUORF
estan enriguecidos en secuencias codificantes para factores transcripcionales,
proteinas cinasas y sefalizadoras con un fuerte impacto en el control del

crecimiento y desarrollo (Morris & Geballe, 2000).

Cuando la maquinaria traduccional alcanza el AUG de un uORF (UAUG)
puede no reconocerlo dado que generalmente se encuentran en un contexto
subdptimo para el inicio de la traduccién. Por ejemplo, pueden no presentar una
secuencia Kozac canodnica (purina en la posicion -3 y guanina en la posicion +4:
A/G..AUGG). Al proceso de “ignorar” el uAUG se le denomina leaky scanning,
donde el ribosoma continda el escrutinio hasta el reconocimiento del AUG principal.
Si por el contrario, se produce el reconocimiento del uORF, pueden ocurrir varios
eventos que afectan el inicio de la traduccion del ORF principal (Figura VI). En unos
casos, el péptido codificado en el uUORF impide que el ribosoma se libere del mMRNA
una vez que se reconoce el codon de paro, blogueando el avance de la maquinaria
traduccional unida a la region rio arriba del mensajero. Este proceso se denomina
estancamiento o stall del ribosoma). Por otro lado, la produccién de péptidos a partir
del uORF puede afectar la estabilidad de los transcritos por la via NMD (Nonsense-
Mediated Decay) que es sensible a codones de paro prematuros. En otro caso, el
ribosoma puede separarse del mMRNA después de traducir el uORF en un evento de
terminacion (salida). Por ultimo, se hipotetiza que la subunidad 40S puede continuar
unida al mensajero y reanudar el escrutinio de la regibn UTR hasta reconocer el
AUG principal, esto ultimo se conoce como reinicio de la traduccion (von Arnim et
al, 2014; Hellens et al, 2016).

24



estancamiento salida
%
N s OREF principal
\/ Reinicio
Degradacién de la traduccion

del mensajero

Figura VI. Destinos del ribosoma después de la traduccion de un uORF.
Representacién esquematica de un mensajero que contiene un UORF en la 5UTR y
eventos que pueden producirse cuando se reconoce uno 0 mas UORF. La produccion del
péptido codificado en el uUORF puede provocar el estancamiento del ribosoma cerca del
codén de paro del uORF o propiciar la desestabilizacion del mensajero. También se puede
producir una terminacion canénica en el uORF en la cual el ribosoma se separa del
mensajero. Si por el contrario, la subunidad 40S se mantiene asociada al mMRNA, se puede
dar el reinicio de la traduccion en el AUG del ORF principal.

Conceptualmente, un evento de reinicio de la traduccion se produce después
de una terminacién incompleta en el uUORF de manera que la subunidad 40S se
mantiene unida al MRNA y continGa el escrutinio rio abajo del mensajero hasta el
AUG principal (von Arnim et al, 2014). En este caso la eficiencia del inicio de la
traduccion del ORF principal depende de la disponibilidad de factores de inicio de la
traduccion y de la longitud y secuencia de la region intercistronica. No se conoce
con exactitud como se produce el reinicio de la traduccion en este tipo de transcritos,
pero se plantea que ciertos factores de traduccion pueden persistir unidos al
ribosoma después de un evento corto de la elongacién y contribuir a un nuevo
evento de inicio. Estos factores se han denominado RPF (reinitiation promoting
factors) e incluyen al factor elF3 y el complejo elF4F (Morris & Geballe, 2000; Poyry

et al, 2004).

La regulacion mediada por uUORF puede deberse a su sola presencia o puede
depender de la secuencia del péptido codificado en el UORF. En este ultimo caso
se denominan CPuORF (conserved peptide uORF) vy codifican péptidos
conservados en diferentes especies. Los CPUORF estan relacionadas con el control

de vias metabdlicas en respuesta a los niveles de metabolitos en la célula, tales
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como azucares y poliaminas. En este caso, se plante6 que el péptido naciente
interacciona con un metabolito en el tanel de salida del ribosoma impidiendo la

elongacion y desacoplando la maquinaria traduccional (Horst et al, 2020).

En las plantas existe evidencia de control traduccional mediado por uORF.
Mediante herramientas bioinformaticas se estimoé que el 30% de los transcritos de
A. thaliana contienen uORF (von Arnim et al, 2014), pero hasta el momento, solo se
ha identificado un factor traduccional involucrado en el reinicio de la traduccion. Este
factor es el elF3, que esta involucrado en el cargado de la subunidad 40S al
mensajero a traves de su interaccion con la proteina de andamiaje elF4G que forma
parte del complejo elF4F. En plantas mutantes para la subunidad h de elF3, se
afecta de manera especifica el reclutamiento a polisomas de transcritos que
contienen uORF (Kim et al, 2007).

La via TOR es muy importante para la traduccién de transcritos que
contienen UORF en A. thaliana. En un estudio del afio 2013 se demostro que las
auxinas promueven la activacion de TOR, favoreciendo la traduccion de mRNA de
factores de respuesta a auxinas (ARF) que contienen uORF y de un factor
transcripcional de respuesta a sacarosa denominada bZIP11 (Schepetilnikov et al,
2013). La mutacion de los uORF de uno de los ARF demostr6 que tienen funciones
inhibitorias para la traduccion del ORF principal, y que su inhibicién es aliviada en
condiciones de estimulacion de TOR. Se propuso que TOR activa mantiene el
estado fosforilado de sus blancos en complejos traduccionales que estan
involucrados en el reinicio de la traduccion (Figura VII). Se describi6 que TOR
fosforila y activa a la proteina S6K unida al ribosoma a través de su interaccidon con
el factor elF3. A su vez, S6K fosforila a elF3 en la subunidad h, haciéndolo

competente para el reinicio (Figura VII) (Schepetilnikov et al, 2013).
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Figura VII. Reinicio de la traduccién mediado por TOR en A. thaliana. Las auxinas
activan a la proteina TOR estimulando la fosforilacion de sus blancos en los complejos
traduccionales. TOR fosforila a S6K y esta a su vez al factor elF3h lo cual propicia el reinicio
de la traduccion en el AUG principal. Este proceso se afecta en condiciones de inhibicion
de TOR con el inhibidor ATP-competitivo Torin-1 y en mutantes de elF3h (eif3h-1)
(modificado de Schepetilnikov & Ryabova, 2018).

Aunque no se conoce el mecanismo de accién del factor elF3 durante el
reinicio de la traduccion, se propuso que cuando es fosforilado, este se mantiene
unido al ribosoma después de la terminacion en el uORF, promoviendo: a) que se
mantenga la asociacion de la subunidad 40S con el mMRNA vy el escrutinio del resto
de la5"UTR, b) la unién del complejo ternario, el reconocimiento del codon de inicio
y el reclutamiento de la subunidad 60S. elF3h es imprescindible para el reinicio de
la traduccion, como se demostré mediante el uso de la mutante eif3h-1, pero
pudieran existir otros blancos de la via TOR en los complejos ribonucleoproteicos
involucrados en este proceso, tales como los factores que componen el complejo

elF4F.

Regulacioén traduccional y antecedentes de la via TOR durante la germinaciéon

en maiz

La germinacion es una etapa fundamental en el desarrollo de las plantas
durante la cual se produce la reactivacion del metabolismo permitiendo el
crecimiento celular y la protrusién de la radicula (Bewley, 1997). La regulacién de la
sintesis de proteinas es importante desde las primeras horas de imbibicion. Primero,
se sintetizan proteinas utilizando componentes de la maquinaria traduccional y los
mensajeros almacenados en la semilla seca. Posteriormente, se utilizan transcritos

sintetizados de novo y se induce la produccion de ribosomas para las etapas
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posteriores de crecimiento. La maquinaria traduccional también contribuye a la
selectividad en la expresion de las proteinas que se requieren en cada etapa de la
germinacion de maiz. Por ejemplo, el factor de inicio de la traduccidén de union al
5"CAP elF(iso)4E es méas abundante en el eje embrionario seco y se requiere de
manera particular para la traducciébn de mensajeros almacenados. La isoforma
elF4E aumenta en las Ultimas etapas de la germinacion y no es capaz de suplir la
funcién de elF(iso)4E en las primeras horas de la germinacion (Dinkova et al, 2000,
2011). Ademas, se ha encontrado que existen diferentes proteinas asociadas a los
complejos de union a CAP dependiendo del tiempo de imbibicién (Lazaro-Mixteco
& Dinkova, 2012), lo cual podria estar relacionado con la selectividad traduccional

observada en diferentes etapas de la germinacion.

Los primeros estudios de la via TOR en maiz utilizaron como modelo la
germinaciéon ya que durante este proceso ocurre una importante transicion
fisiologica que implica la regulacion de la traduccion y el ciclo celular, que son
eventos esenciales y funciones conservadas de TOR. De esta manera, se identifico
la conservacién de las proteinas TOR, S6K y S6 y se observé un incremento de la
actividad de la via concomitante con la protrusién de la radicula a las 24 horas
(Reyes de la Cruz et al, 2004; Dinkova et al, 2007). La proteina TOR de maiz es de
aproximadamente 277 kDa y mantiene todos los dominios caracteristicos de las
PIKK. TOR aumenta su expresion en el eje embrionario de maiz a partir de las 12
horas de imbibicion (Agredano-Moreno et al, 2007). En el caso de S6K, se encuentra
presente durante todo el proceso de germinacién pero se activa principalmente a
las 24 horas, donde fosforila a S6 en respuesta a insulina y al factor de crecimiento
de maiz similar a insulina (ZmIGF) (Reyes de la Cruz et al, 2004; Garcia Flores et
al, 2001). En las ultimas etapas de la germinacion la via esta relacionada con el
reclutamiento selectivo a polisomas del factor elF(iso)4E y la proteina ribosomal S6
(Dinkova et al, 2007). Ademas, se observo que TOR es importante para la sintesis
de novo de proteinas ribosomales en ejes de 24 horas (Villa-Hernandez et al, 2013).
Al contrario de lo que ocurre en A. thaliana, en maiz TOR es sensible a la

rapamicina, lo que permitié establecer su funcion en la regulacion traduccional.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La via de la cinasa TOR tiene un fuerte impacto en el crecimiento, desarrollo
y rendimiento de las plantas. Una de las principales funciones conservadas de TOR
es el control de la sintesis de proteinas y la biogénesis de ribosomas. Ademas, se
describié que TOR participa en la traduccion de transcritos que contienen uORFs
en A. thaliana. En la actualidad estan empezando a descubrirse blancos novedosos
de TOR que confieren a la via caracteristicas especiales que permiten a la planta la
adaptacion a su ambiente. Sin embargo, la mayoria de los estudios se han realizado
en la planta modelo A. thaliana y sus funciones en plantas de interés econémico se
han explorado poco.

En maiz, los estudios pioneros sobre la via TOR abordan sus funciones en
las etapas iniciales de imbibicion y durante la germinacion. Estos trabajos
demuestran la importancia de la via TOR/S6K/S6 en la regulacién traduccional y su
sensibilidad a sefales de crecimiento en maiz. Sin embargo, no se conoce cual es
el papel de TOR en la regulacion del crecimiento en etapas posteriores de
establecimiento de la plantula y como esta funcion podria relacionarse con el control
traduccional de nuevos blancos de la via. Ademas, en las plantas el mecanismo de
sefalizacion hacia TOR difiere con respecto a animales. Por lo tanto, es necesario
identificar sefiales especificas que permitan entender la amplia respuesta de la via
ante las cambiantes condiciones ambientales a las que se someten los organismos
vegetales.

Es por eso que en este trabajo abordamos la funcién de TOR en la traduccion
de mensajeros que contiene UORF en maiz, asi como su relacion con la via
metabdlica de poliaminas, las cuales son importantes moléculas para el crecimiento
y la sefializacion de estrés. Los RNA mensajeros analizados participan en la
regulacion del metabolismo, la proliferacion celular y adaptacion a estrés. Por tanto,
hipotetizamos que algunas de las funciones de TOR en el crecimiento temprano de
plantulas de maiz estan relacionadas con el control de la expresion de mensajeros

que contienen UORF.

29



HIPOTESIS
La via TOR participa en el control del crecimiento y respuesta a sefiales externas
durante etapas posgerminativas de maiz (Zea mays), en parte a traves de la

regulacion de la traduccion de mRNAs que contienen UORF.

OBJETIVO GENERAL
Estudiar el papel de la via TOR en la regulacion traduccional y el crecimiento
durante las Ultimas etapas de la germinacion y las primeras etapas de

establecimiento de la plantula en maiz.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Determinar la actividad de TOR en el modelo de germinacion-
posgerminaciéon y su efecto en el crecimiento de ejes embrionarios y

plantulas de maiz.

o Identificar mRNA candidatos a ser regulados por la via TOR mediante
analisis in silico de su region 5°UTR en cuanto a la presencia de uORF
conservados con respecto a sus ortélogos en A. thaliana y de sus patrones
de expresion reportados en estudios globales durante la germinacion y

establecimiento de plantula maiz.

o Abordar la relevancia de TOR en la regulacion de la expresion de mRNA
relacionados con el control metabdlico, la sintesis de proteinas y adaptacion

a estrés, previamente identificados en el analisis in silico.

o Evaluar la actividad traduccional general en condiciones contrastantes de la

actividad de TOR a través de perfiles polisomales.

o Evaluar el papel de la via TOR en la respuesta a estimulos de moléculas
sefalizadoras y reguladoras del crecimiento como las poliaminas, asi como
su relacién con el control traduccional de enzimas de la ruta metabdlica de

poliaminas
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Il. METODOLOGIA
Material bioldgico, condiciones de germinacion y crecimiento de plantula

Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays) de la variedad mexicana
Chalquefio obtenidas de la cosecha de la primavera de 2017 y 2018, en Valle de
Chalco, Estado de México. Para la germinacion y crecimiento de plantula, las
semillas secas (0 horas) se colocaron en algodon con agua, en una charola
horizontal, durante 24-48 horas en oscuridad a 26 + 2°C.

Para evaluar la actividad de la via TOR durante la germinacién y el
establecimiento de plantula se extrajeron proteinas totales a partir de ejes
embrionarios de 0 horas (semilla seca), 24 horas (germinacién) y 48 horas
(establecimiento de plantula temprano). El tejido se utiliz6 completo o la raiz de ejes
de 24 y 48 horas de imbibicion (aproximadamente 1 cm desde la punta de la raiz de
48 horas).

Tratamiento con AZD-8055 y Espermidina para evaluar sus efectos en el
crecimiento temprano de plantula

Para evaluar el efecto del inhibidor AZD8055 en el crecimiento, se obtuvieron
semillas germinadas de 24 horas y se aislaron los ejes embrionarios. Estos se
colocaron en caja Petri con algodén humedecido con medio Murashige y Skoog
0.5X (Murashige T, Skoog F, 1962) que contenia 0 (control), 5, 10, 20 uM de AZD-
8055 disuelto en dimetil sulféxido (DMSO), en oscuridad durante 72 horas a 26 +
2°C. El control contenia el mismo volumen de DMSO, solvente, que el tratamiento
con mayor cantidad de AZD-8055. Al finalizar el experimento se midié la longitud de
la raiz primaria utilizando el software Image J, en tres experimentos independientes
(n=20). En otro esquema experimental, se colocaron semillas secas envueltas en
papel y en presencia de 50 uM del inhibidor o agua (control) en cilindro vertical,
durante 48 horas en fotoperiodo largo (16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad) a 26
+ 2°C. En este caso se aumentd la concentracion del inhibidor dado que se utilizaron
semillas completas que presentan la barrera del endospermo para la entrada del
inhibidor.
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Para evaluar el efecto de la poliamina espermidina (Spd) en el crecimiento,
asi como su conexion con la via TOR, las semillas se colocaron en cilindro vertical
en presencia de 0.1 mM Spd, 50 uM AZD-8055 o el doble tratamiento (Spd/AZD)
durante 48-72 horas, en fotoperiodo largo a 26 + 2°C. Al finalizar el experimento, se
midié la longitud de la raiz primaria utilizando el software Image J, en tres
experimentos independientes para 48 horas de tratamiento y dos réplicas para 72

horas (al menos 10 ejes por experimento).

Tratamientos con AZD-8055 y Espermidina para evaluar la actividad de la via

TOR en ejes embrionarios de maiz

Para analizar el efecto de diferentes concentraciones de AZD-8055 en la
actividad de la via TOR durante las primeras etapas de establecimiento de la
plantula, se aislaron proteinas totales a partir de ejes que se extrajeron de semillas
imbibidas por 45 horas y fueron incubados durante 3 horas en presencia de 0 uM,

1 uM, 5 uM o 20 uM de AZD-8055, para un total de 48 horas de imbibicién.

Para evaluar la actividad de la via en presencia de espermidina y AZD-8055
durante el establecimiento temprano de plantula, se seleccionaron semillas
germinadas de 24 horas de imbibicion en oscuridad y se colocaron en cilindro
vertical en presencia de 0.2 mM Spd, 50 uM AZD-8055, o la combinaciéon AZD/Spd,
asi como un tratamiento control (agua), durante 24 horas adicionales bajo
fotoperiodo largo a 26 + 2°C.

Aislamiento de proteinas

Se aislaron proteinas totales a partir de 0.5 g de ejes embrionarios o punta
de la raiz. El tejido se homogeniz6 con un Polytron en amortiguador de extraccion.
Posteriormente se centrifugo a 17000 x g durante 40 minutos a 4°C y se separo el
sobrenadante que contenia las proteinas. Se realizd la cuantificacion de las
muestras utilizando el método de Bradford (Biorad) en un espectrofotbmetro
BIOMATE 3 (ThermoScientific). Las concentraciones de proteina se obtuvieron
interpolando el valor de absorbancia de la muestra a 595 nm en una curva patron

con diferentes concentraciones de albumina sérica bovina (BSA). La integridad de
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las proteinas se verificO en gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al

10% utilizando la tincibn con Coomassie Coloidal G-250 para la visualizacion.

o Amortiguador de extraccion de proteinas
50 mM HEPES pH 7.6
4 mM EDTA
20 mM EGTA
20 mM manitol
0.2 mM PMSF
1X Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail (100X) (Thermo Fisher Scientific)

1 tableta de inhibidores de proteasas Complete TM (Roche Diagnostics) por
cada 50 mL de amortiguador

Separacion de proteinas mediante SDS-PAGE

Las proteinas se sometieron a electroforesis vertical y se separaron en geles de
poliacrilamida al 8%, para la posterior inmunodeteccién tipo western de la proteina
TORy al 12.5%, para la posterior inmunodeteccion tipo western de las proteinas S6
y S6K. La muestra de proteinas se preparé con amortiguador de carga 1X y se
desnaturalizé a 100°C durante 5 minutos. En cada pozo se aplicaron 40 ug de
proteinas totales, para la deteccion de la proteina S6 o 100 ug de proteinas totales
para la deteccion de S6K y TOR. La corrida se realiz6 a 100V durante
aproximadamente 2 horas y 30 minutos en amortiguador de corrida 1X o hasta

salida del frente de corrida.

o Amortiguador de carga 5X

Tris 240mM pH 6.8

0.8% (m/v) SDS

0.08% (m/v) azul de bromofenol

5% B-mercaptoetanol (se afiadié antes de usar)
o Amortiguador de corrida 10X

Tris 250 mM pH 8.3

14.4 % (m/v) Glicina
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1% (m/v) SDS

Protocolo de inmunodeteccion tipo western (Western blot)

Las proteinas en los geles se transfirieron a membrana de Fluoruro de
Polivinilideno (PDVF; Millipore), previamente activada en metanol. La membrana y
los geles se colocaron en una camara de transferencia en humedo de Biorad,
conteniendo amortiguador de transferencia 1X. La camara se colocé en un
recipiente con hielo y se realizé la transferencia a 100V durante 2 horas para las
membranas de S6 y S6K. Para la proteina TOR la transferencia se realiz6 en el

cuarto frio a 4°C durante toda la noche (15-16 horas) a 25V.

o Amortiguador de Transferencia 1X
100 mL Metanol

100 mL Amortiguador de corrida 10X
*Agregar H20dd cbp 1L

Después de la transferencia las membranas se incubaron durante 5 minutos en
amortiguador de fosfatos PBS 1X y posteriormente se realizo el bloqueo en 10 mL
de solucién PBS 1X/ 5% (m/v) leche (leche descremada Svelty®) en agitacion suave
durante 2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se desechdé la
solucién de bloqueo y se lavd la membrana con amortiguador PBS 1X durante 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se incubd con el anticuerpo
primario durante toda la noche en el cuarto frio a 4°C para anticuerpos policlonales

o durante 3 horas a temperatura ambiente para anticuerpo monoclonal anti-TOR-P.

o Amortiguador PBS 10X pH 7.4
1.38 M NaCl
30 mM KCI
81 mM Na2HPOa4
15 mM KH2POg4

Los anticuerpos primarios se prepararon en 10 mL de solucién PBS 1X/ 5% (m/v)
leche/0.1% (v/v) Tween20. Para la deteccién de la proteina ribosomal S6 se

utilizaron anticuerpos primarios generados contra las proteinas de Arabidopsis
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thaliana: anti-AtrpS6 dilucién 1:2500, anti-AtrpS6-P(S240), dilucién 1:5000 (Enganti
et al, 2018). Para S6K total se utilizé un anticuerpo policlonal de conejo generado
para un epitopo del carboxilo terminal de la proteina de maiz anti-ZmS6K diluciéon
1:1000. Este anticuerpo fue amablemente proporcionado por el Dr. Homero Reyes
de la Cruz de la Universidad Michoacana de San Nicolas Hidalgo. En el caso de la
proteina S6K-P (T389) se utilizd el anticuerpo anti-S6KP (Cell Signaling #9205,
dilucion 1:1000). Para la deteccion de TOR-P (S2448) se utilizdO un anticuerpo
monoclonal conjugado a HRP (Horseradish Peroxidase) (Santa Cruz Biotech, SC-
293133, dilucion 1:200).

Después de la incubacion con el anticuerpo primario, la membrana se lavo tres
veces con PBS 1X/0.1% (v/v) Tween20 durante 10, 5 y 5 minutos. Posteriormente
la membrana se incubd con el anticuerpo secundario (IgG anti-conejo conjugado a
HRP, dilucion 1:5000) preparado en solucion de bloqueo, durante 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente se retird el anticuerpo y se realizaron tres
lavados con PBS 1X/0.1% (v/v) Tween20 durante 10, 5y 5 minutos. Las membranas
se revelaron utilizando el sustrato quimioluminiscente Luminata Classic Western
HRP (Millipore) en detector Chemidoc de Biorad.

Identificacion de mensajeros que contienen uORF en maiz y analisis del 5’"UTR

Primeramente se revisd la literatura en busqueda de transcritos que
contienen UORF en A. thaliana y cereales, incluyendo maiz, ya que esto apunta a
gue se conserva la funcionalidad del uORF (Tran et al, 2008). Dentro de estos
encontramos a los mensajeros de las enzimas trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP),
la proteina cinasa de S6 (S6K) y la S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC).
Ademas, se incluyeron mensajeros que se habia comprobado experimentalmente
que son regulados por uORF, como los de la poliamina oxidasa dependiente de
FAD (PAO) y el factor de transcripcion tipo zipper basico de leucina-11 (bZIP11) en
A. thaliana (Guerrero-Gonzéalez et al, 2016; Wiese et al, 2004). La regulacion
mediada por uUORF en SAMDC de A. thaliana también se habia comprobado

experimentalmente (Hanfrey et al, 2005).
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Se revisé la base de datos eFP Browser (www.bar.utoronto.ca) de maiz para

investigar si estos candidatos se reportaban expresados en las etapas de imbibicion
de semillas de maiz estudiadas. Los mensajeros mencionados se eligieron sobre la
base de que tuvieran funciones importantes en procesos blancos de TOR de interés
para este proyecto, como la regulacion de la expresion genética, el metabolismo o

la adaptacion a estrés.

Para la identificacion de los homdlogos en maiz se realizdé un alineamiento
utilizando BLAST (Basic Local Aligment search Tool) de las secuencias de las
proteinas de A. thaliana descargadas a partir de TAIR (The Arabidopsis Information

Resources) www.arabidopsis.org con respecto a las secuencias de Z. mays

depositadas en la base de datos Phytozome: phytozome.jgi.doe.gov (Ensembl-18).

De los resultados que arrojo este alineamiento, se consideraron los candidatos con
un valor E=1.0e-50, un porcentaje de identidad =60% y una cobertura de la
secuencia 250% con respecto a la proteina de A. thaliana. Posteriormente se realizo
el alineamiento reciproco en el que se utilizo la secuencia de la proteina de maiz y
se alined contra la base de datos de A. thaliana, obteniéndose la proteina inicial de

A. thaliana entre 1 de las dos primeras coincidencias.

Los nimeros de acceso de los candidatos identificados en maiz, asi como
las secuencias de sus 5'UTR, se actualizaron de acuerdo con la Ultima anotacion
del genoma en la pagina web MGDB v.4 (Maize Genetic and genomic Database)

www.maizegdb.org. En la Tabla | se enumeran los candidatos seleccionados para

el estudio de la regulacién de su expresion mediada por TOR.

Una vez que se identificaron los homaologos putativos en maiz, se realizé la
busqueda de uORF en el 5’UTR utilizando la herramienta ORF Finder de gene

Infinity (http://www.geneinfinity.org). Se consideraron uORF de longitud minima 3

codones, con AUG como coddn de inicio, en cualquier marco de lectura con
respecto al ORF principal que codifica la proteina de interés. Esa herramienta
proporcion6 la secuencia del uORF, su posicion y la secuencia del péptido
codificado. Las longitudes de los uORF y sus péptidos se determinaron
manualmente utilizando el conteo de palabras en el programa Microsoft Word.
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Disefio de oligonucleétidos para transcritos candidatos a ser regulados por
TOR
Los oligonucleétidos empleados como cebadores en las reacciones de PCR

para evaluar los niveles de los transcritos candidatos se disefiaron a partir de la
secuencia de cDNA correspondiente utilizando el programa Primer3Plus

(www.primer3plus.com). Se consideraron los parametros que dicta el programa

para cebadores a utilizarse en reacciones de gPCR tiempo real, tales como
presentar 50% de GC, longitud de 20-24 nucleoétidos y temperatura de hibridacion
60°C. Las caracteristicas energéticas de los cebadores se verificaron utilizando la

herramienta OligoAnalyzer 3.1 (www.idtdna.com/calc/analyze). Se tomé en cuenta

que no formaran dimeros o estructuras secundarias estables. Entre los pares de
cebadores que arroj6 el programa se considerd que se ubicaran hacia el extremo 3°
del mensajero, en aras de aumentar las posibilidades de que este se esta asociando
a un transcrito completo. En la Tabla | se proporcionan las secuencias de los

cebadores correspondientes y el tamafio del amplicon esperado en cDNA.

Tabla I. Oligonucleétidos utilizados para la evaluacién por PCR de los niveles de los
transcritos. Se muestran las secuencias de los cebadores correspondientes a cada
transcrito y el tamafio del producto de amplificacion por PCR en cDNA. Estos candidatos
se evaluaron en RNA total y/o RNA de polisomas, la actina se utiliz6 como control
constitutivo. Los oligos para TOR, S6K y S6 fueron disefiados previamente utilizando el
procedimiento mencionado (Tesis de Licenciatura Grecia Olea Badillo). FT: factor
transcripcional.

Transcrito Identificador Par de oligos (5" —3) Amplifica-
cion (pb)

elF4E, Factor de | Zm00001d041682; FW:AGATGGACAAAGGCCTGAAG 100

inicio de la
GRMZM2G002616 o
traduccion 4E RV:AACCACCCAGCATGCATTTG

elFiso4E, Factor | Zm00001d014065; | FW:TGCTAGTGTCCGTGCAAGAG 167

deiniciodela | coy\7M2G022019 | RV:CTCTGCTGGGCTTGTCTCTC
traduccion iso4E

S6K1, proteina Zm00001d022434; | FW:CACAAGGAACCCAACAAGCG 306
cinasa de S6
GRMZM2G080001 | RV:CTTGAGCCTAGAGCCGGATG

TPP, trehalosa- | Zm00001d017502; | FW:TGCATGGCTGTCAAAATGCC 141

6-fosfato GRMZM2G112830 | RV:ATGAACGCTTTGTCGGGATC
fosfatasa
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SAMDC, S- Zm00001d020543; | FW:AACCGTTCAAGCCCAACAAG 89
':‘]:e“°s"met'°“' GRMZM2G060369 | RV:-TGTCATGCACATCTCAAGCG
descarboxilasa
PAO, poliamina | Zm00001d001883; | FW:AATTACCCGCCAGCACAATG 111
oxidasa GRMZM2G078033 | RV:ATTACGTTCGCCTTGAGCAC
bZIP11, FT de Zm00001d015153; | FW:TTAGCTTGCATGCACTTCCC 147
tipo zipper de GRMZM2G444748 | RV:ACACACTACCACACCACACTA
leu basico-11

G
TOR, cinasa Zm00001d037950; | FW: GATGCAAGTCCTTCGCACAA 178
Target of GRMZM2G049342
rapamicyn RV:CTCTCGGTTAGCCACTGCTT
S6, proteina Zm00001d022180; | FW: AGTCTGTCCGTGGTTGCAT 121
ribosomal GRMZM2G054136

RV: ACCCCTCATCCTTGGCTTC
Actina Zm00001d011086; | FW:AACGAGCTTCGTGTTGCAC 166

GRMZM2G067985 | RV:GCCCACTAGCATAGAGTGATA
GA

Obtencion de perfiles polisomales

Para el andlisis de la regulacion traduccional mediada por TOR se obtuvieron
perfiles polisomales a partir de ejes embrionarios de 48 horas tratados durante las
tltimas 3 horas de imbibicion con AZD-8055 o DMSO (control) en medio MS.

Se macer6 en mortero aproximadamente 1 gramo de tejido con nitrégeno
liquido hasta polvo fino. Luego se agreg6 a la muestra 5 mL de amortiguador de lisis
(consultar la composicion mas abajo). Seguidamente, las muestras se agitaron
vigorosamente con vortex y se centrifugaron a 12000 x g durante 10 minutos a 4°C.
El sobrenadante se tomé y se repitié la centrifugacion en nuevos tubos. Luego se
cargl el sobrenadante en 0.5 mL de amortiguador de gradiente (consultar la
composicion mas abajo) y 1 mL de colchon de sacarosa 60% (preparado en
amortiguador de gradiente) que contenia 50 ug/mL cicloheximida y 0.1% (v/v) DTT

(1M). Las muestras se centrifugaron a 50000 rpm durante 3 horas en rotor fijo
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Beckman 80Ti. El precipitado se resuspendié en 300-400 uL de amortiguador de
lisis y se aplicé a un gradiente continuo de 15% a 60% de sacarosa preparado
previamente en amortiguador de gradiente. Para separar los ribosomas y
polirribosomas en el gradiente se centrifugé a 38000 rpm durante 2 horas a 4°C en
rotor Beckman SW55Ti. El gradiente se colecté en 15 fracciones de 500 pL
utilizando una bomba Labconco conectada a un detector Econo UV Monitor de
Biorad. Las fracciones se agruparon de acuerdo con la absorbancia a 260nm en
NP: no polisomas, M: monosomas, LP: polisomas ligeros, MP: polisomas medios,
HP: polisomas pesados.

o Amortiguador de lisis
200mM Tris-HCI pH 8.5
50mM KCI
25mM MgCl2
2mM EGTA
2% PTE
1% IGEPAL
1% Tritobn X-100
0.1% DTT 1M
50 pug/mL Ciclohexilamida (0.2 mg/ml)
0.5 mg/mL Heparina

o Amortiguador de gradiente
50mM Tris-HCI pH 8.5
20mM KCI
10mM MgCl,
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Extraccion de RNA total y RNA de polisomas

La extraccion de RNA total se realiz6 a partir de ejes embrionarios de 48
horas de imbibicion utilizando el método fenol/cloroformo de acuerdo con el

protocolo del reactivo TRIzol Reagent (Thermo Scientifc).

El aislamiento de RNA del gradiente polisomal se realizé a partir de 500 pl
de cada fraccion. La muestra se traté con 25 ul de 10% SDS y 1 ul de Proteinasa K
(10 mg/ml), durante 30 minutos a 37°C, para la disociacién de los complejos
nucleoproteicos. Posteriormente se separo el RNA afiadiendo 250 ul de fenol &cido
y 250 pul cloroformo:alcohol isoamilico 25:1 (v/v), las fases se separaron por
centrifugacion a 15000 x g durante 5 minutos a 4°C. Se separ6 el sobrenadante y
se precipitdé el RNA afadiendo 70 ul de 10M LiCly 750 ul de isopropanol. La mezcla
se incubo durante 1 hora a -20°C. Posteriormente se centrifug6 a 18000 x g durante
5 minutos a 4°C, se descarto6 el sobrenadante y se lavé el precipitado de RNA con
etanol 70%. El precipitado se dej6 secar al aire y se resuspendié en 20 ul de H20-
dietilpirocarbonato (DEPC). La integridad del RNA obtenido se verifico en gel de
agarosa 1.0% (p/v), preparado en amortiguador TBE 0.5X (44.5 mM Tris, 44.5 mM
acido borico, 1 mM EDTA).

Tratamiento de RNA y sintesis de cDNA

El RNA total (5 pg) se traté con DNAsa RQ1 (Promega) durante 30 minutos
a 37°C en una reaccion de 30 pL. Para el RNA de polisomas se realizé el mismo
procedimiento, pero utilizando el mismo volumen de las muestras de RNA para cada
fraccion en la reaccion de la DNAsa, con un minimo de 0.6 pg de RNA en las
fracciones de no polisomas. Posteriormente las muestras se purificaron en
columnas utilizando el estuche RNA Clean and Concentrator (Zymo Research) para

eliminar residuos de la reaccion de DNAsa.

La sintesis de cDNA se realiz6 a partir 1 ug de RNA purificado (RNA total) o
3 ul de RNA polisomal purificado de cada fraccion. Se utilizo el protocolo del estuche

Improm II™ Reverse Transcription System de Promega mediante el siguiente
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programa: incubacion de la mezcla y oligoDT a 25°C durante 5 minutos, extension
durante 60 minutos a 42°C e inactivacion de la enzima transcriptasa reversa a 70°C

por 15 minutos. Las muestras se almacenaron a -20°C hasta su uso.
Condiciones de PCR punto final y PCR tiempo real

La distribucion de los transcritos en las fracciones del perfil polisomal se
evalué por RT-PCR punto final. Para las reacciones de PCR se utilizaron de 1-2.5
ul de cDNA de cada fraccion en 20-25 ul de reaccion utilizando el estuche Taq
Polimerasa Recombinante de Thermo Scientific. Los oligonucle6tidos se emplearon
a una concentracion final de 100 uM cada uno. Para la amplificacion de los blancos
por PCR punto final se utilizé el siguiente programa: 5 min 95°C; 30 ciclos: 45 seg
95°C, 45 seg 60°C, 1:00 min 72°C; 1:00 min 72°C. Los productos de amplificacién
se visualizaron en geles de agarosa 1-2% tefidos con bromuro de etidio. Los genes
se prepararon en amortiguador TBE 0.5X (44.5 mM Tris, 44.5 mM &cido bdrico, 1
mM EDTA).

Los niveles totales de RNA se evaluaron mediante RT-qPCR tiempo real.
Para las reacciones de PCR se utilizé 1 ul de cDNA diluido 1:2 en 10 pl de reaccion
utilizando el estuche Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo
Scientific). Los oligonucleétidos se emplearon a una concentracion final de 100 uM.
Para la amplificacion de los blancos por PCR tiempo real se utilizé el programa
indicado en el estuche: 2 min 50°C, 10 min 95°C; 40 ciclos: 15 seg 95°C, 1:00 min
60°C. Los resultados se visualizaron en el programa 7500 v2.0.6 de Applied
Biosystems. Los niveles relativos de expresion se determinaron segun el método 2~

ACty se utilizod la actina como normalizador.

Construcciones utilizadas en los ensayos en protoplastos

pmonoGUS: se utilizé como control de traduccion basal de un mensajero que
no contiene uORF. La construccion pmonoGUS se describid previamente
(Schepetilnikov et al. 2013). Contiene resistencia a ampicilina, el promotor
constitutivo 35S proveniente del genoma del Virus del mosaico de la coliflor (CAMYV)
y el gen reportero de la B-Glucuronidasa (GUS). Entre las secuencias de 35S y GUS

se encuentran una secuencia corta (55 pares de bases) que no contiene UORF.
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Flanqueando esta secuencia se ubican dos sitios de restriccion, Accl (extremo 57) y
Kpnl (extremo 37). Esta construccion se utilizé como control de traduccion basal de

un mensajero que no contiene UORF.

pAtCUAO1-GUS vy pZmPAO3-GUS: [S’UTR AtCuAO1l-GUS; 5UTR

ZmPAO3-GUS] se evaluaron como candidatos a ser regulados a nivel traduccional

por TOR. Estas se generaron a partir de la sustitucion de la secuencia corta del
CAMV en el plasmido pmonoGUS con la 5"UTR de la enzima poliamina oxidasa de
A. thaliana AtCuAO1 (At1g62810) o la 5’"UTR de la poliamina oxidasa de maiz
ZmPAO3 (Zm00001d001883). La construccion pAtCuAO1-GUS se generd en el
laboratorio a cargo la Dra. Lyuba Ryabova en el Instituto de Biologia Molecular de
Plantas, Estrasburgo, Francia. La construccion pZmPAO3-GUS se generd en
nuestro laboratorio como parte del trabajo de servicio social de Ernesto Miguel

Ferruzca.

Generacion de la construccion pZmPAO3-GUS

Para la clonacion del 5UTR de ZmPAO3 en pmonoGUS, se amplifico por
PCR el 5’"UTR completo con oligonucleétidos que contienen los sitios de restriccion
Kpnl y Accl (Tabla 2).

Tabla Il. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de la 5’UTR de ZmPAO3.
Se muestra el identificador de los cebadores y su secuencia que incluye sitios de restriccion

(letras minUsculas) para las enzimas empleadas para la clonacién de la 5’"UTR en el vector

pmonoGUS.
Oligonucleétido Secuencia 5 —3° Sitio de
restriccion
ZmPAO3-UTR-FW | ggggtaccccACCCGTGTCGTGTCTAAACGGAC Kpnl

ZmPAO3-UTR-RV | ggggtacccccggtataccgACCAGCCGCCGGCTTCG Kpnl/Accl

La secuencia de la 5"UTR se insert6 en el vector pGEM de acuerdo con el
protocolo del estuche pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega). El vector pGEM-
5'UTR (inserto) se utilizd como templado para amplificar por PCR la 5’UTR. El

producto de amplificacion se purificd a partir de gel de agarosa 1% (p/v) utilizando
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el protocolo de extraccion de DNA del estuche Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo
Research). Posteriormente, 3 ug de DNA del inserto purificado se digirieron
utilizando una mezcla de las enzimas de restriccion Kpnl + Accl durante 2 horas a
37°C. El producto de la digestion se purificé en gel y se utilizé para insertarlo en
pmonoGUS. El plasmido pmonoGUS (2 ug) se digirié con las enzimas de restriccion

Kpnl y Accl durante 2 horas a 37°C y el producto de digestion se purifico en gel.

La reaccion de ligacion de la 5’'UTR en pmonoGUS se realiz6 utilizando los
reactivos del kit pPGEM®-T Easy Vector Systems y una relacion inserto:vector de 3:1
durante 1 hora a temperatura ambiente. La reaccion se mantuvo a 4°C por 72 horas
antes de la transformacion de células de E. coli cepa DH5a. Las células se
transformaron por choque térmico a 42°C durante 45 segundos. Las bacterias se
sembraron en cajas con medio Luria Bertani (LB) sdlido (Sigma, mezcla Lennox) +
ampicilina y se realiz6 PCR de colonias resistentes, utilizando los oligonucleétidos
especificos para la 5’"UTR. Las colonias confirmadas por PCR se propagaron y se

purifico el plasmido a partir de los cultivos.

Los plasmidos obtenidos se enviaron a secuenciar para comprobar que
contenian la 5"UTR en la direccion correcta y que no presentaran mutaciones que
afectaran el uORF. Las secuencias obtenidas se alinearon con la secuencia
reportada del 5’"UTR en la base de datos MGDB. Se seleccionaron dos clonas que
no contenian ninguna mutacion en el 5’UTR.

Ensayo de traduccion en protoplastos de A. thaliana y medicion de la
actividad de GUS

Se obtuvieron protoplastos de A. thaliana a partir de hojas de plantula de 10
dias de acuerdo con el protocolo descrito previamente (Yoo et al, 2007). Se
utilizaron plantas silvestres (WT) y plantas mutantes tor RNAI 35-7 previamente
reportadas (Deprost et al, 2007), ambas del ecotipo Col-0. Los protoplastos se
transfectaron con 5 pug del DNA correspondiente a cada construccion durante 20
minutos utilizando polietilenglicol. Los protoplastos transfectados se incubaron
durante toda la noche para la expresion de las construcciones, a 26 °C en tampoén

WI, en oscuridad. Para los tratamientos que impactan en la actividad de TOR, en el
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medio WI se incluyé 1 uM de auxina acido l-indolacético (1-NAA), 0.5 uM AZD-
8055, 0 auxina+AZD.

Transcurrida la incubacion los protoplastos se colectaron mediante
centrifugacion a 1300 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las células
se lisaron en buffer de extraccion, vortex breve. El lisado se centrifugé a 17000 x g
durante 10 minutos a 4°C para eliminar el debris celular. EI sobrenadante que
contenia las proteinas se separé en tubos preincubados en hielo y se utilizd
inmediatamente para el ensayo de actividad de GUS.

o Amortiguador WI pH 5.7

4mM MES

0.5 M manitol

20 mM KCI

o Amortiguador de extraccion de proteinas de protoplastos pH 7.0

50 mM NaH2POa4

10 mM EDTA 10

0.1% (v/v) NP-40

La actividad de GUS se midio realizando un ensayo fluorimétrico usando un
lector de fluorescencia FLUOstar OPTIMA (BMG Biotech) de acuerdo con el
protocolo descrito previamente (Schepetilnikov et al, 2013) y se normaliz6 con
respecto a los niveles de RNA de GUS. Para estimar los niveles de RNA de GUS,
se extrajo el RNA total de los protoplastos utilizando el protocolo del reactivo TRIzol.
La sintesis de cDNA se realizo utilizando el estuche RT-SuperScript 11l (Invitrogen).
Los niveles de los transcritos se evaluaron por PCR punto final utilizando
oligonucledtidos especificos para GUS. Para la amplificacion por PCR punto final se
utilizé el siguiente programa: 2 min 98°C; 20 ciclos: 30 seg 98°C, 30 seg 56°C, 3
min 72°C. Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1.2% (p/v)
y se visualizaron mediante tincion con bromuro de etidio. Los geles de agarosa se
prepararon en amortiguador TBE 0.5X (44.5 mM Tris, 44.5 mM acido borico, 1 mM
EDTA).
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Graficos y tratamiento estadistico de los datos

Las graficas se realizaron en el programa Origin Lab. En los graficos de caja
el tamafio de la caja indica el intervalo intercuartilo, la linea media es la mediana y

los bigotes representan la desviacion estandar de los datos.

En los experimentos de fenotipo las diferencias estadisticas entre el tamafio
de la raiz se obtuvieron mediante la prueba ANOVA de una via, * p < 0.05, ** p <
0.01, *** p<0.001 ****p <0.0001. Para la expresion relativa de los transcritos blanco
de TOR las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba t-test para dos
muestras, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001 **** p < 0.0001.
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lll. RESULTADOS

Analisis de la identidad de las proteinas TOR, S6K y S6 de maiz con respecto
a otras especies y conservacion de los sitios de fosforilacion

Los antecedentes demuestran que TOR y componentes de la via, como S6K
y S6, son importantes para el control traduccional. En eucariontes, estas proteinas
se regulan a nivel de fosforilacion. En particular en A. thaliana y maiz, la fosforilacion
de S6K aumenta en respuesta a auxinas e insulina, respectivamente
(Schepetilnikov et al, 2013; Reyes de la Cruz et al, 2004). Sin embargo, en articulos
de investigacibn mas recientes se utiliza la proteina S6 como marcador de la
actividad de TOR, dado la poca abundancia de S6K en tejidos de plantas, en
comparacién con células en cultivo (Dobrenel et al, 2016; Couso et al, 2020; Forzani
et al, 2019). Por otro lado, la fosforilacion de TOR en el residuo de S2424 y su
actividad aumentan en respuesta a estimulos de auxinas que inducen la traduccién
de mensajeros que contienen UORFs. En el presente trabajo se utilizaron las tres
proteinas para evaluar la actividad de TOR durante la germinacion y establecimiento

de la plantula.

Primero se analizaron las secuencias de las proteinas TOR, S6K y S6 en
maiz, en cuanto a su conservacion con respecto a otras especies de plantas y la
presencia de sitios de fosforilacion dependientes de la actividad de la via TOR. En
la Tabla 1 se muestran los porcentajes de identidad de las proteinas TOR, S6K y
S6 de maiz con respecto a las proteinas de humano (Homo sapiens), A. thaliana y
arroz (Oryza sativa) que es una planta monocotiledonea mas cercana a maiz (Z.
mays). Como se muestra existe un bajo porcentaje de identidad entre las proteinas
de plantas y humano, especialmente para las proteinas TOR y S6K, donde es menor
al 50%. Mientras que existe una alta identidad entre las proteinas de plantas, mas
del 70% de identidad en todos los casos, especialmente entre maiz y arroz, mas del
80% de identidad.
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Tabla 1. Nivel de identidad de las proteinas TOR, S6K y S6 en maiz con las
secuencias correspondientes a A. thaliana (At), arroz (Os) y humano (Hs). Los
alineamientos se realizaron utilizando Clustal Omega (ver el Anexo 1 para los alineamientos
completos y accesos). Las secuencias se obtuvieron a partir de TAIR (The Arabidopsis
Information Resource www.arabidopsis.org), MGDB (Maize genetic and genomic data bank
www.maizegdb.org) y NCBI (National center for Biotechnology Information
www.ncbi.nim.nih.gov). Para la proteina TOR de maiz y arroz no se ha reportado una
secuencia completa en MGDB u otra base de datos especifica de plantas por lo que se utilizd
las secuencia depositadas en NCBI, en el caso de maiz esta se reportd de manera
experimental por (Agredano-Moreno et al, 2007).

Proteina NuUmero de Longitud Identidad (%)
acceso (aa)
ZmrpS6-2 | AtrpS6A | AtrpS6B | OsrpS6-1 | OsrpS6-2 HsrpS6
ZmrpS6-1 | Zm00001d022180 | 251 99.2 87.2 87.55 95.2 95.51 63.97
ZmrpS6-2 | Zm00001d006899 251 - 87.6 87.95 95.6 96.33 63.97
ZmS6K-2 | AtS6K-1 | AtS6K-2 | OsS6K-1 | OsS6K-2 | HsS6K-1 | HsS6K-2
ZmS6K-1 | Zm00001d022434 | 486 72.92 66.08 | 65.37 86.3 76.83 43.3 43.19
ZmS6K-2 | Zm00001d047531 | 481 - 66.3 65.37 81.95 85.62 43.77 41.53
AtTOR OsTOR HSTOR
ZmTOR AAW7T8347.1" 2464 72.36 91.27 44.07

En el genoma de maiz y arroz se identificaron dos isoformas de la proteina
S6 que se denominaron aqui 1y 2; las proteinas de maiz son muy similares entre
si (99.2%) y a las proteinas de A. thaliana. En A. thaliana estas isoformas tienen
funciones redundantes y al igual que TOR son esenciales para la embriogénesis.
La proteina S6K estad codificada por dos genes en humano y en las plantas
analizadas. La identidad entre las isoformas de maiz es moderada, 72.92%, similar
a lo que ocurre para S6K-1/2 de humano, 70.35%. En humano S6K-1 esti
relacionada principalmente con la regulacion de la sintesis de proteinas y S6K-2 con
la proliferacién celular, ambas son blanco de TOR (Tavares et al, 2015). Es
importante mencionar que los nombres ZmS6K-1 o0 ZmS6K-2 fueron adjudicados de
manera arbitraria ya que ambas tienen porcentajes de identidad muy similares con
las proteinas de humano y A. thaliana. Es importante notar que las proteinas S6K
de plantas contienen una secuencia adicional en el extremo amino terminal y son
truncas en el extremo carboxilo terminal con respecto a la proteina de humano
(sefialadas con recuadro, Anexo 1). Estas secuencias podrian influir en su

plegamiento, interaccion con otras proteinas y su regulacion.
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Por su parte TOR esté codificado por un solo gen, la proteina de maiz tiene
91.27% de identidad con la de arroz y una menor identidad (72.36%) con la de A.
thaliana. En el alineamiento de TOR se observan bloques de residuos conservados
a lo largo de la proteina que corresponden a los dominios HEAT, FAT, FRB, cinasa
y FATC, el porcentaje de identidad aumenta especialmente en la region del dominio
cinasa (Anexo 1). Cabe notar que todas las proteinas de plantas tienen
aproximadamente 30 aminoacidos adicionales en el carboxilo terminal rio arriba del
dominio FATC (Anexo 1). Esta caracteristica se reporté en A. thaliana donde se
observo que, a diferencia de la proteina de animales, este dominio no es esencial
para la actividad de AtTOR en condiciones de crecimiento en el laboratorio. Ya que
el dominio FATC participa en las interacciones con otras proteinas y en el
plegamiento del dominio cinasa. Estos residuos adicionales podrian conferir
caracteristicas especiales a la proteina TOR de plantas.

A pesar de la divergencia entre las proteinas S6, S6K y TOR de las especies
de plantas analizadas y las de humano, se conservan los sitios de fosforilacion
relevantes para regular la actividad de la via en mamiferos y levadura (Figura 1). En
el caso de TOR, el residuo S2448 de la proteina de humano se encuentra
conservado en las proteinas TOR de arroz, maiz y A. thaliana. Este aminoacido se
ubica entre el dominio cinasa y FATC, y es reconocido por fosfo-anticuerpos
dirigidos a la proteina de raton (Schepetilnikov et al, 2013; Garrocho-Villegas et al,
2013). En la Figura l1a se puede apreciar un sitio de fosforilaciébn en el contexto

(R/KxxxRxxS), que se mantiene para todas las proteinas mostradas.

En el caso de S6K, la proteina contiene un residuo de serina o treonina en
todas las especies analizadas, homoélogo al residuo T389 fosforilado por TOR en
mamiferos. Este residuo se encuentra en el contexto FxxFSITYVxP, aunque se
observan algunas diferencias importantes para las secuencias de plantas, como es
la presencia de un residuo cargado, arginina (Figura 1b, sombreado azul claro),
antes de una prolina conservada. Es importante sefialar que a diferencia de su
homdlogo en humano donde la fosforilacion del extremo carboxilo terminal de S6K
expone la region interna de la proteina y permite la fosforilacion mediada por TOR
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en la T389, en plantas la proteina contiene solo de 15-20 residuos después del sitio

de fosforilacion por TOR, por lo que podria no requerir dicha exposicion.

Para S6 se identific6 en maiz y arroz el homélogo al residuo S240 fosforilado
por S6K de A. thaliana en un contexto conservado. En la punta de la raiz de maiz
se habia identificado previamente por espectrometria de masas un fosfopéptido que
contiene este residuo (Williams et al, 2003). Sin embargo, no se habia comprobado

mediante el uso de anticuerpos.

. KRETGROFES:A 1 P8 ators2a2a P} KANPRTN PP A1 Taa9
KLTGROFEISGSAL A ZmTOR 52403 KANPRT N WP H AISSK2 T455
KLTGROFBISGSSLS 0sTOR 2404 GHSNEAG ZmS6K-1 T466
RSRTRTDEY SAGQS HsTOR S2448 ANSNEVE P ZmSBK-2 S466

GHSSEAG y 0sSBK-1 T398
ADSNEVE 0sSBK-2 S465
ANQVELEG HsS6K-1 T389
c) ANCQABLE HeSEK-2 T338

AKPSY  AISEA S240
PAKPVA AtSs8 5240
AKASAA ZmSe-1 S240
AKASAA ZmSe-2 5240
VKAAAT 0sS6-1 5240
08862 $240
RASTSKS HsSe 8236

Figura 1. Los sitios de fosforilacion de TOR, S6K y S6 descritos para la via TOR estan
conservados en maiz. Alineamientos de las proteinas a) TOR, b) S6K y ¢) S6 de A.
thaliana, Z. mays, O. sativa y H. sapiens realizado con Clustal omega. La visualizacion de
los resultados se realizé6 mediante el software Jalview 2.11.1.3. Se sefiala con un recuadro
el residuo que se evalu6 mediante inmunodeteccién. En color azul se indican los residuos
conservados en todas las secuencias (azul oscuro) o en al menos la mitad de las
secuencias (azul claro). La numeracion correspondiente a la proteina de cada organismo
se indica al lado derecho del alineamiento y en negrita el residuo blanco de los anticuerpos
utilizados. HsS6K-1 corresponde a la isoforma p70S6K-1 y HsS6K-2 a la isoforma p54S6K-
2 de humano.

La actividad de la via TOR aumenta durante la germinacién y primeras etapas
de establecimiento de plantula y es importante para el crecimiento de
plantulas de maiz

Durante la germinacion y las primeras etapas de establecimiento de plantula
ocurre la activacion metabdlica del tejido quiescente y el crecimiento rapido del eje

embrionario dependiente de la activacion de la sintesis de proteinas, la transcripcion
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y el ciclo celular. Estos procesos son blancos fundamentales de TOR en eucariontes
y reguladores esenciales del crecimiento. Por lo tanto, se estudi6 la actividad de

TOR y el papel de la via en el crecimiento de plantula de maiz.

En estas primeras etapas de desarrollo el crecimiento de la raiz primaria es
mas rapido que el del coleoptilo y depende de la proliferacion y alargamiento celular.
Dado que en otras especies se ha reportado una mayor expresion de TOR en
células en alta proliferacion, se analizo la actividad de la via en la zona de mayor
crecimiento (raiz de 24 y 48 horas de imbibicion) con respecto al tejido completo

(eje embrionario) (Figura 2a).

La forma fosforilada de TOR en el residuo S2448 aparece a bajos niveles a
las 24 horas de imbibicion y tiene un considerable aumento a las 48 horas, de
manera concomitante con el crecimiento acelerado de la raiz (Figura 2b). Cabe
notar que actualmente no contamos con un anticuerpo funcional para detectar la
proteina TOR total de maiz. Se prob6 un anticuerpo generado contra la proteina
TOR de A. thaliana (AS122608, Agrisera) en muestras de eje embrionario y de
callos de maiz (trabajo experimental de la tesis de Licenciatura de Karen Calderén;
este no cuenta con copia en la biblioteca central), pero solo se detectaron bandas
tenues por debajo del peso esperado. Por lo que en este trabajo no pudimos
discernir si el aumento en la fosforilacion corresponde o no a un incremento de la
proteina total. Los antecedentes muestran un aumento en la expresion a nivel de
transcrito y proteina de TOR principalmente a las 48 horas de imbibicién, sugiriendo
que la expresion de la proteina podria tener un papel importante en la regulacion de
su actividad en estas etapas. Aunque no se conoce el impacto de esta fosforilacion
en la actividad de TOR de maiz, ensayos in vitro en A. thaliana demuestran que

aumenta su actividad sobre S6K.
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Figura 2. Aumento de la actividad de la via TOR durante la germinacién y las primeras
etapas de establecimiento de plantula. a) Fenotipos de semillas de maiz variedad
chalquefio en las etapas de desarrollo utilizadas en este trabajo y los tejidos analizados: 0
horas de imbibicién (semilla seca), 24 horas (germinacion) y 48 horas (primera etapa de
establecimiento de plantula). Se sefialan el eje embrionario que consta del coleoptilo, tejido
gue da lugar a la parte aérea de la planta, y raiz. b) Inmunodetecciones para TOR-P
(52448), S6K-P (T389), S6K, S6-P (S240) y S6 en muestras de eje embrionario de
diferentes tiempos de imbibicién y la raiz de ejes de 24 horas y 48 horas. Las muestras se
sometieron a SDS-PAGE en gel de acrilamida 8% (TOR) o 12% (S6K y S6). Los geles se
tifieron con azul de Coomassie para observar la integridad de las proteinas y se utilizaron
como control de carga para el analisis por inmunorréplica por western blot de TOR. El gel
que se us6 como control de carga se corrid simultaneamente con el que se utilizé para la
transferencia.

Para S6K se observaron dos bandas para la proteina total, la cual esta
presente a bajos niveles o indetectables en el eje embrionario seco e incrementa
después de las 24 horas de imbibicion, principalmente en la raiz. Estas bandas
podrian corresponder a la presencia de mas de una isoforma de S6K en los tejidos
ensayados. Un patron similar se observa para la forma fosforilada de S6K, en
conjunto estos resultados sugieren que la proteina S6K aumenta su expresion y es

fosforilada por TOR en respuesta a la germinacion.
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En el caso de la proteina ribosomal S6, en contraste con TOR y S6K esta
presente a altos niveles en el eje embrionario desde la semilla seca. Sin embargo,
en concordancia con los bajos niveles de S6K en tejido quiescente, esta en forma
no fosforilada. Interesantemente, su fosforilacion aumenta a partir de las 24 horas
de imbibicidn tanto en eje como raiz. Esto ultimo sugiere que pueden existir otros
mecanismos de fosforilacion de S6 en este residuo, independientes de S6K cuya
activacion se produce principalmente en raiz. Estudios previos en plantas muestran
que factores como el ciclo circadiano o la presencia de fosfatasas inducidas por
estrés controlan la fosforilaciéon de S6 en el carboxilo terminal (Williams et al, 2003;
Enganti et al, 2018).

Estos resultados apuntan a una activacion de la via a partir de las 24 horas
de imbibicién de la semilla, de manera concomitante con la protrusion y crecimiento
de la raiz. La funcion de la via en esta etapa podria relacionarse con la produccién
de ribosomas y (Bewley, 1997) y con la activacion del ciclo celular (Diaz-Granados
et al, 2020).

Previamente se report6 que el factor similar a insulina de maiz (ZmIGF) activa
a TOR e induce la germinacion y crecimiento de la plantula. Sin embargo, los efectos
de la inhibicién de la via en el crecimiento no se habian estudiado. En este trabajo
utilizamos un inhibidor ATP competitivo especifico de TOR que se describi6é para
plantas por (Montané & Menand, 2013). Para analizar los efectos de TOR en el
crecimiento de ejes embrionarios de maiz se utilizaron dos modelos. En el primero
(Figura 3a), se extrajeron de la semilla ejes de semillas imbibidas por 24 horas y se
colocaron directamente en medio Murashige & Skoog (MS) + 5 uM, 10 uM, y 20 uM
AZD-8055 en oscuridad durante 72 horas. En este experimento se observd una
reduccion en el crecimiento de la raiz (10, 20 uM AZD-8055). En el segundo modelo
(Figura 3b) se utilizaron semillas secas y se colocaron directamente en agua + 50
uM AZD-8055 en presencia de fotoperiodo largo durante 48 horas. Cabe mencionar
gue se utilizé mayor concentracién de AZD-8055 en semillas completas debido a la
barrera de endospermo en cereales (Montané & Menand, 2013). En este

experimento el efecto que se observa depende de las funciones de TOR durante la
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germinacion y el crecimiento posterior. Ademas, la presencia de luz contribuye a la
activacion de TOR. En dichas condiciones también encontramos resultados

similares con un efecto principalmente a nivel de la raiz de la planta.

a) eje embrionario aislado * AZD-8055 (72 horas) b) semilla secax AZD-8055 (48 horas)
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Figura 3. La inhibicién de TOR afecta el crecimiento de ejes embrionarios de maiz. a)
Las semillas secas se incubaron en algodén con agua durante 24 horas a 26 (x2°C) en
oscuridad. Posteriormente se disectaron los ejes embrionarios de las semillas germinadas
y se colocaron durante 72 horas adicionales sobre algodén con una solucién acuosa de
diferentes concentraciones de AZD8055 (0-20 uyM), se utilizé la cantidad de DMSO
(solvente) correspondiente a la mayor concentracion en la condicion control. b) Se
seleccionaron semillas germinadas de 24 horas y se incubaron durante 48 horas
adicionales en agua (control) o AZD8055 50 uM, a 26 (x 2°C) bajo un fotoperiodo (16h
luz/8h oscuridad). En ambos casos se midi6 la raiz (20 ejes por experimento) en 3 réplicas
biolégicas utilizando el programa Image J. La linea y los bigotes en las gréficas de caja
representan la mediana y la desviacion estandar de las muestras, respectivamente. El
andlisis estadistico se realiz6 con ANOVA de una via: p <0,05*%, p <0,01**, p <0,001***,

TOR controla la traduccion de mRNA especificos que contienen uORF

El crecimiento activo de los ejes embrionarios depende de la produccién de
nuevos organelos para la proliferacion celular, lo cual requiere la sintesis activa de
proteinas. Recientemente se describié que ZmTOR participa en la activacion del
ciclo celular durante la germinacién a través del control de la expresion de
ciclinas/CDK en respuesta a azucares (Diaz-Granados et al, 2020). En este trabajo

nos enfocamos a las funciones de TOR en la regulacion traduccional en las primeras
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etapas de establecimiento de plantula (48 horas de imbibicién) donde se encontré

una alta actividad de la via.

Con este propoésito se extrajeron ejes embrionarios y se incubaron durante
las dltimas 3 horas de imbibicion *AZD-8055. Se probaron un rango de
concentraciones, 1uM, 5uM 10uM y 20uM AZD-8055, teniendo en cuenta los
resultados de fenotipo (Figura 3a). Se observo una disminucion de la actividad de
la via acorde a la fosforilacion de TOR y S6, principalmente a partir de 5uM AZD-
8055 (Figura 4a). La fosforilacion de S6K también se evalud, sin embargo, la
deteccion de la proteina por los anticuerpos utilizados fue en muchos casos por
debajo del limite de deteccion del ensayo, dada su poca abundancia en los tejidos
utilizados, por lo que no continu6 analizdndose como marcador de actividad de la

via y en su lugar se registro la fosforilacion de S6.

a) b) 15% sacarosa 60%

| m‘"‘"“’ s ”'— TOR-P monosomas
Control
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polisomas

o s —— _ S6-P

Abs. 260 nm

[ o 2 |
"““‘“ ~ rpS6

Control 1 5 10 20
AZD-8055(uM)

NP M LP MP HP

Figura 4. La inhibicion de TOR con AZD8055 disminuye su fosforilaciéon y la de la
proteina ribosomal S6 en ejes embrionarios de maiz. Los ejes embrionarios se aislaron
de la semillay se incubaron durante 3 horas con las concentraciones de AZD8055 indicadas
(para un total de 48 horas), se utilizé la cantidad de DMSO (solvente) correspondiente a la
mayor concentracion en la condicién control, sin inhibidor. A partir de estas muestras se
obtuvieron proteinas totales o polirribosomas. a) Actividad de la via medida a través de la
inmunodeteccion de la forma fosforilada de TOR-P (S2448), S6-P (S240) y S6 total. Las
proteinas totales se sometieron a SDS-PAGE en gel de acrilamida 8% y 12% para TOR y
S6, respectivamente. Los geles se tifieron con azul de Coomassie para observar la
integridad de las proteinas y se utilizaron como control de carga para el analisis por
inmunorréplica por western blot de TOR. El gel que se us6 como control de carga se corrio
simultdneamente con el que se utilizé para la transferencia. b) Perfil de polirribosomas de
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ejes embrionarios tratados + AZD8055 20 uM. Las fracciones del perfil polirribosomal se
agruparon de acuerdo con la absorbancia a 260 nm en el gradiente de 15-60% de sacarosa
en: M, monosomas; LP, polirribosomas ligeros; MP, polirribosomas medianos; HP,
polirribosomas pesados.

Se obtuvieron perfiles polisomales para analizar la actividad traduccional en
condiciones de inhibicion de TOR. En los perfiles polisomales las fracciones mas
ligeras (NP, M, LP) se asocian con una menor actividad traduccional y las mas
pesadas (MP, HP) con una mayor actividad traduccional. En presencia de 20 uM
del inhibidor se observé un pequefio incremento en el pico de monosomas
comparado con los polirribosomas (Figura 4b) evidenciando un aumento de la
relacion monosomas/polirribosomas de alrededor del 20%. Hasta este punto no
conociamos si TOR estaba involucrado en la regulacion de transcritos particulares
en el modelo de posgerminacién de maiz. Previamente se demostré en A. thaliana
que la activacién de TOR por las fitohormonas auxinas promueve la traduccion de
MRNA de respuesta a auxinas que contienen uORF. Dada la gran relevancia de
este tipo de mensajeros en el control del crecimiento y la adaptacion de la planta a
estimulos ambientales, en este trabajo se propusieron mMRNA gue contienen uORF

como candidatos a ser regulados por TOR (Tabla 2).

Tabla 2. Transcritos seleccionados para el analisis de la regulaciéon traduccional
mediada por TOR en ejes embrionarios de maiz. Se presenta la informacion
correspondiente a las UTR de los mensajeros de maiz de acuerdo con MGDB

www.maizegdb.org: longitud de la UTR y nimero de uORF. ‘UTR de acuerdo

phytozome.jgi.doe.gov (Ensembl18) dado que no se han reportado en la Ultima versién
de MGDB. SAMDC: S-adenosil metionina decarboxilasa; TPP: Trehalosa-6-fosfato
fosfatasa; S6K: cinasa de S6; PAO3: poliamina oxidasa-3. bZIP11: factor transcripcional de

tipo zipper basico-11 (en la anotacion de maiz este gen se informa como bZIP160), S6:
proteina ribosomal S6 de la subunidad pequefia, elF4E: factor de inicio de la traduccion
eucarionte 4E. La secuencia completa de la 5" UTR y posicion de los uUORF muestra en el

Anexo 2.
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Transcrito

# Acceso
Z. mays

# Acceso
A. thaliana

Longitud UTR
(nt)/ no. UORFs

Descripcion

SAMDC"

Zm00001d020543

At3g02470

844/2 CP-uORF

-Enzima decarboxilasa
que participa en la
sintesis de poliaminas.
-Esencial para el
desarrollo embrionario.
-Involucrada en la
respuesta a estrés
salino.

TPP

Zm00001d017502

At4g22590

376/2 uORF

-Enzima que patrticipa en
la sintesis de trehalosa
-Involucrada en la
respuesta a estrés y el
mantenimiento de la
homeostasis de
sacarosa.

S6K

Zm00001d022434

At3g08730

228/1 uORF

-Cinasa involucrada en el
control de la sintesis de
proteinas y la
proliferacion celular.

PAO3

Zm00001d001883

At2g43020.1

480/1 uORF

-Enzima oxidasa que
participa en el
catabolismo de
poliaminas.
-lImportante para la
germinacion y
crecimiento de hoja de
maiz en condiciones
estrés salino.

bzIP11"

Zm00001d015153

At4g34590

972/6 UORF
(1 CP-uORF)

-Factor transcripcional de
tipo zipper basico
involucrado en la
germinacion y la
respuesta a la deficiencia
de sacarosa.

-participa en la
regulacion del
crecimiento en
condiciones de estrés.

S6

Zm00001d02280

At4g31700

141/0

-Proteina ribosomal de la
subunidad pequefia
involucrada en el control
traduccional.

elF4E

Zm00001d041682

At4g18040

192/2

-Factor de unién a Cap
involucrado en la
seleccion de mRNA.
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Estos MRNAs se seleccionaron a partir de una busqueda por homologia de
transcritos en A. thaliana que contienen uORF conservados y son importantes para
la germinacion, proliferacion celular y respuesta a nutrientes. Aunque la anotacion
del genoma de maiz se actualiza constantemente y en especial las UTR se reportan
de manera diferente segun la fuente, aqui se utilizaron transcritos que previamente
se habia informado que contenian uORF comprobados al menos en A. thaliana
(PAO3, SAMDC, bZIP11); o que estan conservados en cinco especies de cereales
incluyendo maiz (SAMDC, S6K, TPP, Tran et al. 2008). Adicionalmente, la 5> UTR
completa de PAO3 se amplificé a partir de cDNA y se secuencid, mostrando que
coincide con lo que se reporta en la Ultima version de Maize genome Databank
(B73_AGPv4). Para elF4E y S6 no se ha reportado experimentalmente su 5’ UTR.
Segun la informacién disponible, el primero contiene una UTR corta y posee dos
pequefios UORFs muy cerca del extremo 5°. La presencia de estos UORF es
especifica para el mensajero de maiz, ya que no aparece en el ortélogo de arroz o
A. thaliana. De estar presentes, estos UORF no presentarian un gran potencial
inhibitorio dado que se encuentran muy cerca de la estructura Cap (16 nucleétidos)
y tendrian un bajo reconocimiento por la maquinaria traduccional. En el caso de S6

tiene una UTR relativamente corta que no contiene uORF (Figura 5a y Anexo 2).

De los siete transcritos cuya distribucion se determind a lo largo de los
perfiles polirribosomales, cuatro presentaron un desplazamiento claro del
mensajero hacia fracciones mas ligeras: TPP, S6K, SAMDC y PAO3. En contraste,
solo pequefios cambios ocurrieron para elF4E y S6 (Figura 5b). La cantidad de
ribosomas unidos a los mensajeros es un indicador de su eficiencia traduccional,
por lo tanto, el desplazamiento hacia las fracciones de no polisomas (subunidades
ribosomales), monosomas (un ribosoma) y polisomas ligeros (entre dos y tres
ribosomas) indica una actividad traduccional mas baja en comparacion con
transcritos enriquecidos en las fracciones de polisomas medios y pesados. A
excepcion de PAQO3, los transcritos ensayados se asocian principalmente a las
fracciones de polirribosomas y estan enriquecidos en polisomas pesados en las
muestras control. La inhibicion de TOR propicia su redistribucion a polisomas ligeros

y no polisomas de manera concomitante con su disminucion en polisomas pesados.
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Este desplazamiento en el perfil de polirribbosomas indica que ocurre una
disminucién en la eficiencia traduccional de estos mensajeros. No se observaron
cambios en los niveles de transcritos totales (Figura 5c¢) de los candidatos, por lo
que el comportamiento observado se debe a un mecanismo de regulacion
traduccional. Es importante notar que la abundancia de la proteina es regulada por
otros mecanismos que involucran las modificaciones post-traduccionales por lo
tanto este aspecto debe ser abordado mediante el uso de otras técnicas como la
inmunodeteccion y espectrometria de masas. Sin embargo, estos transcritos se

proponen como blancos traduccionales de TOR.

La baja abundancia de bZIP11 en las muestras ensayadas no permitio
discernir si es un blanco de TOR. En A. thaliana, bZIP11 se expresa a altos niveles
en la semilla antes de la germinacién y disminuye durante las primeras horas post
germinacion (lglesias-Fernandez et al, 2013). Esto coincide con los bajos niveles
encontrados en comparacion con los demas candidatos a nivel de RNA total.
Ademas, la presencia de muchos uUORF en su UTR (Figura 5a) podria inhibir su
cargado en polisomas en condiciones basales, lo cual corresponde con nuestros
resultados. Para discernir la funcion de TOR en su traduccién necesitamos conocer

su patrén de expresion en maiz y explorar otros tejidos.
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Figura 5. TOR regula la eficiencia traduccional de mRNAs que contienen uORF en
ejes embrionarios de maiz. a) Representacion del 5’"UTR de los mRNAs evaluados de
acuerdo con la informacién en el Anexo 2. En la parte superior se indica la longitud del UTR.
La presencia de uORF se representa como recuadros, los recuadros rellenos indican CP-
UORF (UORF que codifican un péptido conservado en secuencia con respecto a A.
thaliana) en los mensajeros de SAMDC y bZIP11. b) La distribucién de transcritos
candidatos a lo largo del perfil de polirribosomas Control vs. + AZD8055 20 uM se analiz6
mediante RT-PCR de punto final y los productos de amplificacién se visualizaron en gel de
agarosa 2%. Las fracciones del perfil polirribosomal se agruparon de acuerdo con: NP: no
polisomas, M, monosomas; LP, polirribosomas ligeros; MP, polirribosomas medianos; HP,
polirribosomas pesados. La integridad del RNA ribosomal de cada fraccion se muestra en
la parte superior en un gel de agarosa 1.5%. Los recuadros de lineas punteadas sefialan la
disminucién del transcrito en una fraccion y su redistribucion a otra, recuadro de linea
continua. ¢) Niveles totales de los transcritos analizados mediante RT-gPCR en las
muestras ensayadas. Se representan las veces de cambio con respecto al control y la barra
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de error representa la desviacion estandar (n=6). No se encontraron diferencias
significativas entre las muestras, t-Student de dos colas.

Las poliaminas regulan la germinacion y crecimiento de plantulas de maiz a
través de TOR

Entre los transcritos blancos de TOR encontramos a las proteinas SAMDC y
PAO3 que participan en la sintesis y degradacién de poliaminas, respectivamente
(ver la ruta metabolica de poliaminas en el Anexo 3). Las poliaminas son moléculas
policationicas que se producen a partir de la arginina y participan en el reciclaje de
nitrégeno en la célula. Son esenciales para el crecimiento de la planta y la
adaptaciéon a estrés. La espermidina (Spd) es una de las poliaminas mas
abundantes en plantas y es importante para la divisién celular y la sintesis de

proteinas (Tiburcio et al, 2014).

La aplicacién externa de Spd estimula la germinacién y el crecimiento de hoja
en estrés salino (Huang et al, 2017; Rodriguez et al, 2009). Sin embargo, se
desconoce cémo estas moléculas son percibidas y ejercen sus funciones en las
células vegetales. Dado que TOR es un regulador central que recibe estimulos
provenientes de nutrientes como el nitrdgeno y moléculas sefalizadoras aun por
identificar, exploramos la interconexion entre ambas vias. La primera aproximacion
fue analizar el efecto de las poliaminas exdgenas en el crecimiento de plantula de

maiz durante las primeras etapas y si este tenia relacion con la actividad de TOR.

Para estudiar el efecto de la espermidina en el crecimiento de plantulas de
maiz utilizamos semillas secas de maiz que se imbibieron por 48 y 72 horas en
presencia de espermidina en presencia o ausencia de AZD-8055. A las 48 horas de
imbibicién se observé una tendencia a un mayor crecimiento en las muestras
tratadas con espermidina (Figura 6), aunque no significativo estadisticamente.
Después de 72 horas de tratamiento se encontré6 un aumento del crecimiento
estadisticamente significativo inducido por la espermidina. Interesantemente, este
efecto no se produce en condiciones de inhibicion de TOR con AZD-8055. Estos
datos sugieren que se necesita la via TOR activa para que la espermidina tenga sus

efectos en crecimiento, colocandola rio arriba de TOR.
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Figura 6. Las poliaminas inducen el crecimiento de plantulas de maiz a través de TOR.
Las semillas secas se colocaron en un cilindro vertical en presencia de agua (control),
tratamiento con 0.1 mM espermidina (Spd) o espermidina en combinacion con 50 uM AZD-
80055 (Spd/AZD), a 26 (+ 2°C) bajo un fotoperiodo (16h luz/8h oscuridad) durante 48 o 72
horas. El tamafio de la raiz se determiné utilizando el programa Image J (al menos 10 ejes
por experimento) en 3 réplicas biologicas para 48 horas y 2 réplicas biol6gicas para 72
horas. La linea y los bigotes en las graficas de caja representan la mediana y la desviacion
estandar de las muestras, respectivamente El analisis estadistico se realiz6 utilizando la
prueba ANOVA de una via: p <0,001***, p <0,0001****,

Las poliaminas inducen la actividad de TOR en semillas germinadas de maiz

Dado que los niveles de poliaminas aumentan durante la germinacion (Huang
et al, 2017) y que la espermidina requiere de la via TOR para la induccion de la
germinacién-crecimiento de maiz, nos preguntamos si la presencia de espermidina

podria regular la actividad de la via.

Para abordar este aspecto se utilizaron ejes embrionarios de 24 horas de
imbibiciobn en agua, los cuales se trataron con espermidina, AZD-8055 vy
espermidina en combinacién con AZD-8055 durante 24 horas adicionales. A partir
de estas muestras se analizo la actividad de la via a través de la inmunodeteccion
de la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 dependiente de TOR/S6K (Figura 7).
El tratamiento con espermidina aumenté la fosforilacién de S6 y este estimulo fue

bloqueado en presencia de AZD-8055, lo cual demuestra que depende de la via
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TOR. Estos resultados sugieren que las poliaminas estimulan la actividad de TOR
durante el establecimiento de plantula y en respuesta a este y otros estimulos, TOR
inducen el crecimiento del eje embrionario a través del control de la sintesis de
proteinas y otros procesos que no fueron abordados en este trabajo, como el ciclo
celular y el metabolismo del carbono, entre otros.

Control AZD Spd Spd/AZD

— o a— ~ |-§6-p  Figura 7. La actividad de la via TOR aumenta
en respuesta a espermidina en ejes
embrionarios de maiz. Las semillas secas se
w— — - — 6 colocaron en vertical en presencia de agua a 26

(x2°C) bajo un fotoperiodo (16h Iuz/8h

. oscuridad) durante 24 horas. Posteriormente se
seleccionaron las semillas germinadas y se
2.01 colocaron en agua (control), tratamiento con 0.2
mM espermidina (Spd) o espermidina en
© 1.5 combinacion con 50 uM AZD-80055 (Spd/AZD)
24 durante 24 horas adicionales. Se obtuvieron
% 1.0- proteinas totales y se analizé la actividad de la
n via TOR a través de la inmunodeteccion de S6-
0.5- total. La grafica muestra los valores
P(S240)/S6 l. L afi I I

de veces de cambio de la relacién S6-P/S6 con
0.0- x respecto al control, la barra de error representa

$© 3 ° la desviacion estandar (n=4).

SO o (n=2)

TOR participa en el control de traducciéon de enzimas de la ruta de
poliaminas

El mantenimiento de niveles Optimos de poliaminas en la célula es
fundamental para lograr un balance entre el crecimiento y procesos deletéreos ya
que su oxidacion produce peroxido de hidrogeno que es una importante molécula
sefalizadora y que participa en la elongacion celular a través de la oxidacion de la
pared de células vegetales. Los niveles de poliaminas son regulados por enzimas
metabdlicas que participan en su biosintesis y catabolismo. Las enzimas SPDS,
SPMS y SAMDC participan en la sintesis de las poliaminas de mayor peso
molecular. Las Poliaminas Oxidasas dependientes de FAD (PAOs) catalizan la
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conversion inversa de espermina, espermidina y putrescina; mientras que las Amina

oxidasas dependientes de cobre (CuAOSs) la oxidacion terminal de las poliaminas.

Previamente observamos una distribucion diferencial en polirribosomas de
los mensajeros de SAMDC y PAO3 en las muestras tratadas con el inhibidor de
TOR. SAMDC contiene dos uORF que se denominan tiny y small (ver Figura 4a).
Estos uORF propician la inhibicion traduccional del ORF principal en condiciones de
alta disponibilidad de poliaminas, independientemente de la actividad de TOR. Por
otro lado, PAO3 presenta un Unico UORF largo no conservado en secuencia. Para
comprobar que TOR patrticipa en la traduccidn de estas enzimas, se evalué el efecto
de las regiones 5’ UTR de transcritos codificantes de enzimas del metabolismo de
poliaminas sobre la traduccion del reportero de beta-glucuronidasa (GUS) en
protoplastos de A. thaliana.

Se ensay0 la traduccién del reportero de la beta-glucuronidasa (GUS)
fusionado a laregion 5" UTR de CuAOL1 de A. thaliana o a la de PAO3 de maiz bajo
el promotor constitutivo 35S (Figura 8a). AtCUAO1 contiene 3 UORF de tamafio
relativamente corto, no conservados en secuencia. ZmPAO3 contiene un UORF
largo, no conservado en secuencia. Tanto el Ultimo uUORF de CuAO1 como el de
ZmPAO3 se ubican muy cerca del AUG principal, esta caracteristica junto a la
longitud de uORF se han asociado a mayor inhibicién de la traduccion del AUG

principal por uORF no conservados en secuencia (von Arnim et al, 2014).

En un primer acercamiento se utilizé una linea mutante de tor RNAi para
evaluar la traduccion de CuAOl en comparacién con la planta silvestre (WT).
Posteriormente se evalud la expresion del reportero en condiciones de inhibicién de
TOR (AZD-8055) y activacion con auxinas (1-NAA) (Schepetilnikov et al, 2013).
Como control de traduccion basal se utilizé el reportero GUS bajo una regién 5’UTR
corta y eficiente para la traduccion y el promotor 35S (pmono-GUS). Como control
de transfeccion se utilizé una construccién similar a pmono-GUS pero que en su

lugar contiene a la proteina GFP.
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Figura 8. TOR controla la traduccién de enzimas del metabolismo de poliaminas que
contienen UORF en el 5’"UTR a) Representacion de las construcciones evaluadas en
protoplastos de A. thaliana. Se fusionaron las regiones 5"UTR de AtCUAO1 y ZmPAQO3 a
la proteina reportera GUS bajo el control del promotor constitutivo 35S, se sefialan los uORF
en la 5’UTR correspondiente. Se utiliz6 la construccion pmonoGUS como control de
traduccion eficiente, este reportero contiene una 5"UTR corta que no contiene uORF ni otra
secuencia regulatoria o0 estructuras secundarias. b) Actividad traduccional para las
construcciones pmonoGUS (control) y pAtCUAO1 en protoplastos de A. thaliana WT (100
%) en comparacion con tor RNAi 35-7. ¢) Actividad traduccional para las construcciones
pmonoGUS (control), pAtCUAOl1 y pZMPAO3 en protoplastos de A. thaliana WT en
presencia del inhibidor de TOR 0.5 uM AZD-8055 o en condiciones de activacion por auxina,
0.1mM &cido 1-naftalenacético (1-NAA). La actividad traduccional de cada construccion en
la condicién control (sin AZD ni auxina) se tomé como 100%. El analisis estadistico se
realizé utilizando la prueba ANOVA de una via: p <0,05*, p <0,01**, p<0,001***,

Se observd que la traduccién dirigida por la 5 UTR de AtCuAOl o de
ZmPAO3 depende de manera especifica de la actividad de TOR (Figura 8b-c). Por
un lado, la actividad del reportero disminuyé notablemente (alrededor de 50-70%)
en presencia de AZD-8055 y en los protoplastos de la linea tor RNAI (alrededor de
50% para AtCuAO1l). Ademas, la actividad aumenté bajo el tratamiento con la
auxina 1-NAA gque activa TOR. En contraste, la traduccion de la construccion control

pmono-GUS se afectd alrededor de 20% en condiciones de inhibicién de TOR y no
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cambié en presencia de auxina. Este resultado evidencia una mayor sensibilidad
ante la inhibicion/activaciéon de TOR para la traduccion de mRNAs de enzimas del
catabolismo de poliaminas que contienen uORF, en comparacion con los efectos en

un mensajero de UTR corta que no posee UORFs.
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IV. DISCUSION

La germinacion y establecimiento de plantula son procesos esenciales para
asegurar el éxito en el desarrollo posterior y rendimiento de la planta. Por lo tanto,
es de vital importancia conocer las vias y mecanismos moleculares que controlan el
crecimiento de la plantula en respuesta a diversas sefiales. La via de sefalizacion
mediada por TOR en eucariontes modula el uso de la energia para el crecimiento
en respuesta de la disponibilidad de nutrientes, hormonas y condiciones de estres.
Sin embargo, en plantas, los componentes y reguladores de TOR han sido menos
explorados que en células de animales. Especialmente en monocotiledoneas de
utilidad agronémica como el maiz, se han descrito escasos blancos de la via y se
conoce muy poco sobre los mecanismos a través de los cuales TOR impacta en el

crecimiento y la adaptacion a estrés.

En maiz la via se explord principalmente en el contexto de la germinacion,
donde se evidencié que es importante en el control de la sintesis de proteinas
(Dinkova et al, 2007), la activacion del ciclo celular (Diaz-Granados et al, 2020) y la
respuesta a un factor de crecimiento similar a insulina ZmIGF (Garcia Flores et al,
2001). Sin embargo, existe poca informacién sobre las funciones de TOR en etapas
posteriores del desarrollo, asi como las sefiales que regulan su actividad en
respuesta a diferentes condiciones ambientales. En el presente trabajo abordamos
la importancia de la via en el control del crecimiento durante el establecimiento
temprano de plantula y algunos de sus blancos traduccionales relacionados con la
adaptacion a sefales ambientales, mediante el uso del inhibidor especifico para
TOR, AZD-8055. Asimismo, describimos su relacion con la via metabdlica de
poliaminas a través de la cual proponemos que percibe sefiales en etapas

tempranas del desarrollo.

Primeramente, exploramos la actividad de la via en nuestro modelo de
estudio. Encontramos que posterior a la germinacion y durante el establecimiento
temprano de la plantula se produce mayor activacion de la via TOR (Figura 2). Estos
resultados coinciden con los antecedentes que demuestran que la sintesis de la

proteina TOR aumenta a partir de las 12 horas de imbibicién y tiene un pico a las
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48 horas (Agredano-Moreno et al, 2007), asi como coincide con el aumento de la
fosforilacion de S6K durante la germinacién en ejes embrionarios completos (Reyes
de la Cruz et al, 2004). Ademas, aqui observamos que la fosforilacion de S6Ky TOR
aumenta a estos tiempos de imbibicion, principalmente en la raiz. Previamente, se
demostro que en etapas tempranas del desarrollo el crecimiento de la raiz es méas
rapido que el del coleoptilo y depende de la activacion de la proliferacion celular.
Ademas, que la activacion de la via TOR por la insulina en ejes de 24 horas, ocurre
de manera preferencial en la raiz (Avila-Alejandre et al, 2013). En conjunto, estos
hallazgos sugieren que la sefializacion por TOR es importante en las primeras

etapas de crecimiento del eje embrionario, principalmente en la raiz.

Por lo tanto, en el presente trabajo nos planteamos analizar el papel de la via
TOR en el crecimiento. Particularmente, nos enfocamos en etapas posteriores a la
germinacion, ya que las investigaciones previas se habian concentrado en la etapa
de 24 horas de imbibicion, en la cual ocurre la protrusién de la radicula de manera
concomitante con el aumento del nimero de células que entran a mitosis y la
produccion de ribosomas (Dinkova et al, 2007; Agredano-Moreno et al, 2007; Villa-
Hernandez et al, 2013; Reyes de la Cruz et al, 2004). En etapas posteriores
comienza el establecimiento de plantula y la transicion al crecimiento autotroéfico,
donde TOR podria jugar un papel fundamental en la adaptacién metabdlica y la
regulacion de la sintesis de proteinas especificas que se requieren en esta etapa.

Al utilizar el inhibidor de la actividad cinasa de TOR AZD-8055, que presenta
una elevada especificidad por TOR (Liu et al, 2012) y que se habia utilizado
previamente en plantas (Montané & Menand, 2013), encontramos que se afecta el
crecimiento de ejes embrionarios de maiz, escindidos de semillas imbibidas por 24
horas, después de tres dias de tratamiento (Figura 3a). Esto concuerda con la
activacion mas temprana del crecimiento de la raiz y la mayor sensibilidad de la via

TOR al estimulo de insulina en este tejido (Avila-Alejandre et al, 2013).

El crecimiento depende de la produccién activa de proteinas. Aunque se
conoce que TOR promueve procesos anabdlicos como la sintesis de proteinas, su

papel en la regulacion traduccional en plantas se mantiene bajo investigacion ya
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que no se han encontrado homologos de algunos de sus principales blancos en este
proceso, como las proteinas 4E-BPs (Schepetilnikov & Ryabova, 2018). Sin
embargo, se conserva el papel de la via en la induccién de la biogénesis ribosomal
(Ren et al, 2011; Villa-Hernandez et al, 2013; Dobrenel et al, 2016) y el control de la
abundancia de polirribosomas (Deprost et al, 2007).

En el presente trabajo nos planteamos analizar perfiles polirribosomales en
condiciones de inhibicion de TOR, como acercamiento a sus funciones en la
regulacion de la traduccion general en maiz. Encontramos que la inhibicién de TOR
en ejes embrionarios con altas concentraciones de AZD8055 (50 uM) desencadena
una disminucién en la abundancia de polirribosomas (Anexo 4a). Es importante
sefalar que en presencia de 50 uM AZD-8055 también se produjo una reduccion
significativa en los niveles totales de transcritos que contiene uORF en la 5' UTR
(Anexo 4b). Por lo tanto, hasta el momento no podemos discernir si este efecto a
nivel transcripcional podria estar relacionado con la disminucion en la abundancia
de polirribosomas observada. Entre los transcritos afectados también encontramos
los componentes de la ruta S6, S6K y el propio TOR. Esto sugiere una posible
retroalimentacion dentro de la ruta que impacta en la selectividad traduccional y el
crecimiento celular. Notablemente, la disminucion en los polirribosomas es menos
marcada que en células de animales. Se ha sugerido que esta diferencia podria
estar relacionada con mecanismos de regulacién novedosos especificos de plantas
(Schepetilnikov & Ryabova, 2018).

Entre los mecanismos mediados por TOR en plantas con relacion a la
traduccion, se describid que la via participa en la sintesis de proteinas cuyos
mensajeros contienen UORF, los cuales son més susceptibles a condiciones donde
la sintesis de proteinas es baja (Schepetilnikov et al, 2013). El control de este tipo
de mensajeros es fundamental para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Su
afectacion conlleva a la desregulacion de meristemos, defectos en la iniciacion y
polaridad de 6rganos y retraso en el crecimiento en respuesta a nutrientes y luz
(Zhou et al, 2014). Las mutantes de los componentes del complejo TOR también
muestran algunos de estos fenotipos como el retraso en la floracién, desarrollo

exacerbado de meristemos del brote y defectos en la adaptacion metabdlica a

68



cambios en el fotoperiodo (Deprost et al, 2007; Moreau et al, 2012; Anderson et al,
2005). Sin embargo, la relacion de estos fenotipos en mutantes del complejo TOR

con el control de la expresion de genes que contienen uUORF no se ha explorado.

Al utilizar la concentracién de 20 uM de AZD8055 para los ejes embrionarios
encontramos varios mensajeros que contienen uORF como nuevos candidatos a
blancos traduccionales de TOR (la cantidad de los transcritos no se vio afectada por
esta concentracién) (Figura 5b-c). Entre estos blancos encontramos proteinas
involucradas en el mantenimiento de la homeostasis de la sacarosa, la traduccion y
la adaptacion a estrés. Por ejemplo, la proteina S6K, que es un componente
importante de la via TOR relacionado con la regulacion del crecimiento celular y la
sintesis de proteinas. La proteina de plantas posee caracteristicas diferenciales con
respecto a la de animales en cuanto a su estructura y regulacion (Yaguchi & Kozaki,
2018). Aqui observamos que la via TOR est4 involucrada en el control del cargado
del transcrito de S6K a polirribosomas. Esto evidencia otro nivel de regulacion hacia
S6K en maiz, diferente a su fosforilacion.

Por otro lado, el mensajero de la enzima TPP también mostré una
disminucién en su eficiencia traduccional cuando disminuye la actividad de TOR
(Figura 5a). Esta enzima cataliza la sintesis de trehalosa a partir de threalosa-6-
fosfato y esta relacionada con la distribucién y mantenimiento de la homeostasis de
la sacarosa en la planta (Figueroa & Lunn, 2016). Su actividad es especifica de
tejido regulando el suministro de azucar entre tejidos fuente/demanda, lo que
permite un uso adecuado de los recursos energéticos para el crecimiento (Oszvald
et al, 2018). En nuestro modelo, el crecimiento de los ejes embrionarios de maiz de
48 horas de imbibicion depende de la movilizacion y toma de nutrientes desde el
endospermo y escutelo de la semilla. Teniendo en cuenta que la trehalosa-6-fosfato
es una sefial de disponibilidad de azucares, hipotetizamos que la regulacion de TPP
mediada por TOR podria sefializar la necesidad de nutrientes para el crecimiento

rapido y contribuir al mantenimiento del flujo de azucar hacia el eje embrionario.

Un indicio de que existe un vinculo entre la sintesis de trehalosa y la via TOR

es que en la mutante Ist8-1, se detectaron niveles mas bajos de trehalosa con
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respecto a la planta silvestre durante el cambio a fotoperiodo largo (Moreau et al,
2012). Ademas, ambas vias estan relacionadas con la respuesta a estrés hidrico
donde TOR protege a las plantas adultas de arroz y la trehalosa funciona como
osmoprotector (Bakshi et al, 2017). Teniendo en cuenta este analisis, resultaria de
interés explorar la relacion entre ambas vias a través de la regulacion traduccional

mediada por TOR en maiz.

Ademas, mediante el uso de perfiles polisomales (Figura 5b) y ensayos de
traduccion en protoplastos (Figura 8), encontramos que la via TOR es importante
para la traduccién de enzimas del metabolismo de poliaminas en A. thaliana y maiz,
esto sugiere una conexion entre ambas vias. Este vinculo también podria sugerirse
dado que ambas son esenciales para la embriogénesis, germinacion, respuesta a
estrés, crecimiento y proliferacion celular (Shi et al, 2018; Chen et al, 2019).
Ademas, en maiz se reportd la acumulacién de poliaminas durante la germinacién

con un pico al final, durante la emergencia de la radicula (Huang et al, 2017).

Por lo tanto, decidimos explorar si la espermidina, una de las poliaminas mas
abundantes en células vegetales, tenia un papel en la activacion de TOR.
Encontramos que el tratamiento con Spd induce el crecimiento de plantula (Figura
6) y aumenta la fosforilacion de S6 (S240) (Figura 7), para lo cual depende de TOR.
Esto sugiere a las poliaminas como moléculas novedosas candidatas a participar
en la activacion de TOR en respuesta a la germinacion y establecimiento de
plantula. Sin embargo, no conocemos como se produce la activacion de TOR por
las poliaminas. Se plante6 que dado que las poliaminas son moléculas cargadas
positivamente se combinan con proteinas y otras biomoléculas regulando la
actividad enzimética, la transcripcion de genes, entre otras funciones (Chen et al,
2019). Una posibilidad es que exista una interaccion directa entre la proteina TOR

y la molécula de espermidina, lo cual impacta en la actividad cinasa de TOR.

Ademas, la ruta de poliaminas esta muy ligada al metabolismo del nitrdgeno
y a la abundancia de aminoacidos como la metionina y arginina. Un indicio de lo
anterior es que el suministro de nitrogeno aumenta los niveles de arginina y

poliaminas en células vegetales (Paschalidis et al, 2019). En relacion con lo anterior,
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la disponibilidad de nitrdgeno y aminoacidos es esencial para la actividad de TOR
tanto en animales como en plantas (Cao et al, 2019; Deprost et al, 2007; Saxton &
Sabatini, 2017). Sin embargo, al contrario de animales, donde se conoce que la
leucina y arginina propician la activacion de TOR en el lisosoma a través de
GTPasas de la familia Rag, en células vegetales no existen homologos de estas,
por lo que se ha propuesto que existen moléculas sensoras novedosas que
transmiten la sefializaciéon de aminoacidos hacia TOR en células vegetales (Wu et
al, 2019). Entre estas moléculas podrian estar las poliaminas o productos de su

catabolismo, lo cual es un area de interés para futuras investigaciones.

Dado que encontramos que TOR regula la expresion de enzimas de la
sintesis y degradacién de poliaminas, hipotetizamos que la via es importante para
mantener los niveles de estas moléculas en la célula. El balance de poliaminas es
imprescindible para lograr un equilibrio entre viabilidad celular, respuesta a estrés 'y
procesos dafinos. Por un lado, la espermidina es esencial para el paso de la fase
G1 a S del ciclo celular en levadura y su deficiencia es letal en plantas (Tiburcio et
al, 2014). Ademas, las poliaminas son importantes en la sefializacién en estrés y la
activacion transcripcional de genes de respuesta (Sagor et al, 2013). Pero, a pesar
de estas funciones protectoras, altas concentraciones de poliaminas o exposicion
prolongada a estas, pueden conducir a la muerte celular, debido a la acumulacion
de peroxido y a la afectacién de interacciones DNA-proteina y proteina-proteina
(Thomas & Thomas, 2001).

Durante la germinacion-establecimiento, TOR podria estimular la sintesis de
SAMDC vy la produccién de poliaminas de alto peso molecular importantes para el
crecimiento. En el caso de un exceso de poliaminas se produce la inhibicién
traduccional de SAMDC por un mecanismo independiente de TOR (Hanfrey et al,
2005), y lavia TOR podria contribuir a restablecer los niveles éptimos de poliaminas,

a través de promover la sintesis de poliamina oxidasas.

Aungque hasta ahora no conocemos si la via TOR influye en el contenido
celular de poliaminas en maiz, un perfil metabélico en mutantes tor RNA inducibles

en A. thaliana mostré cambios en la acumulacion de poliaminas después de 6 dias
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de regulacion a la baja de TOR (Caldana et al, 2013). La interconexion entre ambas
vias podria ser de gran relevancia en la adaptacion de la planta ante diferentes
condiciones ambientales y durante la transicion a etapas de desarrollo tales como
la floracion. Ademas, resulta de interés el vinculo de ambas vias durante la
respuesta a estrés, donde ambas se necesitan para el mantenimiento del

crecimiento en zonas especificas de la planta.

En resumen, en el presente trabajo abordamos la conexion entre la actividad
de lavia TORYy el control del crecimiento de maiz a través de un estudio muy puntual
de mensajeros con funciones previamente reportadas en la literatura para A.
thaliana. Sin embargo, no conocemos el impacto de mutantes de sus proteinas en
maiz, y la importancia del control mediado por los UORFs en sus funciones.
Proponemos que la regulacién de mensajeros que contienen uORFs contribuye al
control del crecimiento y respuesta a estrés mediado por TOR, y que subyacen a
sus funciones conservadas en relacion con la regulacion del ciclo celular,

metabolismo y sintesis de proteinas.

Para comenzar a entender como la via TOR regula una amplia gama de
procesos en respuesta a disimiles sefiales se necesita establecer un perfil global de
MRNA y proteinas blanco de la via. La inactivacion corta de TOR a través de
inhibidores de su actividad cinasa proporciona blancos directos de la via. Sin
embargo, plantas como maiz y arroz muestran una elevada resistencia a estos
compuestos. Se hipotetizé que esto podria deberse a diferencias en su entrada a
los tejidos 0 mecanismos de detoxificacion particulares de cultivos en comparacién
con A. thaliana (Montané & Menand, 2013). Por tanto, impera la necesidad de
estudiar mutantes de componentes del complejo TOR, inducibles o constitutivos que
permitan identificar fenotipos y las funciones de TOR a lo largo del ciclo de vida de
la planta de maiz, los cuales podrian sugerir estrategias para el mejoramiento de

cultivos.
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V. CONCLUSION GENERAL

En el presente trabajo establecimos una conexion entre la actividad de la via
TOR vy el control del crecimiento de maiz en respuesta a estimulos de desarrollo y
de las moléculas sefalizadoras poliaminas. Encontramos que regula la traduccién
de mensajeros que contienen UORFs, relacionados con la proliferacion celular,
respuesta a nutrientes y regulacion traduccional. Estos procesos estan muy ligados
al éxito en el establecimiento de plantula y su capacidad para adaptarse a los

cambios ambientales.

VI. CONCLUSIONES PARTICULARES

e La actividad de la via TOR aumenta durante la germinacion y etapas
tempranas de establecimiento de plantula y es necesaria para el crecimiento

del eje embrionario, especialmente a nivel de la raiz primaria.

e TOR participa en la regulacién de la abundancia de polirribosomas y la
traduccion de mensajeros que contienen UORF (S6K, TPP, PAO, SAMDC),
relacionados con el control del crecimiento en respuesta a disponibilidad de

nutrientes, sefales de estrés, entre otros.

e La espermidina estimula la actividad de TOR y el crecimiento temprano de

plantula.

e TOR regula la traduccion de enzimas que participan en el metabolismo de

poliaminas.
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VIl. PERSPECTIVAS

Abordar el efecto de la activacion e inhibicion de TOR en el proteoma de la
zona meristematica del eje embrionario de maiz en crecimiento, asi como en
la regulacién de la abundancia de proteinas previamente identificadas como
blancos de TOR, tales como TPP, SAMDC, PAO.

Investigar el papel de TOR en el control de la actividad de enzimas del
metabolismo de poliaminas y si interviene en la regulacion de los niveles
celulares de estos metabolitos, en respuesta a procesos de desarrollo y en
condiciones de estrés.

Determinar la relevancia de la regulacion de mRNA que contienen uORF en
el control de crecimiento y adaptacion a estrés en maiz, y su interrelacion con
TOR.

Identificar proteinas blanco de TOR en el proceso de traduccion de mRNA

gue contienen UORF en maiz.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Alineamientos de las proteinas S6, S6K, TOR de Arabidopsis thaliana, Zea mays
(maiz), Oryza sativa (arroz) y Homo sapiens (humano).

Las secuencias de S6 y S6K se obtuvieron a partir de TAIR (The Arabidopsis Information Resource

www.arabidopsis.org, identificador At), MGDB (Maize genome data bank www.maizegdb.org, identificador Zm),

EnsemblePlants (plants.ensembl.org, identificador Os) y NCBI (National center for Biotechnology Information

nchi.nim.nih.qgov, identificador NP). Para la proteina TOR de maiz y arroz no se ha reportado una secuencia

completa en MGDB u otra base de datos especifica de plantas por lo que se utilizé las secuencia depositadas en
NCBI, en el caso de maiz esta se reportd de manera experimental por (Agredano-Moreno et al, 2007). Los
alineamientos se realizaron con CLUSTAL Omega www.ebi.ac.uk, se sefialan en rojo los residuos fosforilados
ensayados. En las secuencias de S6K y TOR se indican con un recuadro verde las regiones que aparecen
especificamente en las proteinas de plantas y con un recuadro negro las que solo aparecen en humano. Para la
proteina TOR de maiz se analizaron los dominios funcionales de la proteina utilizando la base de datos Pfam 33.1
version junio 2020 (www.pfam.xfam.org) de EMBL-EBI. Se sefialan los dominios FAT (residuos 1435-1801), FRB
(1908-2006), PI3K cinasa (2074-2324), FATC (2433-2464), en amarillo, verde, azul y gris respectivamente.

Alineamiento CLUSTAL 0(1.2.4) proteina ribosomal S6

At4g317000_rpS6A
At5g10360_rpS6B
Zme0001de22180_rpS6-1
Zmo0001dee6899_rpS6-2

MKFNVANPTTGCQKKLEIDDDQKLRAFYDKRISQEVSGDALGEEFKGYVFKIKGGCDKQG 60
MKFNVANPTTGCQKKLEIDDDQKLRAFFDKRLSQEVSGDALGEEFKGYVFKIMGGCDKQG 60
MKFNIANPSTGCQKKLEIDDDQKLRAFYDRRISQEVSGDALGEEFKGYVFKIMGGCDKQG 60
MKFNIANPSTGCQKKLEIDDDQKLRAFYDRRISQEVSGDALGEEFKGYVFKIMGGCDKQG 60

0s07g0622100_rpS6-1

MKFNIANPTTGCQKKLEIDDDQKLRAFFDKRISQEVSGDALGEEFKGYVFKIMGGCDKQG 60

0S03g0390000_rpS6-2 MKFNIANPTTGCQKKLEIDDDQKLRAFYDKRISQEVSGDALGEEFKGYVFKIMGGCDKQG 60
NP001001.2_HsrpS6 MKLNISFPATGCQKLIEVDDERKLRTFYEKRMATEVAADALGEEWKGYVVRISGGNDKQG 60
Kk ok s kedokkkk kadkoke skkkake s ke s kke kkkokokkakdkokk | ok kR kokokok
At4g317000_rpS6A FPMKQGVLTPGRVRLLLHRGTPCFRGHGRRTGERRRKSVRGCIVSPDLSVLNLVIVKKGE 120
At5g10360_rpS6B FPMKQGVLTPGRVRLLLHRGTPCFRGHGRRTGERRRKSVRGCIVSPDLSVLNLVIVKKGY 120
Zme0001de22180_rpS6-1 FPMKQGVLTSGRVRLLLHRGTPCFRGYGRRNGERRRKSVRGCIVSQDLSVINLVIVKKGE 120
Zmo0001dee6899_rpS6-2 FPMKQGVLTSGRVRLLLHRGTPCFRGYGRRNGERRRKSVRGCIVSQDLSVINLVIVKKGE 120
0s07g0622100_rpS6-1 FPMKQGVLTAGRVRLLLHRGTPCFRGYGRRDGERRRKSVRGCIVSQDLSVINLVIVKKGE 120
0S03g0390000_rpS6-2 FPMKQGVLTSGRVRLLLHRGTPCFRGYGRRDGERRRKSVRGCIVSQDLSVINLVIVKKGD 120
NP001001.2_HsrpS6 FPMKQGVLTHGRVRLLLSKGHSCYRP - -RRTGERKRKSVRGCIVDANLSVLNLVIVKKGE 118
skokokkokdkokok kkdokokkk ok ok ok Rk okokok s dokokokkokokokk e dokok s kokokokokakokok
At4g317000_rpS6A NDLPGLTDTEKPRMRGPKRASKIRKLFNLKKEDDVRTYVNTYRRKFTNKKGKEVSKAPKI 1860
At5g10360_rpS6B SDLPGLTDTEKPRMRGPKRASKIRKLFNLGKEDDVRKYVNTYRRTFTNKKGKKVSKAPKI 1860
Zmo0001de22180_rpS6-1 NDLPGLTDTEKPRMRGPKRASKIRKLFNLNKDDDVRKYVNTYRRTFTTKNGKKVSKAPKI 1860
Zmo0001dee6899_rpS6-2 NDLPGLTDTEKPRMRGPKRASKIRKLFNLAKDDDVRKYVNTYRRTFTTKNGKKVSKAPKI 1860
0s07g0622100_rpS6-1 NDLPGLTDTEKPRMRGPKRASKIRKLFNLSKDDDVRKYVNTYRRTFTTKNGKKVSKAPKI 1860
0S03g0390000_rpS6-2 NDLPGLTDTEKPRMRGPKRASKIRKLFNLAKDDDVRKYVNTYRRTFTTKNGKKVSKAPKI 1860
NP001001.2_HsrpS6 KDIPGLTDTTVPRRLGPKRASRIRKLFNLSKEDDVRQYVVR--KPLNKEGKKPRTKAPKI 176
CRekkskokkok kok okkokkokk s kokkokokokk ok odkokokk Kk T S
At4g317000_rpS6A QRLVTPLTLQRKRARTADKKKKIAKANSDAADYQKLLASRLKEQRDRRSESLAKKRSRLS 240
At5g10360_rpS6B QRLVTPLTLQRKRARTADKKKRIAKANSDAADYQKLLASRLKEQRDRRSESLAKKRSRLS 240
Zme0001de22180_rpS6-1 QRLVTPLTLQRKRARTADKKKRITKKKSEAAEYQKLLAQRLKEQRDRRSESLAKRRSKLS 240
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Zme0eo1dee6899_rpSe6-2
0s07g0622100_rpS6-1
0S03g0390000_rpS6-2
NP@01001.2_HsrpSé6

At4g317000_rpS6A
At5g10360_rpS6B
Zmo0001de22180_rpS6-1
Zmevo01dee6899_rpS6-2
0s07g0622100_rpS6-1
0S03g0390000_rpS6-2
NP001001.2_ HsrpS6

QRLVTPLTLQRKRARTADKKKRIAKKKSEAAEYQKLLAQRLKEQRDRRSESLAKRRSKLS 240
QRLVTPLTLQRKRARTADKKKRIAKKKSEAAEYQKLLAQRLKEQRERRSESLAKRRSKLS 240
QRLVTPLTLQRKRARTIAQKKQRIAKKKSEAAEYQKLLAQRLKEQRERRSESLAKRRSKLS 240
QRLVTPRVLQHKRRRIALKKQRTKKNKEEAAEYAKL LAKRMKEAKEKRQEQIAKRRRLSS 236

skckkkk ok akk kkk doke s ke edkokek dkokkk kedkok e ook ok ekokak *
SAAAKPSVTA-- - 250
SAPAKPVAA- - - - 249
AAAKASAATSA-- 251
AAAKASAATSA-- 251
SAAKAAATTA--- 250
AATTA-------- 245
LRASTSKSESSQK 249

Alineamiento CLUSTAL 0(1.2.4) proteina cinasa de S6 (S6K)

AT3G08730_S6K-1
AT3G08720_S6K-2
Zmeeee1de22434_SeK-1
Zmeeee1de47531_SeK-2
0s07g0680900_S6K-1
0s03g0334000_S6K -2
NP_001258989.1 HsS6K-1
NP_003943.2 HsS6K-2

AT3G08730_S6K-1
AT3G08720_S6K-2
Zmeee01de22434_S6K-1
Zmeeee1de47531_SeK-2
0s07g0680900_S6K-1
0s03g0334000_S6K-2
NP_001258989.1 HsS6K-1
NP_003943.2_ HsS6K-2

AT3G08730_S6K-1
AT3GO8720_S6K-2
Zmeeee1de22434_S6K-1
Zmeeee1de47531_SeK-2
0s07g0680900_S6K-1
0s03g0334000_S6K-2
NP_001258989.1 HsS6K-1
NP_003943.2_ HsS6K-2

AT3Ge8730_S6K-1
AT3Ge8720_S6K-2
Zmee001de22434_S6K-1
Zmeooe1de47531_S6K-2
0s07g0680900_S6K-1
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NP_001258989.1_HsS6K-1
NP_003943.2_ HsS6K-2

MVSSQRPVP-------- NKIQKQQYLSISPSNSVLKDDVELEFSDVFGPLPE--------
MVSSQCSVA- -NKNQTGKPFQKHLSLSISPPKSVLGDNLELQFSDVFGPMPEANS - - - - -
MVSSQPSSLTAILAQGPNHCPVNILLPTGPPDVVSSDNVEYDFSDVFGSTPVQTPTNLCG
MVSSEMTSVTVTRAQGSKLFRGKILLPGGSSDVVPSENVEFDFSDVFGPSAVHTHTEVSV

---------- EANDIAYDEPAVVYSRSHSLVGPCSLDSHSLKLTKLTLLETEDS-----1I
--------- EEACDVAYDEPAVVYSRSHSLVGPSLVVSHSLKMNKLTLRETEDS - ----V
FGPESPAPTVESNEEFYSDPVVIINRSHSLVGPTSLVSRSLRLSKLSLGKNEGS - - - - - S
LTLGSPAPVAESNDEVYNDPDVIVKRSHSLVGPSSLVSQSLPFSKLTLHKKDSS - - - - - L
—————— APLAESNEGVYNDPIVIIKRSHSLVGPTSLVSQSLRLSNLTLNKTEGS-----S
LTPDSPAPLTESSEGIYNDPLVIVKRSHSLVGPSSLVSQSLPLSKLTLHESDSA----- L
——————————————————————————————————————— MAGVFDIDLDQPEDAGSEDEL

--------------------------------------- MAAVFDLDLETEEGSEGEGEP
.« Xk . .

DL---VECLEGESLKENDDFSGN- - - -DDSDNEKALEGDLVKVSGVVGIDDFEVMKVVGK
DL---VECVEGESIKENDEFSGN- - --DDTDSEKSP - - - -EEVSGVVGIEDFEVLKVVGQ

EL---VKCLSEEKEGDQGQLSDE----DLG-------~ NAMTEDEGIGLDDLEILKLVGQ
EI---SECLSKEKQINQGSFSDD----EFD-------- DVKKENEGVGLDDFEVLKLVGR
EP------- AEEKERNLGQLSDE----EFD-------- NATTENEGIGLDDFEILKLVGQ
DL---LECTK-EKKSNQEALSDE----ELD-------- DTKNENGVVGLDDFEVLKLVGQ

EEGGQL - - -NESM- -DHGGVGPYELGMEHCEKFEISETSVNRGPEKIRPECFELLRVLGK
ELSPADACPLAEL——RAAGLE————PVGHYEEVELTETSVNVGPERIGPHCFELLRVLGK

GAFGKVYQVRKK - - -ETSETYAMKVMRKDHIMEKN-HAEYMKAERDILTKIDHPFIVQLK
GAFGKVYQVRKK - - -DTSEIYAMKVMRKDKIVEKN-HAEYMKAERDILTKIDHPFIVQLK
GAFGKVFQVRKK - --NTSETYAMKVMRKDRILEKN-HSEYMKAEREILTKVDHPFIVQLR
GAFGKVYQVRKK - - -GTSETYAMKVMRKDKVVEKN-HTEYMKAERDILTKVDHPFVVQLR
GAFGKVFQVRKK - - -GTSEIYAMKVMRKDKILEKN-HAEYMKAERDILTKVDHPFVVQLR
GAFGKVFQVRKK - - -GTSEIYAMKVMRKDKILEKN-HAEYMKAERDILTKVDHPFVVQLR
GGYGKVFQVRKVTGANTGKIFAMKVLKKAMIVRNAKDTAHTKAERNILEEVKHPFIVDLI

GGYGKVFQVRKVQGTNLGKIYAMKVLRKAKIVRNAKDTAHTRAERNILESVKHPFIVELA
* ekl s kokokok ckeckkkke ek e oo e edkokkadkok . dkokka ok k

44
53
60
60

60

89
99
115
115
49
115
21
21

142
148
160
160
90
159
76
75

198
204
216
216
146
215
136
135

82



AT3GO8730_S6K-1
AT3Ge8720_S6K-2
Zmoe0001de22434_S6K-1
Zmeeee1de47531_S6K-2
0s07g0680900_S6K-1
0s03g0334000_S6K-2
NP_001258989.1 HsS6K-1
NP_003943.2_ HsS6K-2

AT3GO8730_S6K-1
AT3GO8720_S6K-2
Zmeeoe1de22434_S6K-1
Zmeeee1de47531_SeK-2
0s07g0680900_S6K-1
0s03g0334000_S6K-2
NP_001258989.1 HsS6K-1
NP_003943.2_ HsS6K-2

AT3G08730_S6K-1
AT3GO8720_S6K-2
Zme0001de22434_S6K-1
Zmeeeo1de47531_SeK-2
050780680900 _S6K-1
0s03g0334000_S6K-2
NP_001258989.1 HsS6K-1
NP_003943.2_HsS6K-2

AT3G08730_S6K-1
AT3G08720_S6K-2
Zmeee01de22434_S6K-1
Zmeeeo1de47531_S6K-2
0s07g0680900_S6K-1
0s03g0334000_S6K-2
NP_001258989.1 HsS6K-1
NP_003943.2_ HsS6K-2

AT3G0@8730_S6K-1
AT3G08720_S6K-2
Zmoeeo1de22434 SeK-1
Zmeeee1de47531_S6K-2
0s07g0680900_S6K-1
0s03g0334000_S6K-2
NP_001258989.1 HsS6K-1
NP_003943.2 HsS6K-2

AT3GO8730_S6K-1
AT3Ge8720_S6K-2
Zmee001de22434_S6K-1
Zmeeve1de47531_S6K-2
0s07g0680900_S6K-1
0s03g0334000_S6K-2

YSFQTKYRLYLVLDFINGGHLFFQLYHQGLFREDLARVYTAEIVSAVSHLHEKGIMHRDL
YSFQTKYRLYLVLDFINGGHLFFQLYHQGLFREDLARVYTAEIVSAVSHLHEKGIMHRDL
YSFQTKYRLYLVLDFINGGHLFFQLYKQGLFREELARIYTAEIVSAVAHLHANGIMHRDL
YSFQTKYRLYLVLDFINGGHLFFQLYHQGLFREELARIYAAEIVSAVAHLHANGIMHRDL
YSFQTKYRLYLVLDFINGGHLFFQLYKQGLFREELARIYTAEIVSAVAHLHDNGIMHRDL
YSFQTKYRLYLVLDFINGGHLFFQLYQQGLFREELARIYTAEIVSAVAHLHANGIMHRDL
YAFQTGGKLYLILEYLSGGELFMQLEREGIFMEDTACFYLAEISMALGHLHQKGIIYRDL
YAFQTGGKLYLILECLSGGELFTHLEREGIFLEDTACFYLAEITLALGHLHSQGITYRDL

% o kkk skkkake o ckk kk o ek e ekek ke ok ok okkk koo kK eokoke e kokk

KPENILMDTDGHVMLTDFGLAKEF -EENTRSNSMCGTTEYMAPEIVRGKGHDKAADWWSY
KPENILMDVDGHVMLTDFGLAKEF -EENTRSNSMCGTTEYMAPEIVRGKGHDKAADWWSY
KPENILLDADGHAMLTDFGLAKEF-CENTRSNSMCGTLEYMAPEIVLGRGHDKAADWWSY
KPENILLDADGHAMLTDFGMAKEF -DENTRSNSMCGTVEYMAPEIFQGRGHDKAADWWSV
KPENILLDADGHAMLTDFGLAKEF-NENTRSNSMCGTVEYMAPEIILGRGHDKAADWWSY
KPENILLDADGHAMLTDFGLAKEF-DENTRSNSMCGTVEYMAPEIVQGRGHDKAADWWSY
KPENIMLNHQGHVKLTDFGLCKESIHDGTVTHTFCGTIEYMAPEILMRSGHNRAVDWWSL

KPENIMLSSQGHIKLTDFGLCKESIHEGAVTHTFCGTIEYMAPEILVRSGHNRAVDWWSL
*****::. :** *****:.** [ ::::*** *******. **::*.****:

GILLYEMLTGKPPFLG-SKGKIQQKIVKDKIKLPQFLSNEAHAILKGLLQKEPERRLGSG
GILLYEMLTGKPPFLG-SKGKIQQKIVKDKIKLPQFLSNEAHALLKGLLQKEPERRLGSG
GILLFEMLTGKPPFVG-NREKVQQKIIKDKLKLPSFLSSEAHSLLRGLLHKEPNKRLGSC
GILLFEMLTGKPPFVGGNRCKIQQKIVKEKIKLPTYLSSEVHSLLKGLLHKEAGRRLGSG
GILLFEMLTGKPPFVG-NRDKVQQKIVKEKLKLPSFLSSEAHSLLKGLLHKEGGKRLGSG
GILLFEMLTGKPPFVGGNRDKVQQKIVKEKIKLPAYLSSEVHSLLKGLLHKEAGRRLGCG
GALMYDMLTGAPPFTGENRKKTIDKILKCKLNLPPYLTQEARDLLKKLLKRNAASRLGAG
GALMYDMLTGSPPFTAENRKKTMDKIIRGKLALPPYLTPDARDLVKKFLKRNPSQRIGGG

kKo ekkokok ckokk .k s kK. Koo kKo eke . e . * ook

LSGAEEIKQHKWFKGINWKKLEAREVMPSFKPEVSGRQCIANFDKCWTDMSVLDSPASSP
PSGAEEIKKHKWFKAINWKKLEAREVQPSFKPAVSGRQCIANFDKCWTDMSVLDSPASSP
PGGSNEIKNHKWFKPINWRKLEARQIQPSFRPNVAGLTCIANFDECWTKTPVLDSPVSTP
PGGSDEIQKHKWFKSVNWKRLEARQIEPSFRPNVAGKTCIANFDKCWTNMSVLDSPVASP
PGGSDETIKRHKWLKPINWRKLEARQIQPSFRPNVSGLTCIANFDECWTSMPVLDSPVATP
PGGSNETIKNHKWFKSVNWKKLDSRQIQPSFRPNVAGKTCIANFDECWTSMPVLDSPVASP
PGDAGEVQAHPFFRHINWEELLARKVEPPFKPLLQSEEDVSQFDSKFTRQTPVDSPDDST
PGDAADVQRHPFFRHMNWDDLLAWRVDPPFRPCLQSEEDVSQFDTRFTRQTPVDSPDDTA

** * [ * * * [ ** :* ***
SSDP-KANPFTNFTYVRPPPSFLHQSTTT--- - -- - Lmmmmmm e
NSDA-KANPFTNFTYVRPPHSFLHRTTSN- - - - - - - Lmmmmmm e
AG- -GGHSNFAGF TYVRPAPILEEVNASG- - - - - - - - SRLKD-= === === == mmom oo
VA- - - ANSNFVGYSYVRPAPFLQKPSPLG- -~ === == === === == === mmmo e e oo
VAGGAGHSSFAGF TYVRPAPFLQDVKPPS - - - - - - - SSRLKD- === === mmmmmm o

VA- - -ADSNFVGFSYVRPAPFLQRPSPLGramaeae e e oo oo oo oo oo

LSES-ANQVFLGFTYVAPSVLESVKEKFSFEPKIRSPRRFIGSPRTPVSPVKFSPGDFWG

LSES-ANQAFLGFTYVAPSVLDSIKEGFSFQPKLRSPRRLNSSPRAPVSPLKFSPFEGFR
¥ eekk ok

258
264
276
276
206
275
196
195

317
323
335
335
265
334
256
255

376
382
394
395
324
394
316
315

436
442
454
455
384
454
376
375

465
471
486
481
419
480
435
434

465
471
486
481
419
480
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NP_001258989.1_ HsS6K-1

NP_003943.2_ HsS6K-2

AT3GO8730_S6K-1
AT3GO8720_S6K-2
Zmev001de22434_S6K-1
Zmeevo1de47531_S6K-2
0s07g0680900_S6K-1
0s03g0334000_S6K-2

NP_001258989.1 HsS6K-1

NP_003943.2 HsS6K-2

RGASASTANPQTPVEYPMETSGIEQMDVTMSGEASAPLPTRQPNSGPYKKQAFPMISKRP
PSPSLPE----- PTELPLPP----- LLPPPPPSTTAPLPIRPPSGTKKSKRGRG- - - -RP

------- 465
------- 471
------- 486
------- 481
------- 419
------- 480
EHLRMNL 502
GR----- 482

Alineamiento CLUSTAL 0(1.2.4) Target of rapamycin (TOR)

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G56030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR

XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1 HsTOR

MSTSSQSFVAGRPASMASPSQSHRFCG--PSATASGGG- - -SFDTLNRVIADLCSRG-NP

---------------- MKPSPHFPE IGKKPKDLIAKDH- - - TFN- - - - - TAAYISSG- - -

---------------- MKPSPHFPE IGKKPKDLIAKEH- - -GFN- - - - - TAAYISSG- - -

------------------------ MLGTGPAAATTAATTSSNVSVLQQFASGLKSRNEET
* % . . *

KEGAPLAFRKHVEEAVRDLSGEASSRFMEQLYDRIANLIESTDVAENMGALRAIDELTEI
ADVIAAALRKHVEEEARDLSGEAFLRFMDQLYEQISSLLQSNDVNENLLALRAIDALIDM
ADVIAAALRKHVEEEARDLSGEAFLRFMEQLYEQICSLLQSNDVAENLLALRAIDALIDM
RAKAAKELQHYVTMELREMSQEESTRFYDQLNHHIFELVSSSDANERKGGILAIASLIGV

keok Xk kkooeckk ek ke ok ok ok Lo Xk *

GFGENATKVSRFAGYMRTVFELKRDPEILVLASRVLGHLARAGGAMTSDEVEFQMKTAFD
PFGEGASKVSKFASFLRNVFEVKRDPEILVPASEVLGHLAKAGGAMTADEVERQIKTALG
PFGEGASKVSKFANFLRTVFEVKRDPEVLVPASAVLGHLAKAGGAMTADEVERQIKTALG
E-GGNATRIGRFANYLRNLLP-SNDPVVMEMASKAIGRLAMAGDTFTAEYVEFEVKRALE
L T S I R S S S S S
WLRVDRVEYRRFAAVLILKEMAENASTVFNVHVPEFVDAIWVALRDPQLQVRERAVEALR
WLTGERVEYRRFAAVLILKEMAENASTVFNVHVPEFVDAIWVALRDPKQAVREKAVEALR
WLGGDRVEYRRFASVLILKEMAENASTVFNVHVPEFVDAIWVALRDPKQAVRERAVEALR
WLGADRNEGRRHAAVLVLRELAISVPTFFFQQVQPFFDNIFVAVWDPKQAIREGAVAALR

¥k ok ok kK kekkekekek ok ok ok ok ok kakk. kk.  okk okk Kook
ACLRVIEKRETR--WRVQWYYRMFEATQDGLGRNAP------- VHSIHGSLLAVGELLRN
ACLHVIEKRETR--WRVQWYYRMCEAAQVGLGRNAS------- VHSIHGSLLAVGELLRN
ACLHVIEKRETR--WRVQWYYRMCEAAQVGLGKNAS------- VHSIHGSLLAVGELLRN

ACLILTTQREPKEMQKPQWYRHTFEEAEKGFDETLAKEKGMNRDDRIHGALLILNELVRI

kkk . e kX . o kXX . *k oee ke L KKk kR . kke ok

SSMEGERLREEMEEITQQQLVHDKYCKDLMGFGTKPRHITPFTSFQAVQPQQSNALVGLL

54
33
33
36

114
93
93
96

174
153
153
154

234
213
213
214

285
264
264
274

286
265
265
334

495
480



AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1 HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR

XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1 HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1 HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_7ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

———————————————————————————— GEFMMSRYREVAEIVLRYLEHRDRLVRLSITS
———————————————————————————— GEFMMSRYREVADIVLDYLKHRDQLVRRSITS
———————————————————————————— GEFMMSRYREVADIVLNYLRHRDQLVRRSITS
GYSSHQGLMGFGTSPSPAKSTLVESRCCRDLMEEKFDQVCQWVLKCRNSKNSLIQMTILN
ek .. ce Ke. oX

sk e kX

LLPRIAHFLRDRFV-TNYLTICMNHILTVLRIPAERASGFIALGEMAGALDGELIHYLPT
LLPRIAHFLRDRFV-TNYLKICMDHILFVLRTPDERASGFVALGEMAGALGVELVPYLPA
LLPRIAHFLRDRFV-TNYLKICMDHILFVLRTPDERASGFVALGEMAGALGAELVPYLPL
LLPRLAAFRPSAFTDTQYLQDTMNHVLSCVKKEKERTAAFQALGLLSVAVRSEFKVYLPR

®kdkok ek kK okekk *ekok .. Kkoo ok ok .. ke ke dokok
IMSHLRDAIAPRKGR-------- PLLEAVACVGNIAKAMGSTVETHVR-DLLDVMFSSSL
ITSHLQDAIAPRRGR-------- PSLEAISCVGSFAKAMGPAMEPHIRSGLLDAMFFAGL
ITSHLHDAIAPRRGR-------- PSLEAISCVGSFAKAMGPAMEPHIRGGL LDAMFSAGL
VLDIIRAALPPKDFAHKRQKAMQVDATVFTCISMLARAMGPGIQQDIK ELLEPMLAVGL

ko CodKrL xR pRRR o0 o Rk ko Ok
SSTLVDALDQITISIPSLLPTVQDRLLDCISLVLSKSHYSQAKPPVTIVRGSTVGMAPQS
SDKLIDALESISTSIPSLLPTIQERLLDCISQALPKSSI ---RPGASVGRASRSNNLQQF
SDKLVEALESISTSIPSLLPTIQERLLDCISQALPKSSV---RPGAAVGRGSRSSSLQQF

SPALTAVLYDLSRQIPQLKKDIQDGLLKMLSLVLMHKPLRHPGMPKGLAHQLASPGLTTL
ook X Rk X dKy KR ok ko I

SDPSCSAQVQLALQTLARFNFKGHDLLEFARESVVVYLDDEDAATRKDAALCCCRLIANS
VDSNSPVLVQLALWTLANFNFKGHELLEFARESVILYLEDEDSSTRKAASLCCCKLVAHS
VDSGGPVLVQLALGTLANFNFKGHELLEFARESVILYLEDEDCSTRKAAATCCCKLVAHS
PEASDVGSITLALRTLGSFEFEGHSLTQFVRHCADHFLNSEHKEIRMEAARTCSRLLTPS

o kkk Rk kakekk ko ok Kk k. k| * ke ok ake. ok

LSG--ITQFGSSRSTRAGG-RRRRLVEEIVEKLLRTAVADADVTVRKSIFVALFGNQCFD
LSASSASQFGSNRTNRIGGAKRRRLVEEIVEKLLMAAVADADVGVRSSVFKALYRNPAFD
LSASSSSQFSSNRPNRMGGAKRRRLVEEIVEKLLMAAVADADVGVRSSVFKALYRNPSFD
IHLISGHAH------- VVSQTAVQVVADVLSKLLVVGITDPDPDIRYCVLASL——DERFD

co KRRk e ek ok ek ee ok . ko

DYLAQADSLTAIFASLNDEDLDVREYAISVAGRLSEKNPAYVLPALRRHLIQLLTYLELS
DFLAQADILTSIFVALNDEEYDVRELAISVAGRLSEKNPAYVLPALRRYLIQLLTYLDQS
DFLAQADIMTSIFVALNDEEYHVRELAISVAGRLSEKNPAYVLPALRRYLIQLLTYLDQS
AHLAQAENLQALFVALNDQVFEIRELAICTVGRLSSMNPAFVMPFLRKMLIQILTELEHS

JREEk e e e ek eckokok, LRk skok o skokksk o skskok e ke ko kk. ckkkaokk ke X

ADNKCREESAKLLGCLVRNCERLILPYVAPVQKALVARLSEGTGVNANNNIVTGVLVTVG
MDSKCREESARLLGCLIRSCARLILPYIAPVHKALVTRLCEGTGPNANNALAAGVLATVG
MDSKCREESARLLGCLIRSCARLILPYIAPTIHKALVARLREGTGPNANNALAAGVLATVG
GIGRIKEQSARMLGHLVSNAPRLIRPYMEPILKALILKLKD-PDPDPNPGVINNVLATIG

ek ekXe okk X LORkEk kke ke ckokk. ok . Lok JRk ke

DLARVGGLAMRQYIPELMPLIVEALMDGAAVAKREVAVSTLGQVVQSTGYVVTPYKEYPL
ELAKVGGFAMRQYLPELMPVVVDSLLDGGAVSKREVAVSTLGQIIQSTGYVIAPYNEYPP
ELAKVGGFAMRQYLPELMPLVVDAL LDGGAVSKREVAVATLGQVIQSTGYVISPYNEYPP
ELAQVSGLEMRKWVDELFIIIMDMLQDSSLLAKRQVALWTLGQLVASTGYVVEPYRKYPT

sdkak ke kke .. Skkeeeee kok e eckoke ke ckokokk. . okkckokk. kk o .okok

318
297
297
394

377
356
356
454

428
408
408
513

488
465
465
573

548
525
525
633

605
585
585
684

665
645
645
744

725
705
705
803

785
765
765
863



AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1 HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR

XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1 HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_7ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR

XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1_HsTOR

AT1G50030.1_TOR
AAW78347.1_ZmTOR
XP_015639567.1_0sTOR
NP_001373429.1 HsTOR

LLGLLLKLLKGDLVWSTRREVLKVLGIMGALDPHVHKRNQQSLSGSHGEVPRGT ------
LLGLLLKLLNGELEWSTRLEVLKVLGIMGALDPHAHKRNQHNLPGQHREVLRPT------
LLGLLLKLLNGELEWSTRLEVLKVLGIMGALDPHAHKRNQHKLPGQHREVLRPT------
LLEVLLNFLKTEQNQGTRREAIRVLGLLGALDPYKHKVNIGMIDQSRDASAVSLSESKSS

Kk ekke ek . JRR Ok e ekskoke ookokokkk . kk ok

----- GDSGQPIPSIDELPVELRPSFATSEDYYSTVAINSLMRILRDASLLSYHKRVVRS
----- SKPHNILFPWKNLPTDYWPSFQHPRTTIQQLQLAPSCEFFEILLFQVITKWWLAP
————— METAQHIVSMEELPTDFWPSFSASEDYYSTVAISSLMRILHDPSLSSYHQMVVGS
QDSSDYSTSEMLVNMGNLPL ————————— DEFYPAVSMVALMRIFRDQSLSHHHTMVVQA

s kk

LMIIFKSMGLGCVPYLPKVLPELFHTVRTS-DENLKDFITWGLGTLVSIVRQHIRKYLPE
LSLFLSQWALAVFPYLPKVLPDLFRAVRMCEDGALKEFITWKLGTLISIVRQHIRKYLQD
LIFIFKSMGLGCVPYLPKVLPELFRAVRMCEDGGLKEFITWKLGTLVSIVRQHIRKYLQE
ITFIFKSLGLKCVQFLPQVMPTFLNVIRVC DGAIREFLFQQLGMLVSFVKSHIRPYMDE

LK akkekek e ek K . eeke Kk kekak. KKk k.

LLSLVSELWSS-FTLPGPIRP---SRGLPVLHLLEHLCLALNDEFRTYLPVILPCFIQVL
ILSLISELWTSSFSLAAPNRTIQGPQGSPVLHLVEQLCLALNDEFRMYLLHILPSCIQVL
ILSLVSELWTSSFSLPAPNRTVQGPQASPVLHLVEQLCLALNDEFRMYILHILPSCIQVL

IVTLMREFWVMNTSI----------- QSTIILLIEQIVVALGGEFKLYLPQLIPHMLRVF
ook ko N T T

GDAERFNDYTYVPDILHTLEVFGGTLDEHMHLLLPALIRLFKV-DAPVAIRRDAIKTLTR
GDAERCNDYYYVPDILHTLEVFGGNLDEHMHLVAPVLVRLFKV-EL-VDIRRRAIVTLTN
GDAERCNDYYYVPDILHTLEVFGGNLDEHMHLVAPVLVRLFKV-EL-VDIRRRAIVTLTK
MHDNSPG RIVSIKLLAAIQLFGANLDDYLHLLLPPIVKLFDAPEAPLPSRKAALETVDR

ckk | kke e okk. Xk ckk . . ke ke ko

VIPCVQVTGHISALVHHLKLVLDGKNDELRKDAVDALCCLAHALGEDFTIFIESIHKLLL
LIPKVQVGTHVSALVHHLKLVLDGNNDDLRKDAAEALCCLA--LGEDFTIFIPSIRKILV
LIPTVQVGTHVSVLVHHLKLVLDGNNDDLRKDAAEALCCLAHALGEDFTIFVSSIHKLLV
LTESLDFTDYASRIIHPIVRTLD QSPELRSTAMDTLSSLVFQLGKKYQIFIPMVNKVLV

o X ek . SRk kR ok ek ok kKo e Kok s keke

KHRLRHKEFEETHARWRRREPLIVATTATQQLSRRLPVEVIRDPVIENEIDPFE----- E
KHHLRYRKWDEIENRLLRRELLITENLSVQKYT-QCPPDVISDPLDDCDGTPSEIADETQ
KHHMRYRKWDEIENRLLRREPLISENLSVQKYT-QCPPEVISDPLDDFGGVPSEEADETQ
RHRINHQRYDVLICRIVKGYTLADEEEDPLIYQHRMLR-------- SGQGDALASGPVET

........

GTDRNHQVNDGRLRTAGEASQRSTKEDWEEWMRHFSTIELLKESPSPALRTCAKLAQLQPF
RQARSHQVNDVRLRSAGEASQRSTREDWAEWMRHFSIALLKESPSPALRTCARLAQLQPS
RQPRSHQVNDVRLRSAGEASQRSTREDWAEWMRHFSIALLKESPSPALRTCARLAQLQPS
GPMKKLHVSTINLQKAWGAARRVSKDDWLEWLRRLSLELLKDSSSPSLRSCWALAQAYNP

ok, Sk ¥ ko ok sdk kkecke ke kckckok kokokk. ok )k k

VGRELFAAGFVSCWAQLNESSQKQLVRSLEMAFSSPNIPPEILATLLNLAEFMEHDEK-P
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Anexo 2. Regiones 5'UTR de los mRNAs candidatos a ser regulados por la
via TOR.

Se muestra la secuencia del UTR 5°—3"obtenida a partir de Maize genetics and genomics
data base, version actualizada (B73_AGP v.4) excepto para SAMDC y bZIP11 para los que
se obtuvo de Phytozome (Ensembl_18). En negrita se sefialan los AUG de los uORF y su
secuencia y posicion se encuentran resaltados. EI AUG principal, codon de inicio de la
proteina de interés, se subrayo al final de la secuencia. Se anoto la longitud del UTR y de
los UORF en nucleétidos (nt) y la secuencia del péptido codificado en el uORF. El transcrito
de SAMDC presenta un CP-uORF (UORF-2) que responde a poliaminas (Hanfrey et al,
2005) y bzIP11 presenta un CP-uORF (UORF-3) que responde a sacarosa (Wiese et al,
2004).

e UTR SAMDC-1 Zm00001d020543; GRMZM2G060369 (844nt)

CCTGGCCCCGGGCGCCCTCACGCCCGCTGGCCGCTATAAATAGCGTTCGGCGTTCCTGTCTCCACCCATCCCAAGAAGAG
CCGCCCTACCTATTCCTTCTCCCCGCCGTCGAGCTGCCCAACCCAGAGCACCAGCAGCCCTCACCTCCTTCCTCTCGGLC
GGTCCTTCCAACGAGCCCGCTGGTCTTGGAGCCGCCACCGTTCTCGTTCTGGACGAACGTGAGTTTTCCTTCCTCTCGTC
CTTCCTTGCGCTCGGTTTACTCATCCTGCTGCCGTGCCCTGCGTTGTGTGCGCCAGGACTCTGTTGGGTCCTGAGAGGAG
TGGCCGGCGGTTTCGTCTGTGGTAGATCGTAGTACGTTGGCTTAGATCTTGGTTAGGTTCTTGAGGGCGCTTTTGATTTT
CGTCGGGAGAGTTTGAGATCGCCTTCCTGCCCCCGTTTGTCGGAGGTGTCAGGAAAACTTACATTTTGTCTGTGCTACCT
TAGAATTTGGATCCTGATAACTGCTAATCGTTTGTGCTGTTCTGCTGCCCAAGAAGGAGAACTTACTCTCTTTCGATCGA
CAGGTTCAAGGAGATTGCATTTGTGGATGCTCTAATGGAGTCGAAAGGTGGCAAGAAGTCTAGTAGTAGTAGTAGTAATT
TCATGTACGAAGCTCCCCTTGGCTACAAGATCGAGGACGTTCGCCCAGCCGGAGGAATCAAGAAGTTCCAGACTGCTGCT
TATTCCAACGTAAGAACCAAAAAACCTGCGGTACAAGCAATGCCGTTCTAAATCTACTTCTCATTGATACGTTCCACGCT
TTGGTTACTGACGCTCGTTATTTGTTTGATCTTTTGTTTTGCAGATG

uORF-1 (9nt)
ATGCTCTAA

péptido codificado en uORF-1
ML*

CP-uORF-2 (177 nt)
ATGGAGTCGAAAGGTGGCAAGAAGTCTAGTAGTAGTAGTAGTAATTTCATGTACGAAGCTCCCCTTGGCTACAAGATCGA
GGACGTTCGCCCAGCCGGAGGAATCAAGAAGTTCCAGACTGCTGCTTATTCCAACGTAAGAACCAAAAAACCTGCGGTAC
AAGCAATGCCGTTCTAA

péptido codificado en uORF-2
MESKGGKKSSSSSSNFMYEAPLGYKIEDVRPAGGIKKFQTAAYSNVRTKKPAVQAMPF *

e UTR TPP Zm00001d017502 (376nt)

CGCCATTCTCCCGTCCTCCGTTCTCCTCTTCCTCTCTCTCTCTTCTCTCTCTCTCTCTACGGATTGCCTCACACGCATCT
CGCGTGCAATTCAAGCGAAACTTTCTGAATATCAAAGTGGCATAGAGCTCCACTTTTATGGCCATCCCTATGAAGGCCTC
TCCGGGTTCCTGATATAGATGTTTCCTTGTTCTGAACATGAAAAGTTCTCAGGTACTCCGCCGTTGATGAACTGCCTCCA
CACCTGCGGCGACAAGAAGACGCTGAAGAAGTGGTTTTTCATCGACAAGACAGTAGGCTAAATCCAGTCCCAGAGAACAA
ATTGAAGCACCACTCCCCACCGCACAGCAGCACAGCTCTTCTCTTCACCGATCCCGATG
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uORF-1 (36nt)
ATGGCCATCCCTATGAAGGCCTCTCCGGGTTCCTGA
péptido codificado en uORF-1
MAIPMKASPGS*

uORF-2 (123nt)
ATGTTTCCTTGTTCTGAACATGAAAAGTTCTCAGGTACTCCGCCGTTGATGAACTGCCTC
CACACCTGCGGCGACAAGAAGACGCTGAAGAAGTGGTTTTTCATCGACAAGACAGTAGGC
TAA

péptido codificado en uORF-2
MFPCSEHEKFSGTPPLMNCLHTCGDKKTLKKWFFIDKTVG*

uORF-3 (30nt)
ATGAAAAGTTCTCAGGTACTCCGCCGTTGA
péptido codificado en uORF-3
MKSSQVLRR*

e PAO3 Zm00001d001883 (480 nt)

ACCCGTGTCGTGTCTAAACGGACTTCCTCATCTCCGCGTCTATTTAAGGCCCACTCCTCGCATCGCCTTTAACTCCCATC
CCAGATCAGGATTAGCCGACCACCCGCCGAAGGCCAGAGAGAAATATCTCATCTTCTCTCCACCGGATCGGTTCAATCGA
GAGCGAGGGAGAAAGGGAGGTGGTGCGTCGAGGGGGGCCGAGATTTTGCCGGTTTGGAGCCAGATAGGGGT

ACTGCGCTCGCCTTTGCGTGTTCGT
GGTCCTTTTGCGCTTTCTCGTCCCTCTTTCTCTCAATCTCTCCTTATTCTTCTCCTTCCACGGCGAAGCCGGCGGCTGGT
ATG

uORF-1 (147nt)
ATGAGCTGCTTCGCGCACCGCCGCCGCTCCGACGTCGCCCGCCGCCAGGACGGCCTCCTCGTCTTCGTCTTCTTCCTCTC
GATTCCCATACGTACCAGTAGTTTTAATTTAAGTAGTAGTAATTGTAGTAGCAATCTCTTGTAA

péptido codificado en uORF-1

MSCFAHRRRSDVARRQDGLLVFVFFLSIPIRTSSFNLSSSNCSSNLL*

e S6K Zm00001d022434 (228nt)

GCCCCCATCTCCCGTCGGCGAGAAGAGGTACTACCGCTCCGCGGAATTCCCCCGCTGCCTCCTTCCCCAGCGGCCGCATC
CCTCGTCTCTCTCCTTTGTCTGTTTCAGCTTC

1T
TAGTCTTCACTGTAGTAGAAGTTTGGCCTAAGAGTTTGTAGGCTTTCAAGCTTCAGAAATG

uORF-1 (126nt)
ATGAGTTCTGGGAAAGCACTGGCATCCAACATCTCTTATTCAACAGTGAACAGCAGCATCATCTTTCTCTGCCTTTTCGC
GGGATACTTGGGAATTCCTGGTGGAAGCTTCGCTGGAGGAAGCTAA

péptido codificado en uORF-1
MSSGKALASNISYSTVNSSIIFLCLFAGYLGIPGGSFAGGS*

e bZIP11 Zm00001d015153; GRMZM2G444748 (972nt)
CCCCCTGGCCCCCTCCCTCTCCTTCCTCACATCTTCCTTCGTCAGCCGCAGATGCGCCAGCATCTCTCCCACGGGCAGGA

GGAGGAGGAGCGAGAGGCACAGTGACAGACAGAGAGAGAGCGCGCGCGGGGGGAGCCCAGCACAGCACCTACACTAGCTA
GCCACCGGCCACCACCACCACCACCACCGACCGAATCGGGTGCGCGCGGCGCGCTGCTCGTCAGCTCCGGCCGGCCGGCC
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GCTTTATAAAGCCACCCACCCAGCCCCGCCCGATCGCCATCGCCATACCCCCGCCTCCGTCCACGGACACACACCCGLCT
TGCCAGCCGGCACCCTCCCGGCCTCCCCCACCTGTGTCCTCCGGCCTCGCCGCCGCAAAACCCGCCGCGCAGGCCGGTTG
CTCCGATTGGGAGTGCCAATCGGAGCCAACAGCGAGGGAAGCACATGCTGCCGTTCGTCCTAGAGTTCCTCATTG-TC

GCCTGTGATCAGTGAGATCCTCCTCTCGGGGTTTATGATCAACTCCACACTCCGGCGCCGCACCCACCTGGTCCAGTCCT
TCTCCGTCGTCTTCCTCTACTGGTTCTIMMTCTTCTCATGAACTACTCGCCCCCATCATAG N
I T AGCATCTACCGTCCTCCTCTTCTCTCCGTGTCAGTCTCTGCCTTCGTC

GTCGCCGTTTCAGTCGTTCCCTAAACCTTCTTTAGCTTGCATGCACTTCCCTACTGCTGCTAGCAAAGACCTTTATTACT
AGTGTCAATTAAGTTACGAAAGAAGAAGAAAGAAAGAAAATTTCGAGGCCGAGAAAAAAGACGGCTTTGATCTCTGCTAG
TGTGGTGTGGTAGTGTGTGCTTCTAGTAAGTAAGCGAGCCAGGGATCAAGAAGCAGAGAGCTGCTCTGTCTCTTTTGTCT
CTTGCAAGAATG

uORF-1 (54nt)
ATGCGCCAGCATCTCTCCCACGGGCAGGAGGAGGAGGAGCGAGAGGCACAGTGA

péptido codificado en uORF-1
MRQHLSHGQEEEEREAQ*

UORF-2 (51nt)
ATGCTGCCGTTCGTCCTAGAGTTCCTCATTGATGTCGCCTGTGATCAGTGA

péptido codificado en uORF-2
MLPFVLEFLIDVACDQ*

CPuORF-3 (126nt)
ATGTCGCCTGTGATCAGTGAGATCCTCCTCTCGGGGTTTATGATCAACTCCACACTCCGGCGCCGCACCCACCTGGTCCA
GTCCTTCTCCGTCGTCTTCCTCTACTGGTTCTATGTCTTCTCATGA

péptido codificado en CPUORF-3
MSPVISEILLSGFMINSTLRRRTHLVQSFSVVFLYWFYVFS*

uORF-4 (84nt)
ATGTCTTCTCATGAACTACTCGCCCCCATCATAGCCACGCCCCTTCTCTCCCACTCCTCCTCCTCCTCTTTCCCTTCCAT
CTAG

Péptido codificado en uORF-4
MSSHELLAPIIATPLLSHSSSSSFPSI*

uORF-5 (24nt)
ATGAACTACTCGCCCCCATCATAG

Péptido codificado en uORF-5
MNYSPPS*

UORF-6 (42nt)
ATGCACTTCCCTACTGCTGCTAGCAAAGACCTTTATTACTAG

péptido codificado en uORF-6
MHFPTAASKDLYY*

e S6Zm00001d02280 (141nt)

TCCCCGCAACTTATATAAAAACCAATCGTCTGTCCTCTCTGCCCTCTCGTCCAAAACCCTAGCCCTCGCGCCGCCGCCTC
CTTCGCCACCCAGCGCTCGAGCTCCTCGCTCCCTGCGAGCGCGCGCCGCAACGCCACCATG

e elF4E Zm00001d041682 (192nt)
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ATCCCAACCACCTACCATGGGCCTGGCCTGGCCTGGCCCATTTCTATGAGAAGAGAGGAGGAGAACTGAAGGGATCAAAG
GGAAAGGAAACCTAGACAAGCGAGGCGGCGGCCCCGCGTTCTCCGTCTCCGTCTCCGTCTCCGTCCGCCCGGCGTAAAGA
AAAGCCTCTCTCACCACAGCCGCCACGCCATG

uORF-1 (33nt)
ATGGGCCTGGCCTGGCCTGGCCCATTTCTATGA
péptido codificado en uORF-1
MGLAWPGPFL*

UORF-2 (24nt)
ATGAGAAGAGAGGAGGAGAACTGA

péptido codificado en uORF-2
MRREEEN*

e CuAO-1 At1g62810

AAATAACCTAAACCAATTGCATGGTTAGAATAAATTAGTAAAATATCTCATAGATGCGATCAAGCGTACAGGA
CTTTGAAAAGCGTTAATTATTGTTTATTTCTTATTTAACATGTTGTTTAACTGGACTAAGTAATTATTTATCT
CAGCTTTTATAAGTAACTTTCCAAAAGATAGTCAAAAACTCTCACTCAATCGATG

uORF-1 (18nt)
ATGGTTAGAATAAATTAG

péptido codificado uORF-1
MVRIN*

UORF-2(36nt)
ATGCGATCAAGCGTACAGGACTTTGAAAAGCGTTAA

péptido codificado en uORF-2
MRSSVQDFEKR*

UORF-3 (24nt)
ATGTTGTTTAACTGGACTAAGTAA

péptido codificado uORF-3
MLFNWTK*

Anexo 3. Ruta metabdlica de poliaminas en plantas.

La primera poliamina putrescina se produce a partir de la descarboxilacion e
hidrdlisis de la arginina proveniente del ciclo de la urea en el citosol. Las poliaminas
de mayor peso, espermidina y espermina, se sintetizan por adicion de grupos
isopropilos provenientes de la metionina. Las enzimas que limitan la velocidad de
sintesis de las poliaminas son la ADC y SAMDC por lo que la disponibilidad de
aminoacidos en la célula es importante para mantener sus niveles. Ademas, los
niveles de poliaminas también dependen de su oxidacion, las enzimas oxidasas

dependientes de FAD (PAO) degradan las poliaminas de mayor peso molecular en
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un proceso denominado back-conversion que produce peréxido de hidrégeno. Por
otro lado,en el apoplasto ocurre la degradacion terminal de estas poliaminas y de la
putrescina por enzimas oxidasas dependientes de cobre denominadas CuAO
produciéndose también peroxido de hidrégeno y amonio. ADC: Arginina
decarboxilasa, AIH: Agmantina iminohidrolasa, CPA: N-carbamoil-putrescina,
SAMS:  S-adenosil-metionina  sintetasa, @ SAMDC:  S-adenosil-metionina
descarboxilasa, SPDS: Espermidina sintasa, SPMS: Espermina sintasa. dSAM: S-
adenosil metionina descarboxilada, APAL: 3-(aminopropil)4-aminobutanal. En color

azul se indican las enzimas analizadas en este trabajo.

Apc |
AH |
R
lSAMS cPa L o
NH -
{ NN ZJ _ o~ 3
i PAO T
) ERE
SAMDC A SPDS Putrescina (Put) R 8 %3 o
»APAL, ‘g = § n<c
NH, H202 ol 5 & g
- /\/\E/\/\/ & E %§
2 > O
PAO g L
SPMS Espermidina (Spd) 5
S eapaL, | 5 5
H H202 |= <
/\/\ N\/\/NH2 S
N/\/\/
H,N H 2 ¢
7] Q.
Espermina (Spm) \ @

CITOSOL

94



Anexo 4. La inhibicion de TOR disminuye la abundancia de polirribosomas y
los niveles totales de transcritos blanco.

a) Efecto de la inhibiciébn de TOR en la abundancia de polirribosomas cuando se usa una
alta concentraciéon de AZD-8055 (50 uM). Los ejes embrionarios se aislaron de la semilla y
se incubaron durante 3 horas con AZD8055 (para un total de 48 horas), se utilizé la cantidad
de DMSO (solvente) correspondiente para la condicién control, sin inhibidor. NP: no
polisomas, M: monosomas, LP: polisomas ligeros, MP: polisomas medios, HP: polisomas
pesados. b) Reduccién en los niveles totales de transcritos candidatos, evaluados en las
mismas condiciones de a) por RT-qPCR en 3 réplicas bioldgicas. Se utilizd actina como gen
constitutivo en el experimento. El analisis estadistico se realizé utilizando la prueba t-
Student: p <0,01**, p <0,001***, p <0,0001****,

a b
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SUMMARY

Spermidine (Spd) is a nitrogen sink and signaling molecule that plays pivotal roles in
eukaryotic cell growth and must be finetuned to meet various energy demands. In eukaryotes,
Target of Rapamycin (TOR) is a central nutrient sensor, especially N, and a master-regulator of
growth and development. Here, we discovered that Spd stimulates the growth of maize and
Arabidopsis seedlings through TOR signaling. Inhibition of Spd biosynthesis led to TOR
inactivation and growth defects. Furthermore, disruption of a TOR complex partner
RAPTOR1B abolished seedling growth stimulation by Spd. Strikingly, TOR activated by Spd
promotes translation of key metabolic enzyme uORF-containing mRNAs, PAO and CuAO by
facilitating translation reinitiation and providing feedback to polyamine metabolism and TOR
activation. The Spd-TOR relay protected young-age seedlings of maize from expeditious stress
heat shock. Our results demonstrate Spd is an upstream effector of TOR kinase in planta and

provide its potential application for crop protection.

Keywords: heat stress tolerance, polyamine biosynthesis, polyamine oxidation, spermidine
degradation enzymes, TORCL signalling, translation reinitiation, upstream open reading frames

(UORFs)
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INTRODUCTION

Seedling establishment is a foremost phase in the plant life cycle which determines the vegetative
growth and agricultural yields. Global climate change leads to unpredictable challenges at the
seedling stage of crops, which impacts the further growth, development and the final
productivity. It is an important task to understand the molecular regulatory networks during
seedling establishment facing expeditious stresses. Polyamines are pivotal molecules for plant
development and stress adaptation in eukaryotes and have shown a great potential for crop
protection (Tiburcio et al., 2014). One major type of polyamines, spermidine (Spd), is essential
for embryogenesis, cell division and protein synthesis in both, plants and animals. In the monocot
crop plant maize, polyamines increase in seedlings in response to salt stress and their homeostasis
is regulated by the concerted action of biosynthetic and oxidation enzymes (Jiménez-Bremont et
al., 2007; Rodriguez et al., 2009). However, it remains obscure how Spd is sensed and regulates
growth and stress responses.

Target of rapamycin (TOR) is a highly conserved serine/threonine protein kinase that
coordinates cellular metabolism with nutrient and energy sufficiency in eukaryotes. In mammals,
mTOR promotes anabolic and inhibits catabolic processes in response to growth factors,
hormones, energy and various environmental signals via two complexes, mTORC1 and
mMTORC2 (Liu and Sabatini, 2020). In plants, only TORC1 is conserved (Ryabova et al., 2019)
and knock out mutations of the TOR gene in Arabidopsis caused embryo lethality (Menand et
al., 2002). Up to now, two core subunits of TORC1, RAPTOR (regulatory associated protein of
TOR) and LST8 (Lethal with Sec13 protein 8), have been described in Arabidopsis. Both TOR
partners are encoded by two genes (RAPTOR1A/RAPTOR1B and LST8-1/LST8-2, respectively
(Anderson et al., 2005; Deprost et al., 2005; Moreau et al., 2012). The use of TOR-specific
inhibitors and tor RNAi inducible mutants in Arabidopsis revealed its strong relevance for growth

control (Deprost et al., 2007; Montané and Menand, 2013; Ren et al., 2012). TOR inactivation
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decreases S6K phosphorylation at the TOR-responsive hydrophobic motif residue T449 position
equivalent to their animal counterparts (Schepetilnikov et al., 2011; Xiong and Sheen, 2012). The
40S ribosomal protein S6 (rpS6) was identified as major phosphorylation target of the TOR-
S6K1 signaling axis among ribosomal proteins in mammals and plants (Turck et al., 2004). This
pathway also operates during maize germination in response to the insulin/IGF to regulate
polysomal loading of mMRNAs (Dinkova et al., 2007).

Among all eukaryotes, TOR is a central nutrient sensor of nitrogen source and amino acid
availability (Cao et al., 2019; Dong et al., 2017; Saxton and Sabatini, 2017). Since spermidine is
a significant nitrogen sink and signaling molecule, it is intriguing to know whether TOR is
affected by Spd availability. In animals, mTOR senses a precursor for Spd biosynthesis, S-
adenosyl-methionine (SAM), through SAMTOR (Gu et al., 2017). Interestingly, to form Spd,
SAM is catalyzed by decarboxylase SAMDC/AMD1 whose stability is also controlled by mTOR
(Zabala-Letona et al., 2017).

In plants, polyamine metabolism is largely controlled by the metabolic genes that harbour
upstream open reading frames (UORFs) within their leader regions (von Arnim et al., 2014).
UORFs located within the leaders of up to 40% of total mMRNASs in Arabidopsis are considered as
prevalent translation repressors that are under the control of TOR (Schepetilnikov et al., 2013).
When TOR is activated by auxin, the ROP2-TOR-S6K1 signaling axis promotes phosphorylation
of eukaryotic translation initiation factor 3 subunit h (elF3h) and thus translation reinitiation of
UORF-mRNAs (Schepetilnikov et al., 2013, 2017).

Up to now, the relationship between the TOR signaling pathway and polyamines remains
unexplored in planta. Here we used the monocot crop plant maize and the model organism
Arabidopsis thaliana to show an important role of Spd-TOR relay in early seedling
establishment. We discovered that Spd activates TOR and active TOR facilitates production of

polyamine metabolic enzymes through translation reinitiation. According to this, Spd acts as an
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upstream effector of TOR and provides a feedback-regulation of Spd metabolism by TOR during
early seedling growth. We suggest that Spd employs TOR signaling for protection of crop

seedlings from heat stress.

RESULTS

Spermidine impacts growth in maize through active TOR that accumulates during earlier
stages of seedling establishment

Polyamines are nitrogenous signaling molecules, which can impact on germination and growth
and thus may collaborate with TOR that is a central nutrient sensor. Here, we aimed to test
whether polyamines can mediate their effect on growth through the TOR signaling pathway. We
selected Spd, one of the most abundant polyamines in plants, which, in contrast to spermine (Imai
et al., 2004a), is essential for survival in Arabidopsis (Imai et al., 2004b).

To determine first how TOR is activated during earlier seedling stages in maize, we tested
the ZmTOR activation status using phospho-specific antibodies, anti-(mMTOR-S2448-P), as well
as the downstream target S6K1 phosphorylation status at the AtTOR specific hydrophobic motif
residue T449 and phosphorylation of rpS6 at the S6K1-dependent residue Ser240 (S240) in maize
seeds before and after 24h or 48h of imbibition (Figure 1A). mTOR S2448 appears to be
conserved in maize and Arabidopsis TOR and corresponds to S2424 in Arabidopsis TOR
(Agredano-Moreno et al., 2007; Schepetilnikov et al., 2013). Except in dry seeds, we observed
phosphorylation of TOR at 24 h of seed imbibition, which was further increased at 48 h (Figure
1A). Both S6K1 and RPS6 were found in dry seeds, but no detectable phosphorylation was found
at the tested residues. However, S6K1 and RPS6 were found phosphorylated in extracts prepared
from isolated axes and roots, after 24 h imbibed conditions, confirming the active status of TOR
after 24 h of seed imbibition (Figure 1A). Although, we detected TOR, Lst8, Raptor, S6K1, RPS6

transcripts in maize seeds, only the TOR, S6K1 and RPS6 transcript levels were further increased
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during seed imbibition (Figure S1 and Table S1). Albeit S2448 phosphorylation has been used
to measure TOR activation in plants, recent reports exposed limitations on its use in mammals
(Casagrande Figueiredo et al., 2017). Thus, measurements of TOR phosphorylation using anti-
(MTOR-S2448-P) were excluded from further analysis, and we employed S6K1 and RPS6
phosphorylation as valuable readouts for activation of the TOR pathway. We next tested whether
TOR inactivation impairs maize seedling growth specifically. The embryonic axes preimbibed
for 45 h were treated with a second generation TOR inhibitor AZD-8055 (Montané and Menand,
2013; Schepetilnikov et al., 2017) for 3 h (Figure 1B). The level of TOR activity observed at 48
h was reduced by AZD-8055 in a dose-dependent manner as manifested by the decrease in
downstream S6K1 and RPS6 phosphorylation levels (Figure 1B). To demonstrate that TOR is
required for growth during the earlier stage of seedling establishment, we dissected embryonic
axes from maize germinated seeds and performed a 3-day treatment with different AZD-8055
concentrations. Our results showed that TOR inactivation led to a significant decrease in
embryonic axe length at 20 uM AZD8055, while the root elongation was significantly affected
even at 10 uM AZD-8055 (Figure 1C).

To test the relationship between TOR and Spd pathways, we first added the polyamine
Spd to non-germinated seeds (Figure S2), since Spd was shown to activate germination rate
(Huang et al., 2017). We observed a tendency to greater root length at 48 h, although there was
a high sample variability during germination (Figure S2A-S2B). However, Spd-treated

seedling growth was highly sensitive to AZD-8055 (50 u M), indicating that TOR active status

is important for Spd-treated maize. Higher AZD-8055 concentration was applied to whole
seeds as compared to dissected embryonic axes (see STAR Methods). A longer incubation
period for Spd-treated seedlings, led to a significant effect of Spd on root growth (Figure S2B,
right panel). Strikingly, the enhanced growth of Spd-treated seedlings was fully abolished by

AZD-8055 reaching the level corresponding to mock seedlings. Spd application resulted in an
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increase of S6K phosphorylation, that was nearly abolished upon both Spd and AZD-8055
application (Figure S2C).

To further verify our hypothesis, we modified our experimental set up and used the 24 h
post-germinated seeds to perform 0.2 mM Spd treatment in the absence or the presence of 50
uM AZD-8055 for the next 48 h of seedling growth. The results showed that Spd soaking
significantly increased shoot length of post-germinated seeds at 48 h of treatment, while there
was practically no difference in root length between the mock and Spd treated seedlings
(Figure 1D). Strikingly, AZD-8055 application impaired growth of both, mock and Spd-treated
seedlings. We also analyzed the phosphorylation of rpS6 at S6K1-dependent Ser240 (S240) to
compare TOR responses to AZD-8055 treatment (Dobrenel et al., 2016). Given that Spd
treatment increased rpS6 phosphorylation at S6K1-sensitive S240 in AZD-8055 dependent
manner (Figure 1E), we concluded that this polyamine positive effect on post-germinated
seedling growth might depend on ZmTOR pathway activation. These data further strengthen
our hypothesis that polyamine signaling requires TOR activity to impact on the early post-
germination seedling growth.

To further test the specificity of Spd on TOR activation and root elongation, we used
the cyclohexylamine (CHA) to inhibit Spd synthesis in the 24 h post-germinated seeds during
48 h. As expected, 1 mM CHA was sufficient to significantly reduce root length (Figure 1F)
and resulted in a significant decrease in both, S6K and rpS6 phosphorylation (Figure 1G).
Strikingly, seedlings pre-treated with 1 mM CHA and 0.2 mM Spd during 48 h nearly restored
the Spd effect on root growth. As expected, application of Spd with CHA was sufficient to
restore S6K and rpS6 phosphorylation (Figure 1G). Thus, we concluded that Spd can induce

TOR activation and earlier seedling growth in AZD-8055 and CHA sensitive manner.

Spermidine can activate TOR signaling in Arabidopsis
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To gain more genetic insight into the Spd-TOR relay, we next investigated the effect of
exogenous Spd on TOR activation and seedling growth in Arabidopsis. Importantly, Spd
significantly increased Arabidopsis seedling growth at 0.01 mM concentration and further
promoted root elongation at 0.1 mM concentration (Figure 2A). In addition, TOR inactivation
by AZD-8055 caused a decrease in root elongation of Spd-treated seedlings, but at lesser
extend as compared with that in mock seedlings, likely due to higher levels of active TOR in
Spd-treated seedlings. We also performed immunoblot analysis of TOR-dependent
phosphorylation of S6K1 at conserved TOR specific hydrophobic motif residue T449 under
different exogenous Spd concentrations. S6K is a TOR downstream target and its canonical
signaling output marker in mammals and plants (Schepetilnikov et al., 2011; Xiong and Sheen,
2012). As expected, the level of S6K1 phosphorylation at T449 in Spd-treated seedlings was
increased as compared with mock seedlings about 1.3 and 1.7 -fold by 0.01 and 0.1 mM Spd,
respectively, while decreased by AZD-8055 treatment in all tested conditions (Figure 2B).
Worth noting that growth arrest caused by TOR inactivation in the 0.1 mM Spd-containing
media was less pronounced and S6K1 phosphorylation levels remained more than two-fold
higher than in the case of using inhibitor alone (Figure 2B). This suggests that 0.1 mM Spd-
treated seedlings showing higher levels of active TOR are less sensitive to AZD-8055
inhibition and supports Spd as an upstream effector of TOR in promoting plant growth.

The fact that Spd promotes phosphorylation of S6K1 in AZD-8055 sensitive manner
suggests that Spd acts through the TORC1 complex for its downstream effects. Given that
Raptor is required to recruit substrates of TORCL1 for their phosphorylation by TOR, we tested
whether RAPTOR1B knockout line rap78 (Kravchenko et al., 2015) would support increased
growth in response to Spd. rap78 mutants have their root growth decreased as expected (Fig.
2C, left panel). Although WT Arabidopsis seedlings have their growth accelerated by two-fold

when grown on medium containing 0.1 mM Spd, rap78 mutant plants lost their capacity to
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respond to Spd, indicating that Spd signals through the TORC1 complex. These data strongly
suggest that Spd functions upstream of TOR and requires RAPTOR1B to activate TOR-S6K1

signaling relay and thus seedling growth.

TOR activates translation reinitiation of uUORF-containing CUAO1 and PAO3 mRNAs

In eukaryotes polyamine levels are regulated through many metabolic enzymes encoded by
MRNAs that harbour upstream open reading frames (UORFs) within their leader regions. For
example, S-adenosyl methionine decarboxylases (SAMDCSs) required for polyamine
biosynthesis, copper-dependent amine oxidases (CuAOs) and FAD-dependent polyamine
oxidases (PAOs) that catalyze terminal oxidation and back conversion of polyamines,
respectively, are encoded by uORF-containing mRNAs (Figure S3 and Tables S2-S3). It was
shown that TOR, when activated by the phytohormone auxin, overcomes the inhibitory
pressure of UORFs and promotes translation of uORF-containing mRNAs (Schepetilnikov et
al., 2013; 2017).

To shed light on the role of TOR in translation reinitiation in maize, we compared
polysomal association of uORF-containing endogenous mRNAs such as PAO3 and SAMDC in
extracts prepared from the 48 h dissected embryonic axes, treated or not with 20 uM AZD-
8055 for 3 h, by employing sucrose density gradients (Figure 3A). Comparative polysome
profile analysis in WT and AZD-8055-treated seedling-derived extracts suggested that 20 uM
AZD-8055 treatment partially reduced the polysome/monosome ratio in WT extracts by about
20% (Figure 3A, left panel). PAO3 mRNA, preferentially detected only in light polysomes of
mock plants, was shifted to the fraction of monosomes in response to AZD-8055 treatment,
again uncovering translation suppression by the TOR inhibitor (Figure 3A, right panel). The
results showed a shift in SAMDC mRNA from heavy to the medium polysomal fractions,

suggesting inhibition of translation by uORFs upon TOR inactivation. It should be noted that
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SAMDC 5’UTRs contain the so-called Conserved Peptide uUORF (CPUORF; see Figure S3),
which encodes a peptide causing ribosome stalling at the stop codon of CP uORF in the
presence of high Spd levels in mammals and plants (Hanfrey et al., 2005; Hill and Morris,
1992; Ryabova and Hohn, 2000). However, under normal level of polyamines, the CPUORF2 is
often bypassed by ribosomes that translate UORF1. In contrast, distribution along the sucrose
gradient of UORF-less MRNAs—rpS6 and elF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E)—
was either not affected or slightly increased in LP by AZD-8055. No changes in mRNA
abundances were observed for any of the analysed transcripts under 20 uM AZD-8055
application (Figure 3B).

To further validate that the Spd-TOR relay regulates growth via promoting synthesis of
proteins from uUORF-mRNAs, we tested whether TOR activation by Spd or auxin impacts
translation reinitiation in Arabidopsis mesophyll protoplasts. In a first experimental set up,
protoplasts derived from WT or TOR-deficient 35-7 RNAI plants (Deprost et al., 2007) were
transfected with reporter gene harbouring a single beta-glucoronidase (GUS) construct placed
downstream of a short unstructured leader (pmonoGUS) or AtCuAO1 5’UTR (pAtCuAO1-GUS)
and pmonoGFP, containing a single GFP ORF (control for transformation efficiency; Figure
3C). As expected, reinitiation of AtCUAO1-GUS was about 40% less efficient in TOR-deficient
as compared with WT protoplasts, while monoGUS expression in 35-7 protoplasts was only
20% less efficient than in WT (Figure 3D).

Next we tested the effect of Spd and auxin on pZmPAO3-GUS and pAtCuAO1-GUS
expression in the absence or presence of AZD-8055 using the same experimental set up. In
these experiments, we did not include maize SAMDC 5' UTR to avoid any repression of GUS
ORF translation by the product of CPUORF2 at increased Spd levels. In contrast to the
pmonoGUS uORF-less leader, the ZmPAO3 leader fused to the GUS ORF in its authentic

initiation context (pZmMPAO3-GUS) reduced GUS ORF translation by about 7-fold and
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AtCuAOL1 leader — by about 14-fold, suggesting that uORFs become nearly reinitiation non-
permissive in mock conditions. This low level of pZmPAO3-GUS expression was significantly
increased by auxin and further enhanced by Spd. Importantly, the protoplast response to both
auxin and Spd was abolished by AZD-8055 (Figure 3E). Three short uORFs of AtCuAO1
leader were less responsive to either auxin or Spd, but their positive effects were abolished by
AZD-8055. We noted that AZD-8055 was efficient in suppressing uUORF-containing mRNA
expression by at least 50% in mock protoplasts while pmonoGUS expression decreased to a
lesser extent. The levels of GUS-containing RNAs were unaltered during protoplast incubations
(data not shown). Next we assayed whether the Spd-TOR signaling axis has a general role in
promoting translation reinitiation of UORF-mRNAs that do not encode polyamine biogenesis-
related proteins. As expected, both auxin and Spd can increase translation of auxin response
factor 3, ARF3 mRNA in AZD-8055-senstitive manner (Figure 3E), indicating that TOR
activated by either auxin or Spd has a general effect on reinitiation after uUORF translation
(Schepetilnikov et al., 2013).

Our results show that Spd activates translation of CuUAO1 and PAO3 acting through
TOR. Thus, the Spd-TOR relay can impact production of polyamine biosynthesis-related
enzymes, if these are encoded by uORF-containing mMRNAS. The data presented above indicate
that TOR governs production of SAMDC and polyamine oxidases in an AZD-sensitive manner.
Hence, uORF control is required to balance and maintain proper polyamine levels for growth

and stress responses.

The Spd-TOR signaling axis attenuates heat stress susceptibility of maize
Polyamines and especially Spd have been implicated in protecting rice and wheat seedlings
from heat-induced damage (Jing et al., 2020; Mostofa et al., 2014; Tang et al., 2018). However,

how Spd can alleviate the consequences of high temperature remain to be investigated. Given
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increasing climate-induced yield losses for many crops each year, we attempted to further
investigate a capacity of the Spd-TOR signaling relay to alleviate the heat injury of maize
seedlings at earlier stages of their establishment and growth.

To evaluate TOR dependency, maize seeds imbibed for 24 h were soaked without or
with 0.2 mM Spd either in the absence or the presence of AZD-8055 for 48 h at ambient
temperature 28 °C. Then plantlets were either further maintained at 28 °C or transferred to 42
°C for additional 72 h (Figure 4). Although treatment with 0.2 mM Spd of seedlings growing
for 6 days at normal temperature did not show great impact on growth (Figure 4A), shoot and
root length were highly sensitive to AZD-8055 and decreased significantly, indicating active
TOR state at 28 °C. Plantlets grown under heat stress showed significant damage and strong
delay in development as compared to seedlings grown at normal temperature (Figure 4B). In
contrast, Spd treatment positively affected growth by significantly improving root and shoot
elongation (Figure 4B, Spd). Strikingly, the protective effect of Spd was abolished in the
presence of AZD-8055, confirming that the connection between polyamines and TOR operates

under stress conditions.

DISCUSSION

Until now it was unclear how polyamine levels are sensed and participate in seed germination
and growth. However, genetic evidence suggests that spermidine, but not spermine (Imai et al.,
2004a), plays an essential role in plant embryo development, given that disruption of both
genes encoding spermidine synthase lead to embryo lethal phenotype at the heart-torpedo
transition stage in Arabidopsis (Imai et al., 2004b). Interestingly, double-mutant seeds are
deficient in Spd, while accumulate high levels of its precursor, putrescine. Here we discover
that Spd promotes seedling growth through the TORC1 signaling pathway in Arabidopsis and

maize.
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We have demonstrated an increase in the level of active TOR during maize seed
germination and post-germinative growth. Inactivation of TOR decreases the embryonic axes
and roots growth due to insufficient TOR signaling and S6K activity. Our study uncovered the
involvement of the TOR signaling pathway in perception and transduction of the Spd signal
towards balancing cellular homeostasis and sustained growth in Arabidopsis dicot and maize
crop plants. First, Spd promotes growth in TOR inhibitor AZD-8055 sensitive manner in maize
and Arabidopsis. Further, TOR was activated in the presence of Spd and assists seedling growth,
while either genetic or pharmaceutical inhibition of TOR slowed down growth and abolished
growth stimulation by Spd. In contrast, cyclohexylamine (CHA) that inhibits Spd biosynthesis
abolished the phosphorylation of S6K and, accordingly, reduced root elongation during maize
seedling development. When CHA and Spd were applied together we observed a strong recovery
of the CHA-mediated seedling growth defect. These results demonstrate that TOR pathway
activation by Spd leads to enhanced root elongation and seedling growth.

TORC1 ability to phosphorylate target substrates depends on the activity of a conserved
eukaryotic TOR binding partner, RAPTOR, which presents substrates to TOR for
phosphorylation (Schalm and Blenis, 2002; Liko and Hall, 2015). RAPTOR binding to the TOR
HEAT (Huntington, EF3A, ATM, TOR) domain was demonstrated in both Arabidopsis and the
green alga Chlamydomonas reinhardtii (Anderson et al., 2005; Deprost et al., 2007; Mahfouz et
al., 2006; Moreau et al., 2012), suggesting conserved mechanism of RAPTOR function in
TORCL1. Our genetic experiments demonstrated that the induction of growth by Spd was
downregulated in the rap78 Raptor 1b knockout mutant, suggesting that Raptor can mediate Spd-
activated TOR action in planta. Given that the Spd-promoted TOR signaling activity is reduced
by AZD-8055 application to the mock plant and decreased in conditions of RAPTOR deficiency,
we conclude that Spd and TOR signaling act in a common pathway to control plant growth. In

plants, the number of upstream effectors of TOR signaling is growing—phytohormone auxin,
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growth factors, nutrients, and light (Garrocho-Villegas et al., 2013; Schepetilnikov et al., 2013;
Xiong etal., 2013; Li et al., 2017; Schepetilnikov and Ryabova, 2017; Shi et al., 2018). Our study
provides evidence that Spd is a strong candidate to function as upstream effector of TOR.
According to our data, Spd triggers phosphorylation of S6K1 at TOR specific hydrophobic motif
residue T449, and ribosomal protein S6 at S240, indicating the canonical TOR signaling pathway
is likely to be involved in the perception of the Spd signal.

Our data suggested that TOR not only sensed Spd availability, but also finetuned Spd
homeostasis through a post-transcriptional mechanism. Indeed, previous work in Arabidopsis
demonstrated that AtTOR positively modulates total mRNA translation (Deprost et al., 2007).
In eukaryotes, mRNAs in polyamine catabolism (PAOs and CuAOs) are enriched by inhibitory
UORFs that impede their translation (von Arnim et al., 2014; Guerrero-Gonzalez et al., 2014;
Schepetilnikov and Ryabova, 2017). In Arabidopsis, inefficient translation of UORF mRNAs
could be attenuated by the auxin-ROP2-TOR signaling axis (Schepetilnikov et al., 2013, 2017).
We have shown that TOR inactivation by AZD-8055 causes defects in polysomal loading of
endogenous maize uORF-containing PAO3 (Figure 3A), strongly suggesting that TOR
inhibition contributes to decreased uORF-mRNA translation in maize. AZD-8055 treatment
interferes with CP uORF-SAMDC association with only heavy polysomes in our conditions
(Figure 3A). The results in plant mesophyll protoplasts confirmed the role of Spd in translation
of PAO3, CuAO1 and unrelated to polyamine metabolism ARF3 in AZD-8055 sensitive manner
(Figure 3E), suggesting that TOR, if activated by either auxin (Schepetilnikov et al., 2013) or
Spd, promotes translation initiation of uUORF-containing MRNAs. Indeed, we observed a strong
defect in CUAO1 5'UTR-mRNA translation in TOR-deficient plants, and an increase in both,
CuAO1 and PAO3 leader-driven expression in protoplasts treated with auxin or Spd. In both

cases, inactivation of TOR nearly abolished UORF-mRNA translation in mock, auxin- or Spd-
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treated protoplasts. Thus, Spd can promote translation of polyamine degradation enzymes
through the TOR pathway.

Our data reveal a simple view of the mRNA specific features such as inhibitory 5’'UTR
UORFs and mechanisms that confer Spd-TOR-dependent translation control in Spd biogenesis.
The subset of uUORF-mRNAs that are specifically regulated by TOR consists almost entirely of
transcripts for polyamine oxidases, PAOs and CuAQOs, in addition to spermidine synthase
(SPDS), spermine synthase (SPMS) and thermospermine synthase (ACL5) (Guerrero-Gonzéalez
et al., 2014, Moschou et al., 2012; von Arnim et al., 2014) (see Figure 5, yellow panel; Figure
S3 and Tables S2-S3). We find no uORF-rich transcripts for synthesis of putrescine from
either arginine or ornithine, except of agmatine iminohydrolase (AIH) mRNA that can harbour
several UORFs (Figure 5, blue panel; Table S3). Spd synthesis depends on decarboxylation of
SAM by SAMDC (Figure 5, pink panel). SAMDC mRNA is among the PA-responsive
transcripts with a short uORF preceding the CPUOREF; high PA concentrations lead to CP
UORF translation that results in SAMDC synthesis suppression (Hanfrey et al., 2005; Figure 5,
top right).

Here we propose a model, which states that Spd-TOR signaling differentially controls
the Spd homeostasis by regulating translation competence of UORF-containing mMRNAs. We
found that Spd-related catabolic enzymes such as polyamine oxidases are the main targets of
UORFs responsible for maintaining the moderate Spd levels. Indeed, TOR inactivation by
AZD-8055 strongly correlated with translational repression of PAO 5 UTR - or CuAO 5 'UTR-
driven reporter (Figure 3E). This is likely the consequence of a negative feedback in response
to the excess of Spd. Moreover, high Spd will trigger CP-uORF translation, to arrest SAMDC
synthesis and function of spermidine and spermine synthases (Hanfrey et al., 2005). Recent
work by Guerrero-Gonzalez et al. (2014) suggested that although 168 nt AtPAO2 uORF inhibits

downstream main ORF translation, increase in exogenous polyamine levels promotes
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downstream reporter expression with both native AtPAO2 and 35S promoter, thus alleviating
the negative effect of AtPAO2 uORF. The Spd positive effect on AtPAO2 mRNA translation is
consistent with our model, where TOR activated by Spd can increase reinitiation of ZmPAO3
after translation of upstream uORF.

In addition, analysis of currently available transcriptomic data (Caldana et al., 2013;
Xiong et al., 2013; Dong et al., 2015) revealed no significant differences in the levels of
mRNAs that encode enzymes involved in Spd biogenesis upon application of TOR inhibitors
(see Table S3). These results argue that translation of UORF-containing MRNAs is highly
sensitive to TOR activation, and that this is the basis of their regulation by Spd. However, we
cannot rule out MRNA isoforms that appear as a result of alternative splicing events, which can
change the position and/or number of UORFs.

Our observation of active TOR requirement for facilitating production of PAOs and
CuAO s that catalyze PA oxidation, is consistent with previously published data demonstrating
a shift into putrescine at the expense of spermidine in TOR inactivation conditions (Caldana et
al., 2013), and with a 5'UTR dependence of Arabidopsis SAMDC expression in root meristems
at early germination stages (Majumdar et al., 2017). Thus, the concerted action of UORF
regulatory mechanisms under the control of Spd and TOR can balance spermidine homeostasis
to regulate growth in response to various environmental conditions.

Spd, when applied exogenously, is involved in protecting crops from stress-induced
damage (Chen et al., 2019; Huang et al., 2017; Rodriguez et al., 2009). The observations of
requirements for high levels of free Spd and Spm in salt stress conditions (Duan et al., 2008)
are consistent with a central role of Spd-TOR relay in increasing tolerance of maize seedlings
to heat stress damage (Fig. 4B). Indeed, our results indicate that the Spd-TOR signaling axis

helps young-age seedlings of maize to alleviate heat stress damage to a certain extent.
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In conclusion, our results suggest that Spd can link TOR regulation of translation with
plant adaptation to environmental and internal cues. Molecular actors in such regulation, as
well as the impact of Spd on TOR activity on the proteome and metabolic profiles, are awaiting
future investigation to bring a better understanding of plant physiology and breeding proposals.
The knowledge gain on regulatory mechanisms that impact gene expression at these stages
would be of utmost relevance to better understand and apply improvement technologies in
agriculture.

Limitations of the study

In this study, we have illustrated that TOR by sensing spermidine sufficiency can regulate
spermidine homeostasis by promoting translation reinitiation of uORF-containing mMRNAS
encoding polyamine degrading enzymes. Although we have analyzed expression levels of
enzymes involved in polyamine catabolism in plants, further systematic analysis of mMRNA
translation efficiencies encoding both the polyamine biosynthesis and degradation enzymes in
different TOR contrasting conditions is necessary to understand the fundamental principles of
this regulation. Combining our approach with the direct analysis of endogenous levels of
spermidine and other polyamines, that is beyond the scope of this study, will enhance our
understanding of how polyamine homeostasis is regulated by TOR. In addition, the molecular

analysis could be extended to different developmental stages.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Exogenous Spd promotes seedling growth in AZD-8055- and CHA-sensitive
manner.

A Representative images of Chalquefio maize seed germination and seedling growth at 24
and 48 h of imbibition. Bottom Immunoblot analysis of phosphorylated TOR (TOR-P); S6K-P/
S6K and rpS6-P/ rpS6 in whole axes and root tissues. Lc: loading control by Coomassie
staining.

B Immunoblot analysis of phosphorylated S6K-P/ S6K and rpS6-P/ rpS6 in whole
embryonic axes without (DMSO, solvent) or with AZD-8055 added to dissected axes at 45 h of

seed imbibition as indicated.
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C Quantification of whole embryonic axes and root lengths after 3 days of treatment with
different AZD-8055 concentrations as indicated (n=20).

D 24 h imbibed maize seeds were further incubated in water (mock), or 0.2 mM Spd with
(+) or (-) without 50 uM AZD-8055 (AZD) at 28 °C for 48 h (n=10). Scale bar refers to
seedling length.

E Immunoblot analysis of rpS6 total and phosphorylated at S240 (rpS6-P) levels in root
tips. Bottom panel Specific rpS6 phosphorylation was estimated as rpS6-P/rpS6 ratio from four
independent experiments. Representative immunoblot is shown (n=4).

F 24 h imbibed maize seeds were incubated in water (mock), 1 mM CHA, or 1 mM CHA
with 0.2 mM Spd (n=10) during 48 h. Scale bar refers to seedling length.

G Immunoblot analysis of total S6K1 and rpS6 levels and the levels of S6K1
phosphorylated at T449 (S6K1-P) and rpS6 phosphorylated at S240 (rpS6-P) in embryonic axes
isolated from 24 h imbibed seeds treated with 1 mM CHA or 1 mM CHA with 0.2 mM Spd at
28 °C during 24 h. Right panel Specific S6K or rpS6 phosphorylations were estimated as S6K-
P-T449/S6K or rpS6-P-S240/rpS6 ratios from three independent experiments. Representative
immunoblot is shown (n=3) for each case.

Data information: Values were presented as boxplot with median + s.d. (C, D, F) and bar chart
with meanz s.d. (F). Statistical test was performed by One way ANOVA followed by two-

tailed t-test: p < 0.05 *, p < 0.01 **, p < 0,001 ***, p < 0.0001****,

Figure 2. Exogenous Spd boosts seedling growth in Arabidopsis through the TORC1
pathway.

A Arabidopsis seedlings were grown for 14 days on 1/2 Murashige and Skoog (MS)
medium plus 0.5% sucrose (mock), supplemented with 0.01 or 0.1 mM Spd without (-) or with

0.2 uM AZD-8055 at 22 °C under long photoperiod for two weeks. Representative images of
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whole plantlets and quantification of root length are shown (n=15). Scale bar refers to root
length.

B Immunoblot analysis of total S6K1 levels and the levels of S6K1 phosphorylated at
T449 (S6K1-P) in 14 days-old seedlings. Right panel Specific S6K phosphorylation was
estimated as S6K-P-T449/S6K ratio from three independent experiments.

C Col-0 and rap78 were grown for 14 days on 1/2 MS medium plus 0.5% sucrose (mock),
supplemented with 0.1 mM Spd at 22°C under long photoperiod for two weeks (n=15). Scale
bar refers to root length.

Data information: Values were presented as boxplot with median = s.d. (A, C). Statistical test
was performed by One way ANOVA followed by two-tailed t-test: p < 0.05 *, p < 0.01 **, p <

0.001 ***, p < 0.0001****,

Figure 3. PAO and CuAO translation reinitiation is activated in response to both Spd and
TOR in AZD-8055 sensitive manner.

A Polysomes from 48 h imbibed embryonic axes not treated (black line) or treated (red
line) with 20 uM AZD-8055 were subjected to velocity sedimentation through sucrose density
gradient. Gradients were fractionated while scanning at 260 nm, and the resulting absorbance
profiles are shown. Fractions were collected and pooled as NR (no ribosome), 80S
(monosomes), LP (light polysomes), MP (medium polysomes) and HP (heavy polysomes), and
RNA was analyzed by RT-qPCR for transcripts indicated on the right of each gel along the
profile (n = 2). Positions of 18S and 28S rRNA are shown.

B ZmSAMDC, ZmPAQ3, ZmrpS6 and ZmelF4E transcript abundances were evaluated by
RT-gPCR in 48 h imbibed embryonic axes treated or not with 20 uM AZD-8055 (n = 2). Actin

was used as the normalization control and results expressed as fold change relative to mock.
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C Schematic representation of constructs containing the GUS reporter with either short or
UORF-containing 5’UTR used for transformation of mesophyll protoplasts.

D Transfection experiments in Arabidopsis WT or 35-7 RNAI mesophyll protoplasts
included one reporter plasmid as indicated and transfection control plasmid pmonoGFP. The
GUS/GFP in mock protoplasts was set as 100% for pmonoGUS (250000 relative fluorescence
units, RFU). GFP levels were estimated by western blot (Bottom panel).

E WT mesophyll protoplasts were transfected with reporter plasmids shown in (C) as
indicated. After transfection, cells were incubated or not (mock) with 1 uM NAA or 0.1 mM
Spd in the presence or not 0.5 uM AZD-8055 for 18 h (n=3). mMRNA integrity and levels were
estimated by semiquantative RT-PCR. GUS/GUS RNA ratios were calculated and shown as
black bars. The GUS/GUS RNA in mock protoplasts was set as 100% for pmonoGUS (200000
relative fluorescence units, RFU); pZmPAO3-GUS (30000 RFU); pCuAO1-GUS (20000 RFU)
and pARF3-GUS (50000 RFU).

Data information: Values were presented as bar chart with mean + s.d. (B, C). Statistical test
was performed by One way ANOVA followed by two-tailed t-test: p < 0.05 *, p < 0.01 **, p <

0.001 *** p < 0.0001****,

Figure 4. Spd-TOR signaling alleviates heat stress damage in maize seedlings.

A, B Representative images of 6 days-old maize seedlings grown at 28 °C (A) or 42 °C (B)
under long photoperiod in water (mock) or supplemented with 0.2 mM spermidine (Spd) in the
presence (+) or not () 50 uM AZD-8055 (n=15). Scale bars refer to seedling length.

Data information: Values were presented as boxplot with median * s.d. (A, B). Statistical test
was performed by One way ANOVA followed by two-tailed t-test: p < 0.05 *, p < 0.01 **, p <

0.001 ***, p < 0.0001****,
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Figure 5. UORF allocation among the polyamine metabolic network: effects of TOR and/
or Spd on polyamine synthesis and degradation

Blue box Putrescine biosynthesis pathways from arginine or ornithine are presented by arginine
decarboxylase (ADC), agmatine iminohydrolase (AIH), N-carbamoylputrescine
amidohydrolase (CPA) and ornithine decarboxylase (ODC)—encoded largely by uORF-less
MRNAs.

Pink box S-adenosyl-methionine (SAM), if decarboxylated by S-adenosylmethionine
decarboxylase (SAMDC) is used for Spd synthesis. SAMDC mRNA 5’UTR contains conserved
peptide (CP) uORF.

Yellow box Spd degradation pathways are presented by FAD-dependent polyamine oxidases
(PAOs), spermine synthase (SPMS) and thermospermine synthase (ACL5) encoded by uORF-
rich mRNAs.

Top Right High Spd can arrest SAMDC synthesis via CP uORF.

Bottom Right The Spd-TOR signaling axis can positively regulate translation competency of

PAOs and copper-dependent amine oxidases (CuAOs).
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STAR Methods
RESOURCE AVAILABILITY
Lead contact

e Further information and requests for resources and reagents should be directed to and
will be fulfilled by the lead contact, Lyubov A. Ryabova (lyuba.ryabova@ibmp-
cnrs.unistra.fr)

Materials availability

e Plasmids and seeds used in this study are available with a completed Materials Transfer
Agreement Request for these materials by submitting to Dr. L.A. Ryabova
(lyuba.ryabova@ibmp-cnrs.unistra.fr).

Data and code availability

« This paper analyzes existing, publicly available data. The accession humbers for
analyzed datasets are listed in the key resources table.

o This paper does not report original code.

« Any additional information required to reanalyze the data reported in this paper is
available from the lead contact upon request.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Mexican maize (Zea mays L. cv. Chalquefio) seeds (Spring 2018) were used dry or between one
and six days upon imbibition. For Arabidopsis thaliana, the ecotype Columbia-0, tor RNAI line
35-7 (Deprost et al., 2007), s6kl-1 mutant (Salk 148694) and Raptor mutant rap78
(Salk_078159) were used at 14 days upon imbibition.

METHOD DETAILS

Maize growth conditions and treatments

For germination experiments Mexican maize (Zea mays L. cv. Chalquefio) seeds (Spring 2018)
were imbibed on moisturized cotton at 26 (2 °C) in the darkness for 24 or 48 h. Short treatments
with the TOR inhibitor AZD-8055 were performed during the last three hours of imbibition of
48 h excised axes to evaluate TOR pathway activity and polysomal profiles. To test the
concentration-dependent inhibitor effect, embryonic axes dissected from 24 h imbibed seeds
were placed on a cotton moisturized with 1/2 Murashige and Skoog (MS) + AZD-8055 (5 uM,
10 uM, 20 uM) during additional 72 h at 28 °C in the darkness.

For long-term seedling growth phenotyping and treatments, whole seeds were rolled in a paper
towel and placed vertically in a cylindrical container under 16 h light/8 h darkness photoperiod
at 28 °C as described previously (Crombez et al., 2016). The paper towel was imbibed in water
(mock), 50 uM AZD-8055 (AZD), 0.1 mM (for non-germinated seeds) or 0.2 mM (for
germinated seeds) Spermidine (Spd), or combination of both (Spd/AZD).

Higher concentration of AZD-8055 was employed for whole seed incubations due to the starchy
endosperm seed barrier as reported for cereals, including maize (Montane and Menand, 2015;
Diaz-Granados et al., 2020). For cyclohexylamine (CHA) treatments, 24 h imbibed seeds were
treated with 1 mM CHA alone or with 0.2 mM Spd and phenotype was registered after 48 h of
the treatment. AZD-8055 was dissolved in Dimethyl Sulphoxide (DMSO) and CHA in water.
Equivalent amount of DMSO was added to mock for AZD inhibition experiments.

Since cyclohexylamine (CHA) is a competitive inhibitor of Spd synthase (SPDS), which
competes with Put for SPDS binding, we used 1 mM CHA to ensure competition with Put and
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evaluate the effect of exogenous Spd used at 0.1 mM concentration. 2 mM CHA was used for
dicot plants in Hummel et al. (2002).

For heat stress, germinated seeds were grown at 28 °C for 72 hours under the indicated
treatments, after which those were separated in two groups. One group was maintained at 28 °C,
whereas the other was transferred to a chamber at 42 °C, for additional 72 h under the same
treatments.

Arabidopsis seedlings growth conditions

Arabidopsis thaliana ecotype Columbia-0 seeds were used for all experiments. The tor RNAI
line 35-7 was previously described (Deprost et al., 2007). Raptor mutant rap78 (Salk_078159)
was provided by C. Meyer (INRA, Versailles, France). Arabidopsis seeds were cultured on
squared plates containing 1/2 MS, 0.5% sucrose and 0.8% agar medium for two weeks under 16
h light/ 8 h darkness photoperiod at 21 °C. Treatments of 0.2 uM AZD-8055 (AZD), 0.01 mM
or 0.1 mM Spermidine (Spd) and double treatment for each Spd concentration (AZD/Spd) were
included in the medium. To analyse the growth phenotype caused by AZD, Spd or combination,
we used lower AZD concentration than previously reported (Schepetilnikov et al., 2017) to avoid
causing dramatic growth phenotype (Montané and Menand, 2013) and allowing to study
sensitivity to Spd.

Seedling Phenotyping

After each imbibition time and treatment, maize seeds were photographed and length
measurements of whole embryonic axe, the principal root or the shoot were performed using the
Image J software. For Arabidopsis thaliana, root measurements corresponded to the end of the
experiment (two weeks).

Protein extraction

Total proteins were extracted from half gram of maize whole embryonic axes or root tips (1.0
cm from the tip) to evaluate activation of TOR-S6K during germination and seedling
establishment. To analyze the effect of different AZD-8055 concentrations, protein extractions
were made from whole embryonic axes. To analyze effects of Spd, CHA or both Spd and CHA
treatment on TOR signaling pathway activation, treatments were performed for 24 hours on
excised embryonic axes from 24 h imbibed seeds.

Maize tissues were homogenized in extraction buffer [50 mM HEPES pH 7.6, 4 mM EDTA, 20
mM EGTA, 20 mM mannitol, 0.2 mM PMSF, 1X Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail
(ThermoFischer), and Protease Inhibitor CompleteTM (Roche Diagnostics)], cleared by
centrifugation for 40 min, and determined for protein concentration by Bradford. Protein
extractions for Arabidopsis were performed from whole seedlings at the end of treatments using
2X Laemmli buffer. About 10-20 pg of total protein from Arabidopsis, 100 ug (TOR-P) and 40
ug (S6K, S6K-P, rpS6, rpS6-P) of total protein extract from maize were loaded per line.
Western blot analysis

Protein extracts were separated by 7% (TOR) or 12% (S6K and rpS6) SDS-PAGE and
electroblotted onto polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane. The membrane was blocked with
5 % (w/v) fat-free milk in 1X PBS, pH 7.4 and incubated overnight at 4 °C (primary polyclonal
antibodies) or during 3 h (monoclonal antibodies) at the appropriate dilutions prepared in 1X
PBS/0.1% (v/v) Tween-20. The following primary antibodies were used in this study: AtrpS6
(Enganti et al., 2018, 1:2500), AtrpS6-P(S240) (Enganti et al., 2018, 1:5000), AtS6K1/2
(Agrisera, AS121855, 1:5000), mTOR-P(S2448) (Santa Cruz Biotech, SC-293133, 1:200),
S6K1-P(T449) (Abcam, ab207399, 1:5000). The secondary antiserum (Goat anti-rabbit
IgG:HRP, Bio-Rad, 403005) was used at 1:5,000 dilution and incubated for 2 h at room
temperature. Blots were developed with Luminata Classic Western HRP Substrate from
Millipore. All antibodies had been previously used in Arabidopsis (Schepetilnikov et al., 2013;
Cao et al., 2019) and maize (Garrocho et al., 2013; Diaz-Granados et al., 2020) reports. Full size
Western blots with molecular weight indications are shown for each antibody/species in
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Supplemental information file (Data S1). Migration of the endogenous unphosphorylated S6K is
unusual, since it shows retardation on the gel (around 65 kDa), possibly due to particularities of
the plant protein, such acidic residues or unstructured N- and C-terminal regions interfering with
SDS interaction. However, upon urea application, S6K1 migrates on SDS-PAGE at about 53 kDa
as shown in Data S1. Further, the 65 kDa band detected by anti-AtS6K1/2 (Agrisera) appears
reduced in a s6k1-1 mutant (Salk_148694), as does the 53 kDa band detected by anti-S6K1-P
(Abcam).

Polyribosome fractionation

One gram of whole embryonic axes was ground with liquid nitrogen in a mortar and
homogenized in 5 ml of lysis buffer consisting of 200 mM Tris-HCI pH 8.5, 50 mM KCI, 25 mM
MgCl,, 2 MM EGTA, 2% PTE (10 Tridecyl Polyoxyethylene ether), 1% IGEPAL, 1% Triton X-
100, 0.1% DTT 1 M, 0.2 mg/mL cycloheximide and 0.5 mg/mL Heparin. The slurry was cleared
twice from debris at 12,000 x g for 15 min, 4 °C and the supernatant was applied onto 2 ml of
60% sucrose cushion in gradient buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.5, 20 mM KCI, 10 mM MgCl)
to enrich ribosomes by 3 h-centrifugation at 50,000 rpm, 4 °C in a fixed angle rotor 80Ti. The
precipitate was dissolved in 300-400 ul extraction buffer, applied to a continuous 15% to 60%
sucrose density gradient and centrifuged at 38,000 rpm, 4 °C for 2 h in a swinging rotor SW 55Ti.
Gradients were collected in 500 ul fractions with a Labconco bomb connected to Econo UV
Monitor (BioRad) for continuous absorbance monitoring at 260 nm. According to the 260 nm
profiles, fractions were pooled as NR (no ribosome), 80S (monosomes), LP (low polysomes),
MP (medium polysomes) and HP (high polysomes).

RNA analysis

Total RNA was extracted using TRIzol Reagent. RNA from polysomal profiling was obtained
by pooled fractions treatment with 25 pl of 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) and 1 ul of 10
mg/ml proteinase K for 30 min at 37 °C, extraction with 250 pl of acid phenol and 250 pl of
chloroform: iso-amyl alcohol (24:1) and precipitation with 70 pl of 10 M LiCl and 470 pl
isopropanol. Precipitated RNA was washed with 70 % ethanol, briefly air-dried and dissolved in
30 ul of DEPC-treated water. Total and polysomal RNAs were subjected to DNase treatment and
purification by RNA Clean and Concentrator kit, followed by reverse transcription with Improm-
I Reverse Transcriptase and either end- point PCR (polysomal fractions) or real-time PCR (total
RNA) using Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix. Gene-specific primers were
designed with Primer3 Plus (Untergasser et al., 2007) and are available in Table S1. Relative
expression levels were computed by 22T method using actin as housekeeping control in two
independent biological replicate experiments.

Construct generation for protoplast transfections

Standard short UTR pmonoGUS and pmonoGFP were used as basal translation and transfection
controls, respectively (Schepetilnikov et al., 2011, 2013). The pAtCuAO1-GUS and pZmPAQO3-
GUS constructs [4tCudO1 5’UTR-GUS; ZmPAO3 5 'UTR-GUS] were generated by substitution
of a short CAMV sequence in pmonoGUS plasmid with the AtCuAO1 (At1g62810) 5"UTR or
ZmPAO3 (Zm00001d001883) 5°UTR, downstream of the constitutive 35S promoter and
upstream of the start codon of the GUS reporter. Primers used for 5"UTR amplification were:
CuAO1-UTR-FW: acgcgtcgacGCGTTTGTAATGACATGAACATG; CuAO1-UTR-RV:

ggogtttctacaggacgtaaCATCGATTGAGTGAGAGTTTTTG ZmPAO3-UTR-FW:
099gtaccccACCCGTGTCGTGTCTAAACGGAC,; ZmPAO3-UTR-RV:

ggagtacccccggtataccgACCAGCCGCCGGCTTCG. Small case letters indicate added nucleotides
including sites for restriction enzymes Kpnl and Accl (underlined) used to clone the 5’UTR
within pmonoGUS. The construct pAtARF3-GUS was described in Schepetilnikov et al. (2013).
Arabidopsis protoplast preparation and GUS activity measurement

Transient expression of constructs and GUS activity assays in Arabidopsis mesophyll protoplasts
were conducted according to (Schepetilnikov et al., 2013; Yoo et al., 2007) with minimal

25



663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679

680

681
682
683
684
685
686
687
688

689

690
691
692

693
694

695
696

697
698
699
700

701
702
703

704
705
706

modifications. Five micrograms pAtCuAO1-GUS, or 5 pg pZmPAO3-GUS, or 10 pg pAtARF3-
GUS or 5 ug pmonoGUS were used for co-transformation of Arabidopsis mesophyll protoplasts
with 5 ug pmonoGFP as transfection control (see Figure 3D). Transfected protoplasts were
incubated in WI buffer including 1 uM auxin (1-NAA), or 0.1 mM Spd with or without 0.5 uM
AZD-8055 overnight at 26 °C in WI buffer (4 mM MES pH 5.7, 0.5 M mannitol, 20 mM KCI)
under darkness. After overnight incubation transfected protoplasts were harvested by
centrifugation and resuspended in GUS extraction buffer (50 mM NaH2PO4 pH 7.0, 10 mM
EDTA, 0.1% NP-40). The aliquots were immediately taken for GUS reporter gene assays. GUS
activity was measured by a fluorimetric assay using a FLUOstar OPTIMA fluorimeter (BMG
Biotech) and normalized with respect to GUS RNA levels. The values given are the means from
at least three independent experiments.

To estimate GUS RNA levels, total RNA from protoplasts was extracted using TRIzol. RNA
samples were reverse transcribed into cONA using SuperScript 111 reverse transcriptase with
oligo-(dT)1s. SQRT-PCR was performed with the pair of specific primers to the full-length GUS
reporter gene. The PCR conditions were as follows: 2 min, 98 °C (first cycle); 30 s, 98 °C; 30 s,
56 °C; 3 min, 72 °C (20 cycles). PCR products were separated on a 1.2% agarose gel and
visualized by ethidium bromide staining.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

At least 15 seeds were used for each treatment in three independent biological experiments (n =
3). For seedling phenotyping and reporter construct expression in protoplasts under different
treatments, statistical analysis was performed by One-way ANOVA followed by two-tailed t-
test. For RT-gPCR experiments, statistical differences were evaluated by two-sample t-test.
Asterisks indicate values that are significantly different from the relevant control * p <0.05 **
p<0.01 *** p<0.001 **** p <0.0001. Graphs were generated with BoxPlotR. The statistical
details of each experiment can be found in the corresponding figure legend.
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Supplemental Text and Figures
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Transcript | Protein length Identity at protein level (%)
length (bp) (aa) Lst8-1 Lst8-2
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Figure S1. Accumulation of transcripts encoding TOR pathway components during maize seed
germination. Related to Figure 1

(A) Transcript levels were measured at different imbibition hours as indicated by final point RT-PCR. Maize
genes were identified by comparable analysis with Arabidopsis reported sequences and used to design
specific primers (see Table S1). Arrows indicate the amplification of two isoforms for Lst8 transcript. Right
panel A putative alternative splicing event (TO01 and T002) is indicated (Maize genome database- Zea
mays B73_AGPv4; Woodhouse et al., 2021). Boxes represent exons, while lines represent introns; grey
color refers to UTRs and blue to the coding region. TO02 transcript corresponds to the larger amplification
product, which would produce a shorter protein lacking 104 amino acids at the amino-terminal region. TO01
renders a protein 84% identical to AtLst8-1 and 67% to AtLst8-2.

(B) Quantitative determination of transcript levels in three independent biological replicates during maize
seed imbibition (0-48 h). Fold change was calculated for 24 h and 48 h with respect to 0 h, normalized by
rRNA 18S. Bars represent S.D. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA followed by Tukey
HSD test, p < 0.05%; p < 0.01**, p < 0.001***, For maize Lst8 quantitation included amplification of both
bands.
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Figure S2. TOR activity is required for the Spd stimulatory effect on maize early seedling growth.
Related to Figure 1

(A) Representative images of maize seeds imbibed in a rolled paper with water (Control), 0.1 mM Spd, or
0.1 mM Spd and 50 yuM AZD-8055 for either 48 h or 72 h, at 28 °C, under a long-photoperiod.

(B) Quantification of root length was performed using the Imaged software. Values are median + SD; n = 30
for 48 h and n = 20 for 72 h treatments. Data information: Statistical analysis was performed by one-way
ANOVA followed by Tukey HSD test, p < 0.01**; p < 0.001***, p < 0.0001****,

(C) Immunoblot analysis of S6K total levels and S6K-P in embryonic axes after treatment with 0.1 mM Spd
or 50 yM AZD for 24 h (samples were run on the same gel and the solid line indicates removal of the
extraneous lane).
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Figure S3. Schematic representation of Arabidopsis thaliana and Zea mays SAMDC, PAO and
CuAO (gamma) 5’UTRs. Related to Figure 3

The 5’UTR length is indicated at the left of each transcript. Upstream open reading frames (UORFs) are
shown as boxes at true positions with respect to the main ORF (see scale at the right of each set). For
SAMDCs there is a conservation of tiny (UORF1) and small Conserved Peptide (CPUORF2), except for
Arabidopsis SAMDC3. However, for the latter the single uORF is a CPUORF1. The red boxes highlight
transcripts analyzed in this study.



Table S1. Maize genes and oligonucleotides used in RT-PCR analyses. Related to Figures 3 and
S1.

Gene
name

TOR Zm00001d037950 | At1g50030

Zea mays ? Arabidopsis thaliana ® Oligo for Zea mays 5’ — 3’ ©

F: gatgcaagtccttcgcacaa
R: ctctcggttagccactgcett

F: gatggtgtgaagaggctccc
R: aaggaggaatgctgaccacc
F: cgtttgagagcatgcgttg

Raptor1A | Zm00001d023230 | At5g01770

Lst8 Zm00001d007577 | At2g22040; At3g18140 -
R: ggcggatatgaggattgcca
S6K Zm00001d022434 | At3g08720; At3g08730 F. cacaaggaacccaacaageg
R: cttgaggctagagccggatg
rpS6-1 Zm00001d022180 | At4g31700 F. aagtcigtcegtggtigeat
R: gacccctcatcctiggctic
At3g02470; At5g15950; F: aaccgttcaagcccaacaag

SAMDC1 Zm00001d020543 At3g25570 R: tgtcatgcacatctcaagcg

F: aattacccgccagcacaatg

PAO3 Zm00001d001883 At1g65840 -
R: tgtcatgcacatctcaagcg
elFAE Zm00001d041682 | Atdg18040 F: agatggacaaaggcelgaag
R: aaccacccagcatgcatttg
. At5g09810; At3g12110; F: aacgagcttcgtgttgcac
Actin Zm00001d011087 At3g53750; At2g37620 R: gcccactagcatagagtgataga

The conventional gene name is indicated.

a Accession according to Zea mays B73_AGPv4 genome database annotation (Woodhouse et al., 2021).
b The corresponding Arabidopsis accessions are given for each gene. In case of more than one
accession, all shared similar identity score with respect to maize at amino acid level.

¢ Oligos used as primers for amplification were designed with Primer3 Plus (Untergasser et al., 2007)



Table S2. Information for SAMDC, PAO and CuAO (gamma) 5’ UTR regions annotated for
Arabidopsis thaliana (www.arabidopsis.org) and Zea mays (www.maizegdb.orq) databases. When
citation was not available, the UORF presence was revised at Gene Infinity — ORF Finder. Related
to Figures 3 and 5

Arabidopsis thaliana Zea mays?
Gene Accession uORFs References Gene Accession uORFs References
name name
S-adenosylmethionine decarboxylases (SAMDC)
SAMDC1 | At3g02470 2; SAMDC1 | Zm00001d020543 2;
CPuORF2 Hanfrey et CPuORF2
SAMDC2 | At5g15950 2; al 20%5_ SAMDC2 | Zm00001d051056 2; Francescheti
CPUORF2 | | on Amim CPUORF2 |~ ot al., 2001
SAMDCS3 | At3g25570 1; etal. 2014 SAMDC3 | Zm00001d025773 3; v
CPuORF1 v CPuORF2
SAMDC4 | At5g18930 0 SAMDC4 | Zm00001d003157 0
FAD-dependent amine oxidases (PAO)
PAO1 At5g13700 0 Guerrero- PAO1 Zm00001d024281 0
PAO2 At2g43020 1 Gonzélez et PAO2 Zm00001d026334 1 Guerrero-
PAO3 At3g59050 1 al., 2014; PAO3® | Zm00001d001883 1 Gonzalez et
PAO4 At1g65840 2 von Arnim PAO4 Zm00001d026586 2 al., 2014
PAO5 At4g29720 0 etal., 2014 PAOS Zm00001d043681 0
Copper-containing amine oxidases (CuAO)*
CuAO1 | At1g62810 3 von Arnim CuAO Zm00001d025103 0
CuAO2 | At3g43670 1 etal., 2014

a Accession according to Zea mays B73_AGPv4 genome database annotation

b The maize PAQ3, as designated by Guerrero-Gonzalez et al., 2014, actually contains only one uORF
and displays higher amino acid identity to Arabidopsis PAO4 according to Zea mays B73_AGPv4 genome
database annotation (Woodhouse et al., 2021).
* Only gamma CuAOs were analyzed




Table S3. Effect of TOR inhibition on transcript levels of polyamine pathway enzymes. Related to
Figures 3 and 5
Information according to global transcriptome analyses available for Arabidopsis thaliana.

References Dong et al., | Caldana et | Xiong et
2015 al., 2013 al., 2013
Gene name | Accession uORFs | AZD-8055% | tor RNAi? Glucose®
ADC1 At2g16500 0 ns ns ns
Putrescine ADC2 At4g34710 0 2.86 ns ns
biosynthesis | AIH At5g08170 2 ns ns 0.8
CPA At2g27450 0 ns ns ns
SPDS1 At1g23820 1 ns ns Ns
SPDS2 At1g70310 4 ns ns ns
SPMS At5g53120 2-4 ns ns ns
SAC51 At5g64340 6 ns ns ns
Polyamine SAMDC1 At3g02470 2 ns ns ns
biosynthesis | SAMDC2 At5g15950 2 ns ns ns
SAMDC3 At3g25570 3 ns ns ns
SAMDC4 At5g18930 NA ns ns ns
At5g19530.1 1
ACLS At3919530.2 3 ns ns ns
PAO1 At5g13700 0 ns ns ns
PAO2 At2g43020 1 ns ns ns
PAO3 At3g59050 1 ns ns ns
Polyamine PAO4 At1g65840 2 ns ns ns
degradation PAOS At4g29720 2 ns ns ns
At1g62810.1 3
CuAO1 At1862810.2 6 ns ns ns
CuAQ2 At3g43670 1 ns ns ns

@ These data were obtained under TOR activity down-regulation

P These data were obtained under TOR activity up-regulation

ns: fold change of transcript level with respect to control plants was not significant
NA: non-available



Data S1. Related to Star Methods and Figures. The red box indicates the portion of the blot shown in the
corresponding Figure.
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Fig. 1E
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Fig. 1G
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Related to Fig. 1A Replicate immunoblot analyses of phosphorylated TOR (TOR-P); S6K-P/ S6K and
rpS6-P/ rpS6 in whole embryonic axes and root tissues. Loading control by Coomassie staining.

Related to Fig. 1B Replicate immunoblot analyses of phosphorylated S6K-P/ S6K and rpS6-P/ rpS6 in

whole embryonic axes without (DMSO, solvent) or with AZD-8055 added for 3 h to dissected axes from 45
h-imbibed seeds.

Related to Fig. 1E Replicate Immunoblot analyses of phosphorylated rpS6-P/ rpS6 in root tips from 24 h-

imbibed seeds treated with water (mock), or 0.2 mM Spd with (+) or (=) without 50 yM AZD-8055 (AZD)
for 48 h at 28 °C.

Related to Fig. 1G Replicate Immunoblot analyses of phosphorylated S6K-P/ S6K and rpS6-P/ rpS6 in

whole embryonic axes from 24 h-imbibed seeds treated with 1 mM CHA alone or together with 0.2 mM
Spd for 24 h at 28 °C.
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Related to Fig. 2B Replicate Immunoblot analyses of phosphorylated S6K-P/ S6K in Arabidopsis thaliana
14 days-old seedlings grown at 22 °C under long photoperiod in control MS (mock) or supplemented with
Spd (0.01 or 0.1 mM) without () or with 0.2 uM AZD-8055.

Related to Fig. S2C Replicate Immunoblot analysis of phosphorylated S6K-P/ S6K in embryonic axes
after treatment with 0.1 mM Spd alone or 50 uM AZD for 24 h.
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Related to Fig. 2B, S2C and STAR Methods Comparison of total S6K migration on 8M urea SDS-PAGE
and common SDS-PAGE (Fig. 2B). The band with different mobility on both immunoblots is highlighted by
square. At right, immunoblot of phosphorylated S6K-P on 8M urea SDS-PAGE. The lower panels
represent immunoblots on SDS-PAGE, showing the mobility of total S6K (left) and phosphorylated S6K-P
(right) from wild type Col-0 (WT) and mutant (s6k7-1) Arabidopsis seedlings.
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RESUMEN

La sefializacion por la via de Target Of Rapamycin (TOR) es esencial en la integracion
de estimulos ambientales, disponibilidad de nutrientes y energia con el control por
factores de crecimiento, senales de desarrollo y diferenciacién en organismos eu-
cariontes. En las plantas, su descubrimiento y caracterizacion son mas recientes y
se ha estudiado poco en especies relevantes agronémicamente. Especificamente, se
describié una via similar a la del complejo TORC1 de mamiferos pero con particu-
laridades del linaje vegetal que involucran la respuesta a fitohormonas y a la luz,
la adaptacion a estrés y el control del ciclo de vida de la planta. TOR tiene un gran
impacto en el perfil metabdlico, la proliferacién/diferenciacion celular y la regulacién
de la expresion genética en respuesta a glucosa, auxinas y estrés. Aqui se describen
los componentes principales de la via TOR en la planta modelo Arabidopsis, la sefial-
izacion rio arriba de TOR, los procesos que regula y algunos de los hallazgos que la
presentan como un blanco atractivo para el mejoramiento de cultivos.

ABSTRACT

The Target Of Rapamycin (TOR) pathway is essential for the integration of envi-
ronmental signals, nutrients and energy availability with growth factors control on
development and differentiation in eukaryotic organisms. Discovery and characteri-
zation of the pathway in plants is more recent and has been poorly studied in crops.
Specifically, a pathway similar to that corresponding to the mammalian TORC1 com-
plex was described, but with peculiarities of the plant lineage involving responses
to phytohormones and light, stress adaptation and plant life span control. TOR has
important impacts on the metabolic profile, cell proliferation/differentiation balance
and coordination of gene expression in response to glucose, auxins and stress. Here
we describe the main components of the TOR pathway discovered in the model plant
Arabidopsis, upstream of TOR signaling, downstream processes regulation, and pre-
sent some of the findings as an attractive target for crop improvement.
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Introduccion

En organismos eucariontes existe una via de se-
Ralizacion conservada que actla como regulador
maestro para integrar la disponibilidad de nutrien-
tes y energia con el crecimiento (1, 2). La proteina
central de esta via es la cinasa TOR (Target Of

*Recibido: 3 de octubre de 2020

Rapamycin) que fue descrita por primera vez en
levaduras, donde se identific6 como blanco de la
rapamicina, una molécula con actividad antifun-
gica aislada de una bacteria del suelo en la Isla
de Pascua (Rapa Nui) (3). En células de animales
y levaduras TOR forma dos complejos proteicos
denominados TORC1 y TORC2. El primero esta

Aceptado: 22 de enero de 2021
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constituido por la cinasa TOR, LST8 (Lethal with
Sec Thirteen8) y RAPTOR (Regulatory Associated
Protein of mTOR) y regula el crecimiento celular,
la traduccién y autofagia. El complejo TORC2,
ademas de la cinasa y LST8, estd integrado por la
proteina RICTOR (Rapamycin Insensitive Compa-
nion of mTOR), y a diferencia de TORC1 es insen-
sible a la rapamicina. TORC2 regula el crecimiento
polarizado de la célula, el citoesqueleto de actina 'y
la proliferacién celular (4, 5). La mutacion de cual-
quiera de los componentes principales de TORC1,2
es letal desencadenando el arresto del crecimiento
durante el desarrollo embrionario.

A partir de su descripcion en levaduras y células
animales, la proteina TOR y su compleja via de se-
nalizacion comenzaron a describirse en otros euca-
riontes. Diez aiflos después de su identificacion, en
el afio 2002, se describié TOR en la planta modelo
Arabidopsis thaliana (6). Hasta el momento, en
plantas solo se ha identificado un complejo similar
a TORC1, ya que no presentan homodlogos a RIC-
TOR. Aunque las funciones de TOR en plantas estan
conservadas con respecto a otros eucariontes, la
sefializacion rio arriba y los mecanismos efectores
del complejo requieren elementos especificos que
permitan la adaptacion al entorno y a sefiales de
desarrollo para la iniciacion de nuevos 6rganos. La
investigacién actual se centra en el estudio de los
estimulos que regulan la actividad de TOR, los efec-
tos de la via en el crecimiento y aunque menos ex-
plorado, la identificacién de blancos especificos de
plantas. En este articulo presentamos los avances
en la identificacion de proteinas de la via TOR en
plantas, los principales procesos moleculares que
regula y su impacto en el crecimiento y desarrollo
en respuesta a estimulos hormonales, nutrientes
y condiciones del entorno abiético.

La via TOR sensora del metabolismo central
esta conservada en eucariontes

Los organismos eucariontes sensan las condiciones
de su ambiente y en respuesta a estas se produce
la adaptacion de su metabolismo y cambios en
el comportamiento. Algunas de estas variaciones
estan relacionadas con el entorno bidtico o abio-
tico como infecciones por patégenos, cambios de
temperatura, incremento en la competencia por
nutrientes, entre otras. La via TOR se encuentra
altamente conservada en eucariontes y es un eje
central que percibe el estatus de la célula y en res-
puesta regula la expresiéon génica, la distribucion
de recursos energéticos y nutricionales y permite
la adaptacién del organismo.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae se
encontrd que la rapamicina inhibe el ciclo celular

en la fase G1 y que mutaciones en los genes fpri
y tor1;2 confieren resistencia a su inhibicion, por lo
gue se propusieron como los blancos del farmaco
(Figura 1). El gen fpr1 codifica una prolina isome-
rasa que participa en el plegamiento de proteinas,
denominada FKBP debido a que se une y es inhibi-
da por la molécula FK506. FK506 y la rapamicina
tienen actividad inmunosupresora, pero afectan
diferentes vias de sefializacién (3). Por otro lado,
se identificaron dos mutantes en genes paralogos
denominados torl-1 y tor2-1 que codifican una
proteina de la familia PIKK (cinasas similares a
PI3K: fosfatidilinositol-3-cinasa) con actividad
treonina/serina cinasa.

En células animales se utilizé un acercamiento
bioquimico para la identificacion de la proteina
blanco de rapamicina. En una purificacion por
afinidad, se encontrd asociada al complejo FKBP/
rapamicina una proteina, la cual inicialmente se
denominé FRAP (FKBP Rapamycin Associated
Protein). El aislamiento del transcrito permitio
demostrar que su secuencia era muy similar a
TOR1;2 de levadura y que la proteina es un ligando
directo del complejo FKBP/rapamicina (7). TOR se
compone de 5 dominios conservados (Fig. 1). El
dominio HEAT estd formado por repeticiones de
aproximadamente 40 aminodcidos que se pliegan
en dos a-hélice antiparalelas y esta involucrado en
la interaccion proteina-proteina. El dominio FAT se
compone de repeticiones HEAT y tetratricopépti-
do e interactiia con el dominio cinasa a través de
residuos conservados. FRB es el sitio de union del
complejo FKBP12-rapamicina y regula la entrada
de sustratos al sitio activo. FATC es un dominio de
andamiaje y participa en la conformacién del sitio
activo. En células animales este dominio es esencial
para la actividad catalitica de TOR.

TOR se asocia a RAPTOR y LST8 para formar el
complejo TORC1, principal regulador de procesos
anabdlicos que permiten el crecimiento celular,
como la biogénesis de ribosomas, sintesis de DNA
y transcripcidon en respuesta a nutrientes y fac-
tores de crecimiento (8). RAPTOR es importante
para la localizacion del complejo en lisosomas y
su activacién, asi como para el reconocimiento de
sustratos. LST8 es necesario para la conformacion
del sitio activo, la actividad catalitica de TOR y
posiblemente para la regulacién de la entrada de
sustratos al sitio activo (9,10). TORC2 contiene
LST8 y la proteina regulatoria RICTOR en lugar de
RAPTOR. La unién de RICTOR bloquea la asociacion
de TORC2 con FKBP-12 confiriéndole insensibili-
dad a la rapamicina. TORC2 también es activado
en respuesta a factores de crecimiento e insulina
pero controla procesos diferentes a TORC1 como
el metabolismo de la glucosa, lipogénesis y migra-
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Figura 1. Representacion esquematica de los dominios de la proteina TOR y los principales miembros
del complejo TORC. TOR se compone de cinco dominios conservados: el dominio HEAT (Hungtington, EF3A, ATM,
TOR), involucrado en la interaccion con otras proteinas y la asociacion a membranas; el dominio FAT (Frap, ATM,
and TRRA), que participa en el plegamiento del dominio catalitico;, el dominio FRB (FKBP12-rapamycin binding
domain), importante para la regulacion de la proteina; el dominio cinasa; y FATC (FAT del C-terminal), que participa
en el control de la accesibilidad de sustratos. La proteina RAPTOR interactua con el dominio HEAT de TOR y LST8
se une a FATC y al dominio cinasa conformando el complejo TORC1 de animales que es sensible a la rapamicina.
Por el contrario, el complejo TORC2 que contiene RICTOR es insensible a la rapamicina. Se indican en la figura las
proteinas que presentan homdlogos en plantas: FKBP12, RAPTOR, LST8 y TOR.

cion celular a través de sus principales blancos,
entre los que se han descrito, la proteina Akt/PKB
(protein kinase B) y PKC (protein kinase C) (11).
TOR es esencial para el crecimiento en animales y
levadura. La mutacién de cualquiera de los com-
ponentes principales de TORC1,2 en animales es
letal desencadenando el arresto del crecimiento
durante el desarrollo embrionario.

A diferencia del acercamiento bioquimico que
se utilizé para estudios en animales y levadura, en
las plantas se utiliz6 un método genético para la
identificacion de TOR. A partir de su similitud con
la secuencia codificante de mTOR, se identifico
un transcrito y el gen codificante en Arabidopsis
At1g50030, y maiz NM-001111823 (6,12). AtTOR
forma parte de un complejo proteico similar a
TORC1 ya que contiene LST8 y RAPTOR. Al igual
que en animales, mutantes homocigotas de tor no
son viables. RAPTOR y LST8 estan codificadas por
dos genes en Arabidopsis. Las mutantes de solo
uno de los genes RAPTOR o0 LST8 son viables, aun-
que presentan crecimiento reducido. Este fenotipo
es similar al que presentan mutantes reducidas en
tor, en cuanto a crecimiento, desarrollo y perfiles
metabolicos (13-15). En plantas, no se han identi-

ficado ort6logos de RICTOR, por lo que se considera
que de existir otros complejos TORC en células
vegetales, estos serian esencialmente diferentes
al complejo TORC2 de animales y levadura.

Tanto RAPTOR como LST8 estan relacionados
con respuestas a estimulos ambientales. RAPTOR
es esencial para el crecimiento post-embrionario
en Arabidopsis y es blanco de un importante sen-
sor del déficit energético en la célula, denominado
SnRK (Snfl-related kinase). Su fosforilaciéon con-
duce a la disociacién del complejo y pérdida de ac-
tividad. Por otro lado, la mutacién en LST8 reduce
el crecimiento de la plantula principalmente en
condiciones de fotoperiodo largo, y se ha propuesto
que la proteina estad implicada en la adaptacion a
cambios de fotoperiodo y deficiencia de fosfato en
células vegetales (14-16).

El complejo TOR en plantas controla el creci-
miento y desarrollo

Estudios fisiolégicos, analisis metabdlicos y per-
files de expresién en mutantes reducidas en tor
por RNAI, /st8 o raptor, asi como en presencia de
inhibidores ATP competitivos de TOR, sefalan a la
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Figura 2. TOR es esencial en el control del crecimiento y desarrollo de las plantas. a) TOR se expresa en
zonas meristematicas del brote, acorde a la actividad del reportero beta-glucuronidasa (GUS; coloracion azul) bajo
el control del promotor del gen fusionado a la region codificante de TOR de Arabidopsis thaliana, AtTOR:GUS (6).
b) Cambios en los niveles de TOR modifican la estructura de la raiz. La disminucién de la actividad TOR reduce el
tamano del meristemo, adelanta la diferenciacion y reduce el crecimiento de pelos radiculares. c) TOR se requiere
para el desarrollo embrionario y su ausencia produce el arresto del crecimiento en las primeras divisiones celulares.
d) La sobreexpresion de TOR estimula el crecimiento y tamaio celular, e induce la floracion y senescencia de la
planta, mientras que su inhibicién reduce el crecimiento y desencadena retraso en el desarrollo.

via como un importante actor en la regulacién del
metabolismo, proliferacién y diferenciacién celular.
TOR se expresa principalmente en los meristemos
y controla su tamafio (Fig. 2a,b), mediante la regu-
laciéon del crecimiento celular en la zona de division,
el nimero de células en proliferacion y el paso de
células a la zona de diferenciacién (Fig. 2b) (17,18).

La inhibicion de TOR afecta el crecimiento de la raiz
primaria, raices laterales e hipocotilo mientras que
su sobreexpresion conduce a hojas y raices mas
grandes (19, 20). Estos fenotipos coinciden con las
funciones de TORC1 en mamiferos, por lo que se
confirmé la conservacién de la via como regulador
central del crecimiento en plantas.
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La mutacién homocigota de tor es letal y provoca
el arresto del desarrollo embrionario en las primeras
etapas de divisién (Fig. 2c). La sobreexpresion de
TOR induce la floracién, senescencia y el llenado
temprano de las silicuas (Fig. 2d) (20). Por el con-
trario, mutantes inducibles por RNAi de tor, o nulas
para raptor o Ist8 presentan retraso en la aparicion
de hojas y en la floracién (13, 14, 19).

TOR regula la sintesis de proteinas, la expre-
sion génica, el ciclo celular, y el metabolismo

Para un crecimiento acelerado se requiere la sintesis
activa de proteinas para generar los componentes
celulares necesarios para la elongacion y division
celular. En mamiferos y levadura, se demostré que
TOR regula la biogénesis de ribosomas vy el inicio
de la traducciéon dependiente de 5 CAP (Fig. 3).
La proteina cinasa de S6 (S6K) es un importante

T
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blanco de TOR en la regulacion traduccional, ya que
controla la produccién de rRNA (RNA Polimerasa I)
y el inicio de la traduccién (eIF4B). Ademads, TOR
controla el inicio de la traduccién inactivando a las
proteinas 4E-BP (eIF4E-Binding Proteins) que inhi-
ben la traduccién al secuestrar el factor de union
a 5 'CAP elF4E (eukaryotic initiation factor 4E) e
impedir el reclutamiento de mRNA por la maquina-
ria traduccional. La fosforilacion de 4E-BP por TOR
libera a eIF4E promoviendo la traduccién, principal-
mente de transcritos que son poco reconocidos por
la maquinaria traduccional (factores de crecimiento,
promotores de mitosis, entre otros) (21).

La funcién de la via en la regulacion traduccional
también se conserva en plantas, donde se ha des-
crito su importancia para la biogénesis ribosomal y
la traduccién de mRNA especificos (Fig. 3). En Ara-
bidopsis thaliana, TOR se une al promotor del rDNA
y desencadena su transcripcién (22). Se propuso

Biogénesis de ribosomas
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Figura 3. Conservacion de procesos regulados por TOR en plantas y animales. TOR controla la traduccion,
transcripcion y autofagia en plantas y animales. Algunos de los principales blancos de TOR se encuentran conservados,
como S6K (proteina cinasa de S6) y S6 (proteina ribosomal de la subunidad pequefa). Estas proteinas estan
involucradas en la biogénesis de ribosomas. Ademas, TOR activa la transcripcion de RNA ribosomal, en animales
y plantas. Algunos blancos de la via TOR involucrados en traduccion en animales, como el factor de traduccion
elF4B que participa en el escrutinio del 5 UTR de mRNA por la maquinaria traduccional y el factor transcripcional
TIFIA que se requiere para la sintesis de RNA ribosomales (rRNA) por la RNA polimerasa I, no se han explorado en
plantas. Ademas, las plantas no presentan homdélogos de 4E-BP (proteinas de unidn al factor eIF4E) que controlan
la traduccion de mensajeros importantes para la proliferacion celular. Por otra parte, se han descrito mecanismos
especificos de plantas que involucran blancos novedosos de TOR como el factor transcripcional E2F de fase S del
ciclo celular y el factor de inicio de la traduccion eIF3h (eukaryotic translation initiation factor 3h) que participa
en la traducciéon de mensajeros que contienen uORF (marco abierto de lectura rio arriba del ORF principal). Las
proteinas ATG (proteinas relacionadas con autofagia) participan en la formacion de autofagosomas y son inhibidas
por TOR, tanto en animales como en plantas.
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gue TOR controla la expresion de rDNA a través de
la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 (rpS6) la
cual en estado inactivo (desfosforilacion) interactua
con una desacetilasa de histonas que reprime la
apertura de cromatina en esta region (23). Cuando
rpS6 se fosforila por TOR, se promueve la apertura
de la cromatina en esa zona. Ademas, en la plantula
de Arabidopsis y ejes embrionarios de maiz se com-
probd que TOR participa en la sintesis de proteinas
ribosomales (24, 25). La regulacién a la baja de la
via TOR conlleva a un decremento en la abundancia
de fracciones traduccionalmente activas - polirribo-
somas — aunque su efecto es menos notable que en
células animales (19, 26). En las plantas no se han
identificado homologos conservados de las proteinas
4E-BP, lo que conlleva a un vinculo mas débil de
la via con el inicio de la traduccién. Sin embargo,
TOR participa en la traduccién del factor de inicio
de la traduccion elFiso4E el cual se requiere para
la traduccién de transcritos presentes en la semilla
seca de maiz (27).

En Arabidopsis, TOR se requiere de manera es-
pecifica para la traducciéon de mRNAs que contienen
secuencias regulatorias en el 5°UTR denominadas
UORF (upstream Open Reading Frame) (28). Los
UORF inhiben la traduccion del marco abierto de
lectura principal (mORF) codificado en el mensajero.
Su reconocimiento y traduccién pueden desacoplar
a la maquinaria de traduccion del transcrito y anclar
el ribosoma hacia el final de la secuencia del uORF
impidiendo su avance hacia el mMORF o propiciar la
desestabilizacién del mensajero. Los transcritos que
contienen uORF codifican para proteinas regulato-
rias, de sefializacion y factores transcripcionales que
participan en la adaptacion a estrés y el control del
crecimiento y desarrollo (29, 30). Se propuso que
TOR activo mantiene el estado de fosforilacion de
sus blancos en los complejos traduccionales, que
son importantes para que el ribosoma continte el
escrutinio de la regién 5 UTR después de la traduc-
cion del UORF y alcance el coddn de inicio del mORF.
Hasta el momento se conoce que la fosforilacion de
S6K, rpS6 y el factor de inicio de la traduccién eIF3h
son importantes para este proceso (Fig. 3).

Ademas de la traduccién, TOR tiene un fuerte
impacto en la regulacién transcripcional en plan-
tas, los principales blancos a nivel de abundancia
de transcrito estan involucrados en la biogénesis
de ribosomas, fotosintesis, autofagia, respuestas
a fitohormonas, metabolismo de la pared celular,
sintesis de DNA y regulacion transcripcional (31-33).
Un blanco fundamental de la via para la regulacién
transcripcional, es el factor de transcripcion E2F,
quien funciona como regulador de la entrada a fase
S del ciclo celular. Este es directamente fosforilado
por TOR, y su activacion conlleva a la induccion de

la maquinaria de replicacion y la proliferacion celular
(33, 34).

El extenso impacto de TOR en la regulacién de la
expresion génica y la sefalizacion celular en plantas
conduce a importantes cambios metabdlicos. La
disminucién de su actividad en plantulas de Arabi-
dopsis desencadena un redireccionamiento del flujo
de carbono y el uso de nitréogeno en la célula (35).
Por un lado, se produce la disminucién de procesos
anabdlicos de consumo de energia como la sintesis
de proteinas y DNA. En condiciones normales de
suministro de nutrientes y luz, esto conduce a la
acumulacién de acidos organicos, triacilgliceroles y
almiddn, funcionando estos Gltimos como sumidero
del carbono celular. Ademas, en plantas mutantes
de Ist8 y reducidas en tor por microRNA artificial
(amiR), se encontré un aumento de aminoacidos
aromaticos y de cadena ramificada. No existe evi-
dencia de que estos cambios se deban al aumento
de la sintesis de aminoacidos (35). Sin embargo, se
sugiere que podria relacionarse con la degradacion
de proteinas debido a la induccion de la autofagia
en condiciones de inhibicién de TOR y a la dismi-
nucion de su incorporacién en proteinas debido a
la represion traduccional (19). Interesantemente,
también se observaron cambios en el metabolismo
de poliaminas, las cuales participan en el reciclaje
de nitrégeno y son esenciales para el crecimiento
de la planta.

Componentes de la via y sefalizacion de en-
trada a TOR en plantas

El complejo TOR de Arabidopsis es un centro de
integracién de sefales nutrimentales, hormonales
y de crecimiento, que traduce esta informacion a
través de sus blancos, descritos anteriormente, per-
mitiendo la adaptacién sistémica a los cambios del
entorno. Los actores proteicos de la via de sefializa-
cién de entrada a TOR han sido poco caracterizados
en plantas. Es importante sefialar que algunos de
los componentes principales de las rutas de sefia-
lizacion que convergen en TOR en mamiferos no
tienen ortdlogos en plantas (36, 37). No obstante,
la disponibilidad de genomas secuenciados ha per-
mitido explorar la homologia y proponer posibles
integrantes de la ruta en plantas (Fig. 4).

En células animales el fosfatidil-inositol-3-fos-
fato (PI3P) es un importante sefializador celular
que activa a la proteina PDK (phosphoinositide-
dependent kinase) desencadenando la activacion
de TOR. Sin embargo, las plantas carecen de
homologos para la principal cinasa productora de
PI3P de animales, una PI3K de clase I. Por otro
lado, las proteinas PI3K de clase III, como la Vps34
(vacuolar protein sorting 34), catalizan la forma-
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Figura 4. Componentes y sefalizacion de entrada a la via TOR en plantas y procesos a los que regulan.
TORC recibe las sefiales relacionadas con la disponibilidad de nutrientes, energia, factores de crecimiento (GF) y
condiciones de estrés en la célula y mediante el control de la actividad de sus proteinas blanco regula la expresion
génica, el metabolismo, la proliferacion celular y la adaptacion a estrés en las plantas. Aunque la conexion entre
factores de crecimiento y TOR no se conoce con detalle en plantas (flechas discontinuas), se ha propuesto un rol
para la produccién localizada de fosfatidilinositiol-3-fosfato (PI3P) por Vps34 (vacuolar protein sorting-34) y la
activacion de la proteina cinasa dependiente de fosfoinositoles (PDK). PDK podria activar directamente al complejo
TORC, o a través de la produccidon de acido fosfatidico (PA), un activador directo de TOR en animales, por la enzima
fosfolipasa-D (PLD). Por otra parte, la fosfatasa PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome
10) se ha propuesto como punto de control para la abundancia de PI3P. Una sefial bien caracterizada en plantas, es
la activacion de TORC por auxinas. En este caso, la localizacion del complejo en endosomas permite su activacion
por la pequefia GTPasa ROP (proteina similar a Rho) en respuesta a la hormona vegetal. En condiciones de déficit
energético y estrés otra fitohormona, acido abscisico (ABA), activa la cinasa SnRK (cinasa similar a Snfl) que

fosforila a Raptor e inhibe la formacion del complejo y su actividad.

cion de PI3P a partir de fosfatidilinositol y tienen
secuencias homologas en plantas (36, 37). Estas
cinasas se relacionan con el trafico vesicular, la pro-
duccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
respuesta a estrés. Aunque el vinculo directo entre
Vps34 y TOR no se ha descrito en plantas, las mu-
tantes de ambos genes comparten fenotipos como
la inhibicion del crecimiento de pelos radiculares y
la acumulacién de prolina. La PDK de Arabidopsis
se une a una amplia gama de fosfolipidos, espe-
cificamente a fosfoinositoles, cuya abundancia es
controlada por la fosfatasa PTEN (phosphatase and
tensin homologue deleted on chromosome 10).
Sin embargo, la funcién de estas proteinas en la

senalizacion hacia TOR no se ha comprobado aun
en plantas. En células animales, en respuesta a
altos niveles de nutrientes se produce acido fosfa-
tidico (PA) que activa TOR a través de su unién al
dominio FRB. En plantas, se ha propuesto que la
sefializacion por fitohormonas induce la produccién
de acido fosfatidico derivado de PI3P por la enzima
fosfolipasa D (PLD) (38) lo cual podria contribuir a
la activacién de TOR (37).

Entre las sefiales mas estudiadas rio arriba de
TOR en plantas se encuentra la disponibilidad de
nutrientes (luz, azicares) y la presencia de hormo-
nas vegetales como las auxinas (acido indolacético y
analogos) o el acido abscisico (ABA) (39). La glucosa
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y la luz son indispensables para la activacion de TOR
en el meristemo apical del brote, lo que permite la
transicion de la plantula al estadio fotoautotrofico
(34). Aunque no se conocen los actores en la se-
falizaciéon de glucosa y luz hacia TOR, la activacion
de la cinasa depende de la obtencién, a partir de la
glucosa, de energia en forma de ATP en la mitocon-
dria. La proteina SnRK es un importante sensor de
la disponibilidad de energia en forma de ATP en la
célula, senalandola como un candidato en la regu-
lacién de TOR mediada por glucosa.

La disponibilidad de nutrientes provenientes del
suelo controla el crecimiento de la planta e impacta
en la actividad de TORC1. La deficiencia de nitro-
geno disminuye la actividad de TOR, mientras que
la sobreexpresion de TOR permite a la planta man-
tener su crecimiento en exceso de nitrégeno (19).
Por otro lado, existe una estrecha conexion entre
la asimilacion de fésforo, la produccion de energia
y la respuesta a estrés. Aunque en las plantas no
se conoce como impactan los niveles de fosfato en
la actividad de TOR, estudios en el alga unicelular
C. reinhardtii muestran que la deficiencia de fosfa-
to disminuye los niveles de LST8 y la actividad de
TOR (16). Ademas, la deficiencia de azufre produce
fenotipos asociados con la regulaciéon de TOR a
la baja, tales como la disminucién en la actividad
fotosintética, RNA ribosomales y la induccion de la
autofagia. Curiosamente, estos defectos son parcial-
mente revertidos por la adicién de glucosa al medio
y la restauracién de la actividad de TOR (40).

En la incipiente raiz de Arabidopsis, la glucosa y
las auxinas dirigen el crecimiento a través de TOR.
Las auxinas activan las proteinas ROP (Rho like pro-
teins), GTPasa similares a Rho de animales, que se
unen a TOR a través de un dominio rico en lisinas,
induciendo la asociacion del complejo a la membrana
de endosomas y su activacion (Fig. 4) (41). Asu vez
TOR controla la produccién de auxinas y su maqui-
naria de percepcion y respuesta, formando un lazo
de retroalimentacion positiva (28, 31). Particular-
mente, se describieron los factores transcripcionales
de respuesta a auxinas como blancos traduccionales
de TOR, en concordancia con la interconexion entre
ambas vias en la generacion de raices secundarias,
la activacion del meristemo apical del brote y la
proliferaciéon de células en cultivo (31, 34, 42).

Las condiciones de estrés afectan la actividad
de TOR. La sefializacion mediada por ABA induce la
actividad de la proteina SnRK que fosforila a RAP-
TOR e inhibe al complejo TOR. Asi mismo, plantas
mutantes de raptor o tor RNAi presentan una nota-
ble sensibilidad en la germinacion bajo tratamiento
con ABA o estrés osmotico, respectivamente (13,
43). Por el contrario, la sobreexpresién de TOR
protege a las plantulas del estrés osmotico, salino
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y ante la deficiencia de agua. Por lo que se ha pro-
puesto que TOR protege la actividad fotosintética
e induce la expresion de genes de sefializacion y
proteccion en la respuesta a estrés, aliviando asi
la restriccién de crecimiento impuesta por el estrés
(44).

Conclusiones y perspectivas

La via TOR tiene un importante impacto en el
control metabdlico y genético, asi como en el cre-
cimiento de organismos vegetales y su respuesta
a factores ambientales y sefiales de desarrollo.
La mayor parte de la informacion disponible para
plantas proviene del modelo Arabidopsis thaliana,
donde se han descrito los homodlogos de la via de
sefalizacion por TOR y algunos de los procesos mo-
leculares que controla. Estos hallazgos demuestran
que aungue se conservan muchos de los efectos
de la via, en comparacién con otros eucariontes,
existen diferencias esenciales que contribuyen a la
plasticidad inherente de las plantas en respuesta a
sefiales de fitohormonas, disponibilidad de nutrien-
tes y luz. Los estudios existentes presentan a la via
como un llamativo blanco para el mejoramiento de
cultivos y procesos biotecnoldgicos (Fig. 5). Por un
lado la reduccién de la actividad de TOR impacta en
el flujo de carbono favoreciendo la acumulacion de
fuentes de biocombustible como el almidoén vy tria-
cilgliceroles y fijacion del nitrégeno. Ademas, im-
portantes moléculas en la sefializacion y respuesta
a estrés como la prolina, trehalosa y poliaminas
son reguladas por la actividad de TOR permitiendo
la adaptacion de la planta a estas condiciones. Uno
de los mayores retos en el desarrollo de cultivos
resistentes a estrés es mantener la biomasa vy el
rendimiento. De acuerdo a hallazgos pioneros, la
sobreexpresion de AtTOR en Arabidopsis y arroz
favorece el tamafio de la inflorescencia y el nimero
de semillas. Sin embargo, la manipulacion de la via
TOR podria inducir cambios en la duracion del ciclo
de vida de la planta representando una desventaja
en campo. Por lo tanto, el desarrollo de sistemas
inducibles de expresiéon o silenciamiento de los
componentes de la via y su expresién tejido especi-
fica podria proporcionar resultados mas refinados.
Hasta el momento existen pocos avances en el
estudio de la via TOR en plantas agronémicamen-
te importantes como cereales y leguminosas. La
caracterizacion del(los) complejo(s) TOR vegetal,
sus interactores, blancos y sefiales que lo regulan,
asi como la implementacion de métodos globales
de caracterizacion metabdlica y protedmica de mu-
tantes de la via en cultivos de interés agrondmico,
permitirdn entender las funciones de TOR dentro de
la planta e impulsar estrategias de mejoramiento.
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Figura 5. Aproximaciones futuras a la via de TOR en cultivos y su aplicaciéon en procesos biotecnolégicos.
TOR percibe una variedad de sefiales ambientales que impactan en su actividad y a través de sus blancos en el
metaboloma y proteoma de la planta. La modificacion de la actividad del complejo TOR en determinadas etapas
de desarrollo o tejidos particulares en cultivos de interés agrondmico, asi como el estudio de sus efectos a nivel
del metabolismo central en la planta, permitiran el disefio de estrategias para el mejoramiento de cultivos y sus
usos biotecnoldgicos. Algunas posibilidades atractivas serian la obtencidon de plantas con mayor crecimiento y/o
rendimiento y el aumento en la produccién de fuentes de biocombustible como almiddn y triacilgliceroles.

parcialmente financiado por el proyecto PAPIIT-
UNAM IN214118 y por Facultad de Quimica pro-
El trabajo desarrollado por las autoras sobre la  yecto PAIP 5000-9118. Kenia Salazar Diaz fue
regulacion de la via TOR en la germinacion y receptora de una beca doctoral del CONACyT
establecimiento de la plantula de maiz ha sido (registro 576830).

Agradecimientos



Revista de Educacion Bioguimica 40(3):100-110, 2021 TOR en crecimiento y desarrollo de plantas

10.

11.

12.

13.

109

REFERENCIAS

Fonseca, B.D., Graber, T.G., Hoang, H.D.,
Gonzadlez, A., Hernandez, G., Alain, T., Swift,
S.L., Weisman, R., Meyer, C., Robaglia, C., et
al. (2016). Evolution of TOR and translation
control. En: Evolution of the Protein Synthesis
Machinery and Its Regulation. Editor: Springer
International Publishing, Suiza, pp 327-411.
Shi, L., Wu, Y., and Sheen, J. (2018).
TOR signaling in plants: conservation and
innovation. Development 145.

Heitman J, Movva NR, Hall MN (1991). Targets
for cell cycle arrest by the immunosuppressant
rapamycin in yeast. Science 253:905-9009.
Martin, D.E., and Hall, M.N. (2005). The
expanding TOR signaling network. Curr. Opin.
Cell Biol. 17:158-166.

Sarbassov, D.D., Ali, S.M., Kim, D.-H., Guertin,
D.A., Latek, R.R., Erdjument-Bromage, H.,
Tempst, P., and Sabatini, D.M. (2004). Rictor,
a novel binding partner of mTOR, defines a
rapamycin-insensitive and raptor-independent
pathway that regulates the cytoskeleton. Curr.
Biol. 14:1296-1302.

Menand, B., Desnos, T., Nussaume, L., Berger,
F., Bouchez, D., Meyer, C., and Robaglia, C.
(2002). Expression and disruption of the
Arabidopsis TOR (target of rapamycin) gene.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99: 6422-6427.
Sabers, C.J., Martin, M.M., Brunn, G.J.,,
Williams, J.M., Dumont, F.J., Wiederrecht,
G., and Abraham, R.T. (1995). Isolation of
a Protein Target of the FKBP12-Rapamycin
Complex in Mammalian Cells. J. Biol. Chem.
270:815-822.

Wullschleger, S., Loewith, R., and Hall,
M.N. (2006). TOR signaling in growth and
metabolism. Cell 124:471-484.

Schalm, S.S., and Blenis, J. (2002).
Identification of a conserved motif required
for mTOR signaling. Curr. Biol. 12:632-639.
Yang, H., Rudge, D.G., Koos, ]1.D., Vaidialingam,
B., Yang, H.J., and Pavletich, N.P. (2013).
mMTOR kinase structure, mechanism and
regulation. Nature 497:217-223.

Luo, Y., Xu, W.,, Li, G., and Cui, W. (2018).
Weighing In on mTOR Complex 2 Signaling:
The Expanding Role in Cell Metabolism. OXID
2018:15.

Agredano-Moreno, L.T., Reyes de la Cruz, H.,
Martinez-Castilla, L.P., and Sanchez de Jiménez,
E. (2007). Distinctive expression and functional
regulation of the maize (Zea mays L.) TOR
kinase ortholog. Mol Biosyst 3:794-802.
Anderson, G.H., Veit, B., and Hanson, M.R.
(2005). The Arabidopsis AtRaptor genes are

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

essential for post-embryonic plant growth.
BMC Biol. 3:12.

Moreau, M., Azzopardi, M., Clément, G.,
Dobrenel, T., Marchive, C., Renne, C., Martin-
Magniette, M.-L., Taconnat, L., Renou, J.-P,,
Robaglia, C., et al. (2012). Mutations in the
Arabidopsis Homolog of LST8/GBL, a Partner of
the Target of Rapamycin Kinase, Impair Plant
Growth, Flowering, and Metabolic Adaptation
to Long Days. Plant Cell 24:463-481.

Salem, M.A., Li, Y., Bajdzienko, K., Fisahn, J.,
Watanabe, M., Hoefgen, R., Schéttler, M.A.,
and Giavalisco, P. (2018). RAPTOR Controls
Developmental Growth Transitions by Altering
the Hormonal and Metabolic Balance. Plant
Physiol. 177:565-593.

Couso, I., Pérez-Pérez, M.E., Ford, M.M,,
Martinez-Force, E., Hicks, L.M., Umen,
J.G., and Crespo, J.L. (2020). Phosphorus
Availability Regulates TORC1 Signaling via
LST8 in Chlamydomonas. Plant Cell 32:69-80.
Diaz-Granados, V.H., Lépez-Lépez, 1.M.,
Flores-Sanchez, J., Olguin-Alor, R., Bedoya-
Lopez, A., Dinkova, T.D., Salazar-Diaz, K.,
Vazquez-Santana, S., Vazquez-Ramos, J.M.,
and Lara-Nufiez, A. (2020). Glucose modulates
proliferation in root apical meristems via TOR
in maize during germination. Plant Physiology
and Biochemistry 155:126-135.

Montané, M.-H., and Menand, B. (2013). ATP-
competitive mTOR kinase inhibitors delay
plant growth by triggering early differentiation
of meristematic cells but no developmental
patterning change. J. Exp. Bot. 64:4361-4374.
Deprost, D., Yao, L., Sormani, R., Moreau, M.,
Leterreux, G., Nicolai, M., Bedu, M., Robaglia,
C., and Meyer, C. (2007). The Arabidopsis
TOR kinase links plant growth, yield, stress
resistance and mRNA translation. EMBO Rep.
8. 864-870.

Ren, M., Venglat, P, Qiu, S., Feng, L., Cao,
Y., Wang, E., Xiang, D., Wang, J., Alexander,
D., Chalivendra, S., et al. (2012). Target of
rapamycin signaling regulates metabolism,
growth, and life span in Arabidopsis. Plant Cell
24:4850-4874.

Ma, X.M., and Blenis, J. (2009). Molecular
mechanisms of mMTOR-mediated translational
control. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 10:307-318.
Ren, M., Qiu, S., Venglat, P., Xiang, D.,
Feng, L., Selvaraj, G., and Datla, R. (2011).
Target of rapamycin regulates development
and ribosomal RNA expression through
kinase domain in Arabidopsis. Plant Physiol.
155:1367-1382.



	Portada

	Índice de Contenido

	Resumen

	Introducción 
	Planteamiento del Problema

	Hipótesis   Objetivos

	Metodología

	Resultados

	Discusión

	Conclusión General   Conclusiones Particulares

	Perspectivas

	Referencias

	Anexos


