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Abstract

Protein synthesis in eucaryotic organisms is a complex process, which involves
the requirement of many factors and appears highly regulated during
development. Insulin and other insulin-like (IGF-l and IGF-ll) growth factors
modulate protein synthesis in several animal tissues by stimulating a signal
transduction pathway that induces S6 rp phosphorylation on the 40S ribosomal
subunit. As a result, selective translation of characteristic MRNAs containing a
poly pyrimidine-rich sequence at their 5 UTR, (5" TOP mRNAs) has been
demonstrated.

Previous reports in spinach and Lemna have shown the presence in these
plants of a peptide that is recognized by insulin antibody. However, functional
role has not been investigated. During the first hours of maize germination,
protein synthesis is based on the set of mMRNAs synthesized during maturation
and stored in the seed. The effect of insulin in maize germination has been
studied at physiological and biochemical levels. Insulin showed stimulatory
effect on germination and seedling growth. At the molecular level, insulin-
stimulated maize axes showed enhancement of ribosomal proteins synthesis
and increased S6 ribosomal protein phosphorylation on the 408 ribosomal
subunit, suggesting that maize plants might have a growth-factor-induced signal
transduction pathway similar to those known in animais.

In the present study,the purification of a maize (Zea mays L} insulin-like growth
factor (Zm-iGF) with IGF activity was undertaken. Maize embryonic axes from
germinating seeds were used as source for Zm-IGF purification. G-50 °
Sephadex fractionation of axes extracts, followed by affinity chromatography
through a bovine insulin antibody-sepharose column yielded a 20 kDa protein
(Zm-IGF). This protein proved to speed up maize germination and seedling
growth. At molecular level, Zm-IGF enhanced *[H]-thymidine incorporation into
cellular DNA. Further, Zm-{GF stimulated phosphorylation of S6 rp on the 40S
ribosomal subunit as well as *°[S}-methionine incorporation into ribosomal
proteins. Rapamycin, a specific inhibitor of the insulin-stimulated signal
transduction pathway, prevented both the enhancement of S6 rp
phesphorylation and the specific synthesis of rps in maize axes. Either
incubation with anti-insulin antibody, heat treatment (60 °C) or trypsin digestion
of the 20 kDa peptide abolished the Zm-IGF effects. It is concluded that Zm-IGF
is a plant growth factor of peptide nature that elucidates a biochemical response
similar to that insulin/iGFs generates in animal tissues.



Resumen

La sintesis de proteinas en organismos eucariontes es un proceso complejo y
altamente regulado que involucra la participacion de muchos factores.

Insulina y otros factores de crecimiento "insulin-like" (IGF-l e IGF-lI) modulan la
sintesis de proteinas en tejidos animales por medio de la estimulacién de una ruta
de transduccion de sefiales que involucra la fosforilacion de la proteina ribosomal
S6 (pr S6) en la subunidad 40S. Esto proveca la traduccion selectiva de mARNs
que contienen una secuencia rica en pirimidinas en el extremo 5' UTR (5'TOP
mRNAs). Estudios previos han reportado que en espinaca y en Lemna gibba
existe un péptido que es reconocido por anticuerpos contra insulina, sin embargo
su papel funcional no ha sido investigado.

Durante las primeras horas de germinacion de maiz, se reactiva la smtems de
proteinas a partir de los mensajes sintetizados y almacenados durante el proceso
de maduracion en la semilla. Trabajos previos en el laboratorio indican que la
insulina estimula tanto la germinacion como el crecimiento de la plantula, a nivel
molecular incrementa la sintesis de proteinas ribosomales y la fosforilaciéon de fa
pr S6 del ribosoma.

En el presente trabajo se purifico un factor de crecimiento “insulin-like” de maiz
(Zm-IGF), el cual mostro actividad de IGF. Para la purificacion de Zm-IGF se
utilizaron ejes embrionarios de semillas germinadas de maiz. El extracto de ¢jes
se paso por una columna de Sephadex G-50 y posteriormente por medio de una
cromatografia de afinidad en la cual el anticuerpo contra insulina estuvo unido a
la sepharosa, se obtuvo una proteina de 20 kDa (Zm-IGF). Esta proteina
incrementa |la germinacién y el crecimiento de {a planta. A nivel molecular Zm-IGF
favorece la incorporacién de *[H]-timidina en el DNA celu[ar También estimula la
fosforilacion de pr S6 asi como la incorporacion de **[S}-metionina en las
proteinas ribosomales. La rapamicina, que es un inhibidor especifico de la via de
transduccion de sefiales estimulada por insulina, también inhibe tanto la
fosforilacion de la pr S6 como la sintesis de proteinas ribosomales en ejes de
maiz estimulados con Zm-IGF, Los efectos inducidos por Zm-IGF son inhibidos
cuando Zm-IGF se incubd con anticuerpo contra insulina, se tratd con calor
(60°C) o se le digiere con tripsina. Es por todo esto que se concluye que Zm-IGF
es un factor de crecimiento en plantas de naturaleza peptidica, el cual regula
respuestas bioquimicas en forma similar a como ocurre con insulina/lGFs en
animales.



1.- INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es una especie vegetal con un alto grado de domesticacién,
sin embargo, a pesar de ser uno de los cultivos mejor conocidos su potencial
genetico no ha sido totalmente explotado y su aprovechamiento es menor de lo que

podria esperarse.

En México y el resto de Latinoamérica esta especie es la base de la alimentacion de
su poblacion y actualmente no es posible satisfacer dicha demanda con los niveles
internos de produccién, por lo gque se deben importar grandes cantidades de este
grano. Particularmente en nuestro pais, ademas de que no se satisface {a demanda
de este recurso, la superficie sembrada con maiz es cada vez menor debido a la
modificacion del uso del suelo, como consecuencia de la rapida urbanizacion y el

deterioro de los ecosistemnas.

La Biotecnologia Vegetal ha permitido afrontar parte de la problematica en la
produccion de esta especie. Por otra parte en la investigacion basica también se
estan abordando aspectos involucrados tanto en la produccidon como en el

rendimiento del maiz.

En el presente trabajo se estudiaron algunos factores que pueden ser relevantes en

la regulacion del proceso de germinacion de la semilla de maiz.

Se sabe que ia Insulina y ofros factores de crecimiento “insulin-like" (1GF-1 e IGF-Ii},
presentes tanto en eucariontes sencillos como en los tejidos de mamiferos (Steller et
al., 1995; Rechler y Clemmons, 1998}, modulan la sintesis de proteinas por medio de
la estimulacion de una ruta de transduccion de sefiales que involucra la fosforilacion
de la proteina ribosomal S6 (pr S6) en la subunidad 408 del ribosoma, (White and
Kahn, 1994; Proud, 1994; Meyuhas et a/.,1996, Martelli et al., 1929). Esto provoca la
traduccion selectiva de mRNAs que contienen una secuencia rica en pirimidinas en el

extremo 5' UTR (5'TOP mRNAs), vy son principalmente mensajes que codifican para



proteinas ribosomales y factores de traduccion (Jefferies y Thomas, 1996; Dinkova et
al., 2000).

Por otra parte,se sabe que durante la germinacion de los ejes embrionarios de maiz
se inicia gradualmente la sintesis de proteinas. Esio constituye un sistema en dande
se ponen de manifiesto varios de los mecanismos de regulacion de la expresion
genética, ya que se requiere del control de la expresidn de genes especificos
involucrados durante la germinacion (Bewley, 1997). Este es un proceso altamente
regulado cuyo mecanismo no se conace con claridad.

Uno de los niveles en donde se pone de manifiesto este tipo de control es durante la
traduccion, ya que en el eje embrionario se almacenan mRNAs maduros con los que
se inicia 1a sintesis de proteinas durante la germinacion (84nchez de Jiménez et al.,
1999).

Trabajos previos en nuestro laboratorio sugieren gque en maiz la insulina estimula
tanto la germinacién como el crecimiento de la plantula. A nivel molecular se
encontré que incrementa 1a sintesis de proteinas ribosomales y det factor de
iniciacion de la traduccion iso4E (Dinkova ef al., 2000), asi como la fosforilacion de la
pr $6 del ribosoma (Sanchez de Jiménez et al., 1999), esto implica que en las
plantas de maiz existe una ruta de transduccion de sefiales inducida por un factor de

crecimiento similar a los que se conocen en animales.

En plantas no hay reportes que indiquen la existencia de factores de crecimiento del
tipo IGF-1 o IGF-H}, ni de las vias de transduccién que estos factores pudieran regular.
Sin embargo, algunos estudios previos indican la presencia de péptidos semejante a
IGFs en diferentes plantas (Collier ef al., 1987; Hirano et al. 1995; ligoutz ef al 1997 y
Oliveira et al, 1999), sin embargo, hasta el momento no se ha logrado determinar

alguna funcion de regulacion a nive! fisiologico en sus plantas de origen.
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En este trabajo se realizé la purificacién de un péptido denominado Zm-IGF (insulin-
like growth factor of maize) a partir de ejes embrionarios de maiz germinados y se
demostré su accion biocldgica a nivel fisiologico y bioquimico. Los resultados indican
que es posible que en tejidos de maiz existe un factor de crecimiento que regula la
sintesis de proteinas ribosomales, a través de la estimulacién de una via de

transduccion de sefales, en la cual se fosforila a la pr S6.



2.- ANTECEDENTES
2.1.- Aspectos Generales de la Germinacion
2.1.1. Semilla de maiz

Las semillas son estructuras bioldgicas sumamente complejas. Estan formadas por
un tejido alimenticio de reserva, de un embrién en el cual el crecimiento esta
detenido y de una cubierta protectora (Kigel y Galili, 1995). El desarrollo de los
embriones de angiospermas esta dividido en tres etapas:

I.- Histodiferenciacién: una célula cigdtica sufre divisiones mitoticas que dan como
resultado células diferenciadas que forman el cuerpo del embrién (eje embrionario y
cotiledones).

Il.- Maduracion: es la etapa en la que ya no hay divisiones celulares y se caracteriza
por la expansién celular y deposicion de reservas en los tejidos de almacenamiento
gue pueden ser cotiledones o endospermo.

ill.- Desecacion: pérdida de agua que trae como consecuencia una reduccién
gradual en el metabolismo. El embrion pasa a un estado quiescente,

metabolicamente inactivo.

£l maiz (Zea mays L.) es una planta que pertenece a la familia de las gramineas en
el grupo de monocotiledoneas. La semilla agricola de esta planta es un fruto, sin
embargo para los fines de este trabajo se mencionara como semilla, no obstante de

ser en realidad una cariépside.

En la semilla de maiz, existe un Unico embrion rodeado por un igjido de reserva
llamado endospermo. El embrién esta formado por el eje embrionario y el escutelo
gue lo rodea. El eje embrionario se divide en coleoptilo, mesocotilo (el cual esta
unido al escutelo) y radicula (Figura. 1). El término mesocotiilo se refiere al primer
internodc;, localizado abajo de la plimula, entre ! nudo del coleoptilo y el nudo

escutelar, y es una caracteristica Unica de las gramineas(Bewley y Black, 1994).



2.1.2. Germinacion

La germinacién en las semillas puede definirse como la serie de cambios
morfolégicos y bioguimicos que conllevan a la fransformacion de un embrion en una
plantula, para lo cual debe pasar por dos etapas:

1.- La iniciacion del metabolismo activo en el embrién, seguido rapidamente por su
crecimiento y diferenciacion sostenidos por la utilizacion del material de reserva.

2.- El crecimiento continuc del embrion alimentandose por un flujo continuo de
hidrolisis de los cotiledones o reserva alimenticia extra-embrionaria, tal como el
endospermo o el perispermo. Esta etapa continda hasta gue la planta se establece
como un organismo fotosintético o bien muere cuando se agotan las reservas

alimenticias (Figura 1).

Durante la imbibicidn de [a semilla de maiz, el agua entra principalmente a través del
pericarpio. La semilla se hincha rapidamente y las primeras células en reactivarse
son las del meristemo de la raiz primaria y la coleorriza. Después protuye la
coleorriza en crecimiento a fravés del pericarpio, el cual a su vez es penetrado por la
radicula reactivada. Posteriormente la mitosis y el alargamiento celular comienzan en
la radicuia aproximadamente 24 h después de haberse iniciado la imbibicion y dentro
de las 48 h siguientes, el primordic de las raices laterales se hace evidente. El
escutelo permanece embebido en el endospermo y la plimula emerge en una
protusion secundaria: el coledptilo se eleva hacia la superficie del suelo, debido
principalmente a la actividad de la zona meristematica del primer internodo.
Finaimente para gue fa germinacién se complete, la radicula debe expanderse y

penetrar las estructuras circundantes (Figura 1).

La definicion de germinacion aceptada para este fipo de semillas indica que
inicia a partir de su imbibicién en agua y termina con ia protrusién de ia
radicula {principia la elongacion del eje embrionaric) a través de la cubierta del

embrion (Bewley, 1897).
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2.1.3.- Eventos Moleculares Durante la Germinacién de Cereales

Las semillas maduras, secas, poseen un minimo de agua y se encuentran en un
estado metabdlico practicamente inactivo. Cuando ocurre la imbibicion, ia semilla se
rehidrata rapidamente y se activa el metabolismo celular que permitira llevar a cabo
la elongacion del eje embrionario, la protrusidn de la radicula y el posterior
establecimiento de la planta (Bradford, 1995). En una etapa temprana de la
germinacién, inmediata a la imbibicién, se producen cambios estructurales como
reparacibn de membranas celulares, abastecimiento energético, respiracion
mitocondrial (Bewley y Black, 1994), actividad enzimatica de organelos, asi como la
sintesis de RNA y proteinas. Todos estos son eventos celulares fundamentales para
completar el evento de germinacion y la preparacion para el subsiguiente crecimiento
de la plantula (Guy y Black, 1928).

" Es por esta razén que la mayoria de las investigaciones en la hioquimica de la
germinacién y del crecimiento se enfocan al estudio de dichos procesos, con el fin
de determinar cuales son los eventos claves para que ocurra la germinacion de una
semilla (Bewley y Black, 1994).

Durante ‘este proceso, son tres rutas metabdlicas respiratorias que se activan:
glucolisis, ruta de las pentosas y ciclo de Krebs (Botha ef af, 1992). Aungue las
mitocondrias de las semillas secas y recien embebidas son funcionales y
estructuralmente deficientes, se acepta que en dichas estructuras se lleva a cabo la
fosforilacién oxidativa y gue esta ruta metabdlica es la fuente principal de ATP al
inicio de la imbibicion (Ehrenshaft y Brambl, 1990).

Desde el punto de vista molecuiar, la sintesis de proteinas es uno de los eventos
mas importantes y de ocurrencia temprana durante la germinacion de las semillas,
" ain antes de la sintesis de RNAs mensajeros (MRNA) (Spiegel y Marcus, 1975;
Sanchez de Jiménez y Aguilar, 1984; Bewley y Marcus, 1990). Hay muchos estudios
donde se ha evidenciado que en embriones secos existe la presencia de muchos de

los componentes requeridos para el proceso de sintesis de proteinas (Bewley y



Black, 1994).5in embargo en esta etapa del desarrollo no hay polisomas formados, lo
cual indica que no hay actividad de sintesis de proteinas (Sanchez de Jiménez ef al.,
1981).

Existe un gran debate sobre si la sintesis de proteinas se inicia al embeberse las
semillas, sin que se requiera la sintesis de RNA. Se ha visio que a partir de la
* inbibicion la cantidad de polisomas activos comienza a incrementarse rapidamente
(Dommes y Van de Walle, 1990; Pramanick ef al., 1992). En esta etapa temprana la
traduccion tiene lugar a partir de un conjunto de mRNA muy especificos producidos
durante la maduracién de la semilla y que son almacenados en el eje embrionario en
estado quiescente. Se ha considerado por numerosos autores que la traduccion de
estos mensajes ocurre de manera diferencial ya que algunos de ellos son fraducidos
en etapas muy tempranas de la germinacion (indispensables), otros se traducen de
manera mas tardia, mientras que algunos no se traducen y son degradados
(remanentes de! proceso de maduracion de ia semilla) (Sanchez de Jiménez vy
Aguilar, 1984; Sanchez-Martinez et al., 1986; Bewley y Marcus, 1990).

Al respecto, investigaciones en embriones de cereales indican que durante la
germinacién se sintetizan proteinas minutos después de ser colocados en agua a
 una temperatura apropiada. Esta sintesis se ha observado durante la primera hora
de germinacién en embriones de centeno y de 15 a 20 minutos en embriones de
arroz, (Sen et al,. 1975).

Esta sintesis de proteinas casi inmediata durante las primeras horas de germinacion
se debe a la existencia de un control para la transcripcion de genes que codifican
~ para proteinas durante la maduracién de las semillas, las cuales seran requeridas
durante la germinacién. Se ha visto que no hay una correlacién entre el nivel del
mRNA v Ia velocidad de transcripcion, o entre ia cantidad de proteina y el nivel del
mensaje. Por ejemplo en embriones de semillas de soya las velocidades de
transcripcion son diferentes a los niveles de mRNAs, estas deferencias pueden ir de
entre 100 a 10 000 veces (Walling ef al., 1986). Kuligowski (1891), trabaj¢ con el
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heilecho Marsilea vestita y demostré que durante la embriogénesis temprana, la
transcripcion ocurre hasta la octava etapa celular. Esto podria explicar porque
durante las primeras horas de la germinacion los mRNA gue fueron aimacenados, se
traducen para proveer de ias proteinas necesarias durante este proceso.

Standart (1993), encontrd en embriones de cebada con 4 a 5 horas de germinacion,
que la sintesis de proteinas ocurre principalmente en el escutelo, hay poca actividad
en los componentes del embrién como son 1a raiz, el nudo o el colebptilo. Despues
de este tiempo, se observd un incremento de dicha sintesis en todos los
compenentes del embridn, registrandose las tasas mas altas en el escutelo y en la
raiz en desarrollo. Esto se correlaciona con la observacion de que la raiz
normalmente penetra la cubierta de ia semilta después de las 6 horas de imbibicién.

Sanchez de Jiménez y colaboradores (1981), reporta que en maiz la sintesis de
proteinas ocurre principalmente el eje embrionario, el cual tiene altos niveles de
mRNA: sin embargo en el escutelo ocurre lo contrario

Cruz-Alvarez (1991), determina que la estabilidad de un mRNA de zeina en
ehdospermo-de semillas de maiz se incrementa de 3 a 5 veces en la linea B55-53,
comparado con las lineas W23 o WEB4A. No obstante sélo se observd un incremento

de 1.5 a 2 veces en la velocidad de fraduccion.

También se tienen aniecedentes que en embriones tanto somaticos como cigoticos
de alfalfa (Medicago sativa L.}, se acumulan mRNAs en los cbtiledones (Pramanik y
Bewley, 1996) y de acuerdo a Gallie y colaboradores (1995), en muchas especies los
mRNAs bueden enconfrarse en pequefias canfidades en semillas maduras y ser
traducidos en etapas tempranas de la germinacion, hasta el momento en que se
sinteticen otros transcritos importantes para la germinacion; esto implicaria que [a
expresion genética durante este proceso incluye la traduccidn de mRNAs

almacenados en la semilla.



Se ha propuesto que existen dos clases de mRNAs en los embriones secos de
semillas gquiescentes:

1.- mRNAs residuales: Los que se sintetizan durante el desarrollo de la semilla y no
se destruyen durante la maduracién tardia y la desecacion. Se piensa gue no son
esenciales para la gerniinacién y son degradados al principio de la germinacion.

2.- mRNAs almacenados o conservados: Estos son sintetizados durante el
desarrollo, estan disponibles y pueden ser traducidos después de la imbibicidn, a
proteinas que tienen parte funcional en la germinacion. De acuerdo a ias proteinas
que sintetizan, estos transcritos se pueden clasificar en dos grupos: i) enzimas
esenciales del metabolismo intermediaric vy i) proteinas esenciales para la
culminacion exitosa del proceso de germinacion que termina con la elongacion de la

radicuta.

Los mRNAs de las semillas secas se protegen de la degradacion al ser almacenados
en el nlicleo y en ei momento de la imbibicion de la semilla, estos mRNAs son
liberados a los sitios de sintesis cuando sean requeridos. En semilias arroz y trigo
(Bewley y Black, 1994) se ha observado que la acumulacion de mRNAs en particulas
ribonucleoproteicas, pefmite gue dichos iranscritos se asocien con proteinas que los

protegen de la degradacién.

i.a transcripcién de genes gue se inicia despues la traduccion de los mensajes
almacenados, es otro evento molecular temprano de la germinacion (Bewley, 18987).
Se considera que a medida que avanza el proceso germinativo, la sintesis de
proteinas se hace mas dependiente de Ia franscripcion de novo de mRNA. Aigunos
de estos nuevos mensajes también pueden codificar las mismas proteinas gue los
‘mensajes almacenados, pero muchos codificaran productos diferentes,
probablemente esenciales para la divisién celular y el crecimiento posterior (Guy y
Black, 1998). ‘

Dentro dé las primeras dos horas una vez iniciada la imbibicion, ios embriones de

centeno v trigo inician la sintesis de rRNA, los cuales se incorporan a los ribosomas
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tan pronto como se sintetizan. La maduracion de rRNA en embriones de centeno
embebidos, también ocurre rapidamente. En estas especies, entre las 5 y 6 horas de
imbibicion, el procesamiento del rRNA esta virtualmente completo y por tanto el
embrién p_resenta grandes cantidades de rRNAs.

En embriones de arroz parece haber un periodo tardio entre ia rehidratacion y el
inicio de la sintesis de rRNA. En esta especie la sintesis de tRNA se lleva a cabo
aparentemente después de las 6 horas, la de rRNA entre las 6 y 12 horas, y la de
ARNm entre 12 y 24 horas de germinacion (Bhat ef al., 1975).

Los tRNAs y sus enzimas de aminoacilacion se presentan en semillas secas y puede
ser gue estos dos tipos de moléculas existan en cantidades suficientes para

mantener la sintesis de proteinas durante un periodo largo de la germinacion.

En cebada la sintesis de los diferenies RNAs varia, ya que estos se sintetizan desde
la primera hora de germinacion, incrementandose significativamente a partir de las
doce horas, tiempo en que se inicia el crecimiento y desarrollo visibles del embrion
(Bewley y Black, 1994).

Guilfoyle '(1986), reporta que ejes secos de centeno, trigo y soya contienen RNA
polimerasas dependientes de DNA. Estas enzimas se encuentran en altos niveles, de
tal forma que pueden catalizar la sintesis de los diferentes tipos de RNAs. Sin

embargo, en semillas se conoce muy poco acerca de estas polimerasas.

En maiz, conforme la semilla se acerca a su madurez fisiclégica, el ciclo celular se
detiene, y permanece én una especie de latencia hasta la entrada de agua a Ia
semilla y el restablecimiento de ias condiciones metabdlicas apropiadas para su
~ reinicio. Este reinicio de la proliferacion celular se presenta Gnicamente en las zonas
meristematicas del embrién, y constituye un evenio tardio que ocurre normalmente
después del crecimiento por elongacion celular y la protrusion de la radicuia (Baiza ef
al., 1989).
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En estas semillas, gran parte de las células gue constituyen al embrién se
encuentran bloqueadas en la fase G4 del ciclo celular. Datos recientes han
demostrado que durante las 4 primeras horas de germinacién‘,' ocurre una
sincronizacion celular en la fase G,, pero sélo parte de esta pobiacién entra a la fase
S entre 12 y 15 horas después de iniciarse la imbibicidon. Se ha estimado que solo el
20-30 % de todas las celulas entran a la fase § durante la etapa inicial de la
germinacion, pero la poblacién gue lo hace se encuentra altamente sincronizada
(Georgieva et al., 1994). La sintesis de DNA de tipo replicative v la division celular
son eventos tardios durante la germinacion. La expansion de la radicuia dentro de 1a
semilla ocurre inicialmente por elongacion celular y la emergencia puede o no estar
acompafiada de divisién celular (Baiza el al., 1989; Bewley y Black, 1994).

En conclusion, en la semillas de maiz la replicacién inicia alrededor de las 15 horas
de germinacion, precediendo la protrusion de la radicula ya que la germinacién no es
producto de la divisién celular, io cual sugiere que el papel de la replicacion de DNA
es garantizar el crecimiento y desarrollo de los tejidos en una etapa pos-germinativa
(Cruz-Garcia et al., 1998). |

Estas caracteristicas de las semillas permiten que la germinacion sea un modelo
apropiado para el estudio de ia reactivacion y el control de ia proiiferacié'n celular en
vegetales, es decir, permite investigar los mecanismos gue regulan la reactivacion
del metabolismo a partir de un estado quiescente de la semilla hasta un estado
metabdlico totalmente restaurado, por otra parte desde un punto de vista molecular
permite elucidar cuales son los factores que controlan el proceso de proliferacion

. celular en plantas.
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2. 2.- Caracteristicas Generales del Ciclo Celuiar

El ciclo de division celular en eucariontes constifuye una serie de procesos
interrelacionados que se han desarrollado para crear dos células hijas genéticamente
idénticas de una célula madre. La funcion principal de este ciclo es fa replicacion fiel

del genoma y su empaquetamiento en los cromosomas.

La divisién celular es una de las propiedades fundamentales de la célula y se realiza
a traves de eventos especificos que se encuentran comprendidos en lo que se
conoce como ciclo celular. En este mecanismo se involucran aspectos como:

crecimiento celular, duplicacion de DNA y division celular.

E! ciclo de vida de una célula comprende dos ciclos que interactian entre si. El ciclo
cromosdmico, que consiste en la duplicacién y la distribucién de los cromosomas y el
ciclo de crecimiento, que comprende la duplicacion en el tamafio de la célula con

todos sus componentes (Mifchison,1971).

Los procesos involucrados en el ciclo celular pueden distinguirse estructural y
bioguimicamente en fases de actividad reconocidas como periodos del cicio celular.
En 1953, Howard y Pelec propusieron cuatro fases que bien podrian considerarse
como una fase de duplicacion del material genético o fase S (sintesis) y una fase de
| reparticion equitativa de este entre las dos células hijas denominada M, separadas
ambas por dos fases, Gq y Ga. De esta forma, la interfase estd compuesta de G4, Sy
G, y comprende normalmente 90% o mas del tiempo total de ciclo celular.
Investigaciones al respecto proponen gue cuando en una célula se ha iniciado el
camino hacia la prolife;acic’:n, la entrada a la fase G4 se da a partir de un estado
celular denominada fase Gy que es un estado de reposo total, en el cual la célula no
se divide. Sin embargo se ha demostrado que esta fase mantiene altos niveles de

viabilidad por largos periodos de tiempo (Yanishevsky y Stein, 1981)
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. La duracién promedio del ciclo celular varia de un tipo celular a otro, y alin dentro del
mismo tipo celular, esto se debe a que las células se di\fiden a diferenies
velocidades. La diferencia principal entre las células que se dividen lenta o
rapidamente, esta dada por la duracion o el tiempo en que la célula permanezca en
la fase G4 (Cheatham ef al., 1985). Por otro lado, el tiempo que tarda el ciclo celular a
partir del inicio de la fase S hasta la mitosis es constante, independientemente de la

velocidad de division de la célula (Baserga, 1985).

2.2.1.- Fases de Ciclo Celular
Fase Gg

. Se ha definido como un estado en el que las células se encuentran quiescentes o
durmientes. En esta fase se sintetizan aigunas variantes de histonas (Wu et al.,
1982), el complemento de los ribosomas y el contenido de mRNAs es diferente.
Ademas, se ha detectado que el grado de condensacion de la cromatina es mayor en
esta etapa, e incluso se ha propuesto la existencia de una fase Goz (Sans et al,
1980).

Para que las células salgan de esta fase se requiere la sintesis de diferentes
polipéptidos, por ejemplo, una proteina de 29 kDa (Pledger et al, 1982), dos
polipéptidos nucleares (O'Farrell y Dixon, 1986) v la sintesis de la proteina p53
(Mercer et al., 1984), asi como la fosforilacion de algunas proteinas (Chambard ef a/.,
1983).

. En condiciones especificas las células en fase Gy requieren de la adicién de
componentes exogenos como factores de crecimiento o bien nutrientes en el medio
de cultivo para propiciar el paso a la siguiente etapa. Este paso requiere de un

tiempo extra ya gque esencialmente las células necesitan reactivar su maquinaria de
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sintesis de proteinas debido a que Gy es un estado celular discreto y separado, con
un patrén metabdlico dnico (Baiza ef al., 1989).

Fase G;

"En algunos casos, G4 es la diferencia en tiempo entre el ciclo cromosomico y el ciclo
de division celular, mientras que en otros G4 involucra procesos esenciales
especificos para el inicio de la fase 8 (Epifanova ef al., 1986).

La duracion de esfa etapa es muy variable. Existen lineas celulares (células en las
primeras divisiones de embriones de diversas especies vegetales) las cuales no

tienen un periodo G4 que se pueda detectar faciimente (Hunter, 1993).

Dentro de la fase G4 se encuenira una etapa temprana en la que se revisa el estado
metabolico general de la célula, antes de avanzar hacia una etapa tardia en la cual
se presentan mecanismos reguladores que permitiran el inicio de la duplicacion de
DNA. Esto implica que en dicha fase, los eventos tempranos estan separados de los
tardios por el punto de restriccion R; ya que este punto marca el limite después del

cual la célula estd comprometida a completar integramente el ciclo celular.

En general una célula en divisién puede abandonar el ciclo celular hacia un estado
de desarrollo vegetativo o de diferenciacién, y la determinacion ocurre en la fase Gy.
Al parecer, el punto de restriccion en esta fase funciona como un punto de
bifurcacion: antes de consumar la ejecucién de R la célula puede emprender el
camino hacia diferenteé estados celulares como la quiescencia, la diferenciacion o la
meiosis; mientras que la conclusion de R obliga a 1a célula a cumplir con un riguroso

programa de division celular.

L.a determinacion del camino gue una célula debe seguir, esta reguiado en parte por
diversos factores externos como hormonas, circunstancias nutricionales, asi como

por diferentes tipos de estrés; sin embargo, estos factores afectan a la fase G4 antes
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del punto R, por lo que ya no tienen efectos reguladores cuando este punto se ha
completado. En células animales, el punto R se localiza 2 horas antes de la fase S:
ya que primero se requieren de transcripcién, una rapida sintesis de protemas y un
factor de crecimiento para iniciar la sintesis de DNA.

Investigaciones al respecto indican que Ia sintesis de novo de varias enzimas come
la timidilato sintetasa y la timidina cinasa ocurre después del punto R y
aparentemente estg bajc el mismo control que el inicio de la sintesis del DNA
(Pardee, 1987).

En general se puede decir que la fase G4 se encuentra entre el punto R y el inicio de
la fase 8 y en este periodo se organiza la maquinaria para la sintesis del DNA; una
vez que termina esta fase, las demas contintian independientemente de los controles

fisiologicos externos.

Durante la fase G4 se inicia el crecimiento de la célula, lo cual se caracteriza por un
aumento en el tamafio del nticleo, el nimero de ribosomas, el metabolismo del rRNA,
la sintesis de otros tipos de RNAs y en los niveles de las diferentes polimerasas.
También se incrementa la actividad de sintesis de proteinas, entre las que se
encuentran: la calmodulina, la ornitina descarboxilasa (cuyos mRNAs alcanzan altos
niveles en esta fase), la proteina p53, proteinas citoplasmicas, asi como diferentes
enzimas que intervienen en la duplicacion de DNA, sintesis de histonas y la
fosforilacion de la histona H,

Durante G; hay cambios muy evidenies en la morfologia de la célula, los cuales

continGian durante todo el ciclo celuiar.

Fase S

En esta fase se realiza la duplicacidn del genoma y su duracidén parece estar

determinada por el nimero de sitios de iniciacidbn que operan. Existe un orden
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temporal de duplicacion dentro de los diferentes segmentos de un solo cromosoma,
el cual se conserva a traves de las divisiones sucesivas. Se sabe que en células de
eucariontes el punto de inicio para la duplicacion es fijo y constante y siempre
procede con el mismo orden. A su vez, los patrones de duplicacion secuencial se
- correlacionan con el contenido de bases, ya que las regiones eucromaticas ricas en
G-C se duplican durante la S temprana y aquellas heterocromaticas ricas en A-T lo
hacen durante la S tardia (Waterborg y Shall, 1985).

La maduracion del DNA cromosdmico es un proceso unico en eucariontes. Se ha
demostrado que la cantidad de timidina endbégena en células en $§ es un factor
responsable de dicha maduracion (Schvartzman ef al., 1984).

Las enzimas necesarias para la sintesis de DNA son diversas y algunas como ia
timidina kinasa, ribonucledtido reductasa y DNA polimerasa incrementan sus niveles

en el limite G4/S.

Por ofra parte la sintesis de histonas {con algunas excepciones) esta restringida a la
fase S y solo durante esta etapa las secuencias del mRNA para histonas se
. encuentran en cantidades significativas en el nlcleo y en el citoplasma; lo cual
implica que hay una sintesis activa de dichos mRNA. Por otra parie se ha
demostrado que la expresion de genes para histonas depende de ia entrada de las
células a la fase S; ademas se tienen reportes que indican que la fosforilacion de
histonas es un proceso continuo, relacionado con la sintesis de DNA durante la fase

S, (Marks ef al., 1973) y con la condensacion cromosomica (Gurley et al., 1978).

Fase G,

Esta fase representa el tiempo que la célula necesita para sintetizar los elementos

necesarios para la condensacion cromosomica y la formacion del aparato mitético.
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El paso de células a través de G2 puede bloquearse en diferentes tipos de células de
animales y vegetales, lo que demuestra que esta fase presenta un punto en el cual el

ciclo celular puede ser interrumpido sin alterar la viabilidad de la célula.

Existen reportes que han confirmado que los inhibidores de la sintesis de RNA y
proteinas detienen la progresion de las células en esta fase, ya que la transcripciéon
de RNA se requiere al menos dentro de Gz medio y tardio o incluso en la profase
temprana (Baserga, 1985). También en esta fase se sintetizan proteinas especificas
para la condensacion cromosémica, formacién y funcionamiento del aparato mitotico,

fo cual es necesario para que la célula entre en division. A estas proteinas se les
denomind "factores mitdlicos” y se caracterizan por tener afinidad por la cromatina y

son de! tipo de las no histonas.

Existen genes que deben expresarse para la progresion a través de la fase G; dicha
expresic')n' genetica es una respuesta a sefiales que indican el cumplimiento de
requisitos para la mitosis; tal es el caso de la fosforilacion de proteinas para que se
pueda formar el huso acromatico, la condensacion cromosomica y la entrada de los

nlcleos a mitosis.

Bajo ciertas condiciones experimentales, en células vegetales se ha logrado acortar
la fase Gz hasia en un 70 % de su duracion, acompanado de un alargamiento de la
fase S precedente. Esta relacion entre alargamientc de 8 y acortamiento de G;
sugiere que los ciclos cromosémico y de crecimiento estan interconectados en la
| fase G,, y esto es lo que se ha propuesto para vegetalies (Navarrete ef af., 1983;
Cuadrado ef al., 1885).

La duracion de la fase G, puede estar regulada por el tamafio de la célula, y este tipo

de confrol opera durante el crecimiento de la célula, lo cual contribuye a mantener la

variabilidad del tamafio celular (Navarrete ef al.,1987),.
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Mitosis

“Una vez terminada la fase G, las celulas enfran a la fase de mitosis, en donde
sufren grandes cambios estructurales. En dicha fase el aparato mitético asegura la
separacion equitativa de los cromosomas, también, se requiere de factores
relacionados con la condensacion y descondensacion de la cromatina y con la

retraccion y reestructuracion de la envoltura nuclear.

La tasa de sintesis de proteinas se reduce a un 20 % durante la mitosis con respecto
a la tasa que se detecta en células en interfase. Aparentemente |la disminucion se
debe a una inhibicion en la iniciacién de la traduccién, de tal manera que los
ribosomas no pueden unirse al mRNA. Sin embargo las proteinas cromosomicas no
histonas son una excepcion, ya que su sintesis contintia durante la mitosis en una
proporcion similar a la de interfase (Baserga, 1985). Esta reduccion en la
transcripcion  probablemente refleja dos cambios que pueden seguirse
- morfolégicamente: la condensacion cromosdmica, relacionada con la inactivacion de
la cromatina y la desaparicion del nucleolo, indicando fa suspension de la sintesis del
rRNA.

Es importante mencionar que durante la mitosis, la histona H, es fosforilada
adicionalmente, mientras que la histona Hj; se fosforila por primera vez durante el

ciclo celuiar (Gurley ef al., 1878).

In vivo la mayoria de ias células quiescentes tienen un contenidc de DNA
correspondiente a la fase Gs. En cultivo, las celulas normales se detienen en esta
fase bajo una variedad de condiciones que impiden o disminuyen la proliferacion,
tales como: privacién de nutrientes, alta densidad celular y parcial inhibicion de la
sintesis de proteinas. Como se menciond anteriormente este punto de detencion se
- conoece como punto de restriccion o punto R (Pardee, 1987). Las células regresan al

estado de proliferacion una vez que se les proporciona un medio de cultivo completo.
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2.2.2.- Ciclo Celular en Plantas

El andlisis del ciclo celular y su regulacion en plantas superiores no esta tan
avanzado como en animales y microorganismos.

Ensayos inmunoldgicos utilizando un anticuerpo contra p34° indican la presencia
de una proteina de 34 kDa en el alga verde Chlamidomona, asi como en Arabidopsis
y avena (John y Lee, 1989). Esta fue la primera evidencia de la existencia de un
homélogo de p34°%? en plantas superiores. Mas recientemente, se han identificado y
aislado proteinas homélogas en maiz, alfalfa, chicharo, zanahoria (Colasanti ef al.,
1991; Feiler y Jacobs, 1990; Ferreira ef al.,, 1991; Hirt ef al., 1981), las cuales se

catalogaron como homélogos funcionales.

También se han realizado estudios para determinar en qué momento ocurre la
division celular durante la germinacién y se ha visto que en semillas de lechuga tanto
la divisidn como el alargamiento celular se llevan a cabo entre las 12 y las 14 horas

después de la imbibicion.

En semillas de maiz la mayor parte de las células embrionarias estan blogueadas en
la fase G4 del ciclo celular (Detltour y Jacgmard, 1974), y aun después de 12 horas
del inicio de la imbibicion, la mayoria de las células (75 %) permanecen en fase Gy.
~ Aln cuando un porcentaje importante de células se empieza a mover hacia la fase S,
a este nivel no se detectan células en mitosis (Baiza ef al., 1989; Georgieva ef al.,
1994a).

Esto implica que en semillas de maiz el alargamiento precede a la division celular.
Sin embargo en otras semillas, la diferencia en tiempo entre la division vy el
alargamiento es cercana, pero no existen evidencias fuertes que confirmen que la

division anteceda al alargamiento (Vazquez-Ramos, 2000).
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. Por otra parte ya es bien sabido que los reguladores de crecimiento vegetal como
auxinas y citocininas intervienen en el ciclo celular, por lo gue tienen una funcion
importante en la regulacién del desarrollo y crecimiento vegetal (Grost ef af., 1991).
En maiz se han hecho estudios del ciclo celular durante la germinacion, utilizando
marcadores proteicos y fitorreguladores como citocininas y acido abscicico (ABA), lo
cual ha permitido determinar que la semilla seca cuenta con niveles basales de
proteinas tales como: DNA polimerasas, la cinasa p34°d°2, ciclina B, ciclina C, cinasa
cdk, proteina p53 y E2F, y los niveles de estas proteinas varia durante la
germinacion (Vazquez-Ramos, 2000).

Al determinar los niveles de citocininas (zeatina y ribosil-zeatina) durante el ciclo
celular en células de tabaco, se enconiré que su cantidad y actividad aumenta de
cuatro a cinco veces entre las fases G, y M. Debido a que este incremento no se
. presenta en otras fases del ciclo celular, se piensa que las citocininas aplicadas
exégenamente ejercen sus efectos especificos en la fase G2. Sin embargo, aunque
ya existen algunos avances relevantes, todavia no se sabe con claridad como es que

los reguladores de crecimiento participan en la regulacion del ciclo celular en plantas.

2.2.3. Regulacion del Ciclo Celular

En ciertas condiciones, las células no son estimulables y permanecen en un estado
de reposo o Gy. Para salir de este estado se requiere que sean estimuladas por

factores de crecimiento.

Por otra parte la sintesis de macromoléculas como DNA, RNA y proteinas, ests
_regulada de un modo caracteristico durante el ciclo celular. Ef DNA y las histonas
componentes de la cromatina se sintetizan solamente durante la fase §. EIRNAy las
proteinas citoplasmicas se sintetizan continuamente durante toda la interfase. Sin

embargo, durante la mitosis disminuye dicha sintesis.
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Por otra parte la regulacion de la proliferacion celular se ha atribuido a la etapa G del
ciclo celular (Jones ef al., 1999). En los Gltimos afios se ha investigado la importancia
de p70°°% durante mitosis. Al respecto se determiné gue p70°® tiene una funcion
esencial durante G4, ya que fosforila a la proteina S6 de la subunidad 40 S del
ribosoma y esto promueve la sintesis de proteinas durante esta fase, lo cual, es uno
de los requisitos determinantes para que la célula pase a la fase 8. Asi entonces,
. p70°% ademas de formar parte de una via de transduccion de sefiales, también, es

un factor que regula la progresion del cicio celular (Lane et al., 1993).

Estudios recientes han demostrado que la rapamicina inhibe la actividad de p70°®™ y
sus regiones amino y carboxilo ferminales también participan en su regulacién
(Cheatham et al., 1995). La actividad de p70°% se incrementa cuando se adicionan
factores de crecimiento mediante un mecanismo en el cual participan las proteinas G
(Chou y Blenis, 1996; Takuwa ef al., 1999; Jones ef al., 1999).

La progresion de las fases de! ciclo celular requiere de la accion de diversos factores
reguladores que rigen el paso y el tiempo por las diferentes etapas. En estos ultimos
afios, las investigaciones se han concentrado en el estudio de eventos rapidos post-
traduccionales, en particular fosforilaciones y desfosforilaciones de proteinas como:
| ciclinas (Evans ef al., 1983), cinasa dependiente de ciclinas (cdk) y los complejos
ciclina/cdk (Pines, 1993; Hutchison y Glover, 1995), debido a que son los
mecanismos principales que controlan eventos importantes en la interfase y en

mitosis.

Estas inv'estigaciones, se han realizado principalmente en Schizosaccharomyces
pombe (Nurse, 1990) y datos recientes han mostrado la existencia de un mecanismo
unhiversal de control comuin a todas las células de eucariontes. Cuando se determind
gue la actividad de las cdks se regula parcialmente por su unién con ciclinas.
Pudiendo actuar estas Ultimas como las subunidades reguladoras que dirigen a la
cinasa a sustratos particutares o a compartimientos intracelulares diferentes (Norbury
et al., 1991). Las ciclinas B regulan a la cdk1 (p34°*°%) en un complejo conocido como
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MPF (Mitosis Promoting Factor), cuya actividad se ha descrito come el punto de
confrol maestro para .el avance del ciclo celular en la transicié'n Go/M. Una
caracteristica de la subunidad catalitica del compiejo es un alto grado de
conservacion entre especies filogenéticamente distantes y el hecho de que la
actividad de la cinasa de la fase M sea regulada por fosforilacion y desfosforilacion
ha enfocado la atencién en un mecanismo de cascada de cinasas y fosfatasas que
pa'recen ser claves en el ciclo celular. Por otra parte las ciclinas A se asocian a cdk
y cdk2, modulando las funciones de éstas en la fase S y en la transicion Ga/M. Estas
actividades, junto con otros factores proporcionan un balance de inductores y

~activadores para la division celular (Vazquez- Ramos, 2000).

Por otra parte se ha comprobado que los controles regulatorios basicos de la division
celular estan evolutivamente conservados en plantas y dada la facilidad de generar
plantas t_ransgénicas en comparacién con la posibilidad de obtener animales
transgénicos, las plantas ofrecen un sistema experimental excelente hara el estudio

del contro! de la division celular durante el desarrollo de un organismo multicelular.

En resumen existen factores que controlan la proliferacion celular, tales como: ATP,
AMPc, GMPc, tamafio nuclear y celular, sinfesis y cantidad de rRNA, fosforilacion de
proteinas ribosomales, fosforilacion y desfosforilacion de histonas, sintesis o
fosforilacion de no histonas y la presencia de proteinas catalogadas como factores
de crecimiento (IGF-| e IGF-II). Todas estas investigaciones se han llevado a cabo en
~células animales, y aungue en los Uitimos afios la investigacién en plantas ha ido en
aumento, el avance es hasta el momento muy poco, comparado con los esfudios en

animales.
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2.3.- Aspectos Generales en la Sintesis de Proteinas en Eucariontes
2.3.1.- Caracteristicas de los Ribosomas en Eucariontes

La funcién de los ribosomas en todes los organismos eucariontes consiste en
ensamblar a los aminoacidos por medio de enlaces peptidicos para formar

moléculas proteicas, empleando mRNA como molde.

Los ribosomas constituyen uno de los complejos multimoléculares mas grandes
presentes en los organismos vivos, y es ahj en donde se lleva a cabo la traduccion
de los mRNAs. En eucariontes estas estructuras estan formadas por dos
subunidades que son: la subunidad grande (60S), constituida aproximadamente por
45 proteinas diferentes y tres moléculas de rRNA de 55, 5.85 y 288, y la subunidad
pequefia (40S), formada por un rRNA de 185 y aproximadamente 30 proteinas
diferentes, entre las que se encuentra la proteina S8 localizada en la interfase entre
las dos subunidades del ribosoma completo, al parecer haciendo contacto con el
rRNA 28S de la subunidad grande. Es en esta region es donde ocurren los procesos
elementales para [a fraduccion, tales como: 1a unidn del mRNA y del aminoacil-tRNA
y la asociacion momentanea de algunos de los factores de iniciacion y elongacion
(Nygard v Nilsson, 1990).

En los Gltimos afios se han realizado muchas investigaciones tratando de abordar
diferentes aspectos de la biologia del ribosoma tales como: estructura, funcion
durante la sintesis de proteinas, sintesis de sus componentes y la regulacidon de la
sintesis de los mismos. Uno de los temas particularmente interesantes es esie
tltimo, es decir, cémo la célula es capaz de producir cantidades balanceadas de
tRNA y de los componentes proteinicos del ribosoma, y como puede cambiar
coordinadamente la produccion de todos ellos para ajustar la velocidad de la sintesis

de ribosomas, a las necesidades de las células.
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Se conoce mas acerca de la regulacién de la sintesis de los ribosomas en
organismos procariontes como E. coli, sin embargo, en los sistemas eucariontes se
conoce menos, ya que presentan un panorama mas complejo en donde varios tipos
de control operan simuitaneamente a diferentes niveles para responder a sefiales

internas y externas en las células (Pierandrei-Amaldi y Amaldi, 1994).

La sintesis de proteinas es parte integral de la expresion genética y contribuye en la
modulacién de la activacién de genes especificos. Dicho proceso se divide en tres
fases: iniciacidén, elongaciéon y terminacién. Cada una de estas fases esta
caracterizada por una secuencia de eventos que ocurren en la traduccion de un RNA
mensajero especifico y por la participacion de diversos factores llamados factores de
iniciacion (elF), de elongacion (eEF) y de terminacidn (eRF), los cuales interactian
transitoriamente con los rihosomas, los MRNAs y el aminoacil-tRNA (Merrick vy
Hershey, 1996).

En organismos eucariontes el nimero de factores involucrados en la sintesis de
proteinas es mucho mayor que en el sistema procarionte, lo cual indica una mayor
complejidad en la via de traduccién y la regulacion de la misma (Gingras et al.,
1999).

Durante el proceso de iniciacidn ocurre el reconocimiento del RNA mensajero por
parte del complejo de traduccién. Como primer paso se produce la interaccion entre
la subunidad ribosomal 408 y los factores elF-3 y elF1A; el tRNA portador del primer
aminoacido (tRNA-Met) vy el factor elF-2 se unen para formar un complejo el cual
interactta con el extremo 5” del mRNA previamente reconocido por los factores elF-
4 (4F, 4A y 4B); con ayuda de la actividad de helicasa de los factores 4A y 4B el
complejo 43S realiza la basqueda en 1a regién no traducible 5’'UTR del mRNA hasta
encontrar el codon de iniciacion AUG en el contexto apropiado (Kozak, 1991);
posteriormente ocurre la liberacién de los factores de iniciacion y la unién de la

subunidad ribosomal 60S para formar el complejo de iniciacion 808 (Pain,1996).
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Recientemente se ha demostrado que durante el proceso de iniciacion de la
traduccion en eucariontes hay un acercamiento entre el extremo 5 (TmGpppG) v el
3" (cola de poliA) del mRNA, implicando una interaccion estrecha entre los factores y

proteinas que reconocen estos extremos (Tarun ef al., 1997; Gallie, 1998).

La fase de elongacién ha sido poco estudiada en organismos eucariontes (Merrick y
Hershey, 1996). Se considera que ocurre de manera similar a lo que se ha descrito
para organismos procariontes, con la participacion de los correspondientes factores
de elongacion eucaridticos eEF1A y 1B y el eEF2 (Merrick, 1992). Esta fase de
elongacién involucra la adicion secuencial de aminoacidos con la formacién de
enlaces peptidicos, mediante una actividad peptidil transferasa, que puede ser
atribuida a una actividad catalitica del rRNA y/o a un grupo de fosfoproteinas acidas
de la subunidad 60S (Moller, 1990; Remacha ef al., 1995).

Esta fase se describe como un proceso ciclico, ya que los aminoacidos van siendo
adicionados uno por uno al exiremo C-terminal de la proteina naciente, lo cual
requiere de un gasto importante de energia debido a que el proceso es muy rapido.
Se ha estimado que en eucariontes se incorporan mas de 6 aminoacidos por
segundo y en bacterias se incorporan de quince a dieciocho aminoacidos por
segundo (Odom ef al, 1990). Es importante resaltar que las dos caracteristicas

claves de este proceso son: la alta fidelidad y la procesividad (Merrick, 1992).

La fase de terminacién ocurre cuando aparece el coddn de terminacién (UAA, UAG
o UGA) que no puede ser reconocido por ningun tRNA. En bacteria, estos codones
son reconocidos por los factores de terminacion (RF1, RF2, RF3 y RF4) y se colocan
en lo que se conoce como sitio A del ribosoma. El factor de liberacion eRF promueve
la ruptura del peptidil-tRNA, liberando a la proteina. El GTP enlazado al factor eRF
reconoce al coddn de terminacién e induce la hidrolisis del aminoacil enlazado,
conjuntamente con la hidrolisis del GTP. Finalmente se liberan el péptido, el factor
eRF y GDP (Browning ef a/., 1990).
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Al respecto, actualmente se sabe gue en organismos eucariontes, se han
encontrado sdlo dos factores de terminacion denominados eRF1 y eRF3, de los
cuales eRF1 es capaz de reconocer los tres codones de terminacidén y eRF3 tiene
actividad de GTPasa dependiente de la formacion del complejo eRF1/eRF3
(Merkulova ef al., 1999).

2.3.2. Mecanismos de Control Traduccional

La expresion de los genes se encuentra regulada tanto a nivel transcripcional como
postranscripcional (Tijan, 1995; Hershey, 1891). La regulacion de la sintesis proteica
estd muy estudiada en eucariontes a través de multiples mecanismos dirigidos a los
diferentes componentes y pasos del proceso, siendo la etapa mas importante dentro
de esta regulacién la de iniciacion (Hinnebusch, 1994; Pause ef al., 1994; Address ef
al.,1997; Bushell ef a/., 2000).

En la ultima década se han realizado numerosas investigaciones relacionadas con
los eventos de control traduccional a nivel de iniciacién (Mathews et af., 1996,
Amaldi, 1997; Gingras et al., 1999; Fumagalli y Thomas, 2000; Bushell ef al., 2000;
Raught et al., 2000; Dinkova et al., 2000), lo que ha permitido reconocer que este
tipo de regulacion juega un papel fundamental en los patrones de expresion genetica

durante el crecimiento, desarrollo y diferenciacion celular.

La sintesis de proteinas depende tanto de la maquinaria de traduccion como de la
cantidad y estructura del mMRNA, ya que la cantidad de ribosomas es un indicio de la
capacidad de la célula para sintetizar proteina. Por ejemplo el higado y cerebro,
contienen grandes cantidades de ribosomas y factores proteicos solubles asociados.
Cuando se adicionan nutrientes, la mayoria de los ribosomas se incorporan al

proceso de traduccidn y como consecuencia la sintesis proteica se incrementa.
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Todo esto pareceria indicar que el nivel de ribosomas limita la sintesis de proteinas,
sin embargo, horas mas farde solamente una fraccion de ribosomas esta
funcionando y esfo implica que existen ofros componentes que pueden ser Ios
limitantes.(Pain,1996).

La eficiencia de traduccion de un mRNA dado, depende de los elementos
estructurales propios de sus regiones 5'y 3' no traducibles (5'y 3UTR), incluso de su
region codificante (elementos cis) que seran reconocidos por factores trans (Pain,
1996; Gingras ef al., 1999). Dentro de la region 5’UTR, los elementos importantes
son fa estructura CAP (Sonenberg, 1996; Raugth ef ai., 2000), la presencia de
estructuras secundarias y la longitud de esta region (Kozak, 1891), |la presencia de
codones de iniciacion “rio arriba” de la region codificante (Geballe, 1996) vy la
- presencia de sitios de entrada interna del ribosoma (IRES), caracieristicos de
muchos RNA virales (Paestova ef al, 1996). Los sitios IRES son capaces de
promover la traduccion cap-independiente de los RNA mensajeros obviando la
participacion del factor elF4E que se une al extremo 5'CAP (Gossert ef al., 2000).

Este mecanismo de regulacion es el responsable de que durante la infeccion viral se
traduzcan preferencialmente los RNA virales, apagando la traduccién de la mayoria
de los mRNA celulares que son cap-dependientes. Recientemente se ha descubierto
gue también algunos mRNA eucarioticos poseen este tipo de estructura y por tanto
pueden ser traducidos por una via cap-independiente (Gan ef al., 1998; Stoneley ef

al., 2000).

Dentro de la region 3'UTR se han encontrado miltiples elementos “cis” que
- participan en la estabilidad y localizacion citoplasmica de los mRNAs como
mecanismo para su control traduccional (Spirin, 1996; Sacchs ef al., 1897; Gallie,
1998). En esta region otro factor importante es la poliadenilacién, comun a un gran
nimero de mRNA eucaribticos, ia cual juega un papel crucial en la estabilizacion de

los mensajes y su movilizacidn a polisomas para su fraduccion (Stutz ef al., 1998).
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Ademés, la cola de poliA localizada en el extremo 3’ actlla de manera sinérgica con
el extremo 5°CAP para incrementar la eficiencia traduccional del rRNA (Sacchs ef
~al., 1997, Gallie, 1998). Dicha interaccion esta determinada por la presencia de las
proteinas afines a poliA (PABP) que interactiian con alguncs de ios factores de
iniciacion presentes en el extremo 5° dei mensaje, especiaimente con el factor elfF-
4G (Hornstein et a/, 1999). Existen ejemplos especificos durante el desarrolio de
algunos organismos, que demuestran cémo el incremento en la longitud de la cola
de poliA és capaz de determinar el momento en el cual un mensaje sera traducido
(Stutz ef al., 1998).

La fosforilacion/desfosforilacion de numerosos componentes proteicos que forman
parte de la maquinaria traduccional juegan un papel importante para controlar la
velocidad de sintesis de proteinas en céiulas de mamiferos. Al respecto se han
identificado fosfoproteinas tales como: irece subunidades de los factores de
iniciacion; tres de las cuatro proteinas que comprenden los factores de elongacion,

~ proteinas ribosomales y un gran nimero de aminoacil-tRNA sintetasas.

Estudios recientes demuestran que la fosforilacion de algunos de estos
componentes se correlaciona con la inhibicion de la traduccién, mientras que la

fosforilacion de otros puede causar su estimulacion.

Investigaciones en esia area estan enfocadas en: la identificacidn de los sitios
precisos de fosforilacion in vivo y las cinasas y fosfatasas comprendidas en dicho
proceso; en demostrar in vifro los cambios de actividad en las proteinas debido a la
fosforilacion y en elucidar como se controla la fosforilacion. Para finaimente
determinar si dicha fosforilacion realmente causa modulacién en la velocidad de

traduccion in vivo.
Por ofra parte se ha visto que el paso limitante en la sintesis de proteinas en la

mayoria de las condiciones fisiologicas se presenta en la fase de iniciacion, al
respecto se ha descrito que las alteraciones en la velecidad de iniciacion se reflejan
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en el tamario de los polisomas (Pain,1996), el cual es directamente proporcional a la
velocidad de iniciacién e inversamente proporcional a la velocidad de elongacion
(Thomas ef al., 1982).

Los factores de iniciacién son importantes en la regulacién traduccional, muchos de
estos van a interactuar con los elementos cis del mRNA. Trabajos recientes han
~descrito que un mecanismo de regulacién de la traduccion muy conocido, es la
fosforilacion/desfosforilacion de los factores elF-3, elF-4A, elF-4E, elF-4G que
median la unién entre las subunidades 408 y mRNA y son capaces de modular la
velocidad de sintesis de proteinas y el crecimiento celular (Gingras et al., 1999).

La fosforilacion de Ia mayoria de estos factores se encuentra regulada por una
cascada de transduccion de sefales caracteristica de diferentes tipos de estimulos
(Proud, 1992; Kleijn ef al., 1996). Como ejemplo, tenemos la fosforilacion de elF-2, lo
cual tiene un papel central en el control fraduccional, sobre todo, para la reiniciacion
de la traduccién mediante la interaccion de una de sus subunidades (elF2a) con el
factor intercambiador de GDP/GTP: elF-2B (Yang y Hinnebush, 1296). También
existen numerosos estudios que evidencian la regulacidn de la traduccion por
fosforilacion de varios factores de iniciacion, como respuesta a infeccién viral (Kleijn
et al., 1896), disminucion o ayuno de aminoacidos (Nave et al., 1999). También
estos factores de iniciacion pueden ser modificados por accion de proteasas
(Lamphear et al., 1995), o por interaccién con proteinas inhibidoras {Lawrence y
Abraham, 1987), lo cual provoca que disminuya su disponibilidad para participar en
la maquinaria de sintesis de proteinas. Por otra parte se ha visto que como
respuesté a diferentes estimulos, los factores de elongacion también‘pueden estar

regulados por fosforilacion (Nair y Palfrey, 1996, Remacha ef al., 1995).

Otro mecanismo de. control traduccional es la fosforilacion de proteinas ribosomales,
particularmente la fosforilacion de la pr S8 de la subunidad 40S. La fosforilacidon de
esta proteina estimula la traduccién de mensajes que contienen una secuencia

especifica de polipirimidinas en su region 5UTR (mensajes 5TOP), incluyendo
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principalmente a los mRNA correspondientes a proteinas ribosomales y factores de

elongacion (Jefferies y Thomas, 1996) o de iniciacion (Dinkova et al., 2000).

De esta manera se ha propuesto que la fosforilacion de 5 posibles sitios en la
proteina S6, puede servir para inducir o estabilizar cambios conformacionales en el

ribosoma que permitan una asociacion diferencial con proteinas o mRNAs.

Alternativamente, dada su localizacion, formas diferencialmente fosforiladas de S6
pueden interactuar directamente con mRNAs © con sus proteinas asociadas y
activar la de traduccion de mRNAs especificos (Stewart y Thomas, 1994). Estudios
recientes han demostrado que los mensajes 5'TOP se traducen normalmente a
bajos niveles y que su expresion a nivel de sintesis de proteinas aumenta durante la
estimulaciéon del crecimiento celular debido a la fosforilacién de la pr S6 (Meyuhas ef
al., 1996; Fumagalli y Thomas, 2000).

La cinasa responsable de la fosforilacion de la pr S6 en células de mamiferos es la
pp70%% (Proud, 1996; Pullen y Thomas, 1997). Evidencias a favor de esto indican
que pp70°% fosforila a la subunidad 408 mas eficientemente que pp90°® y en forma
mas contundente, que la rapamicina, que es un inmunosupresor que bloquea la

DSBk

actividad de pp7 inhibe la fosforilacion de la pr S6 en respuesta a varios

estimulos en células intactas (Cheatham ef al, 1985; Jefferies y Thomas, 1996;
Takuwa ef al.,1999; Valentinis ef al., 2000).

Por otro lado, en la subunidad 60S, se han encontrado otras proteinas que son
fosforilables, las proteinas acidas, también llamadas P1 y P2. La proteina PO
fambién se caracterizd como fosfoproteina y estd inmunoclégicamente relacionada
con las proteinas P1 y P2. Estas tres proteinas, conocidas como las proteinas P se
encuentran fosforiladas en todos los organismos eucariontes estudiados incluyendo
plantas (Aguilar et al., 1998), y son componentes del tallo del ribosoma que es una
protuberancia lateral identificada en la subunidad grande. Esta estructura tiene una

funcion relevante en la sintesis de proteinas, ya que participa en la interaccion de
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algunos factores de elongacion con el ribosoma. Los niveles de fosforilacion del talle
pueden afectar el proceso de traduccidn, pero no todos los mRNA son igualmente

sensibles a este efecto (Ballesta ef al., 1999).

Estos procesos de fosforilacién/desfosforilacion parecen ser un mecanismo que
prevalece en el control traduccional durante la sintesis de proteinas en células de
mamiferos (Fumagalli y Thomas, 2000; Allan ef al, 2001). Sin embargo,
investigaciones en otros sistemas eucariontes, desde levaduras {(Allmann ef al.,
1997) hasta plantas (Bailey-Serres, 1999), demuestran que muchos de estos

mecanismos se han conservado a lo largo de la evolucion.

Gracias al conocimiento de las secuencias de aminoacidos de los faciores de
traduccion en diferentes especies se han podido hacer comparaciones en cuanto a
su actividad y regulacion (Browning et al, 1998). Estos factores presentan
homologia en los dominios correspondientes a la actividad, sin embargo su

regulacién no es siempre la misma.

2.3.3- Sintesis de Proteinas en Plantas y su Regulacion

Como se menciond anteriormente el proceso de sintesis de proteinas es
sumamente complejo ya que tanto en sistemas procariontes como en eucariontes
estan involucradas un gran numero de macromoléculas (factores de iniciacién,
elongacion y terminacion, ribosomas, mRNAs, aminoacil-sintetasas y tRNAs). Tanto
el mecanismo de sintesis de proteinas como las macromoléculas que intervienen
son similares en ambos sistemas, sin embargo en [a naturaleza existen organismos

cuya sintesis proteica presenta caracteristicas muy especificas (Browning, 1996).
En el caso especifico de plantas, el mecanismo de sintesis de proteinas y los

factores que lo regulan son femas cuya investigacion se ha incrementado en los
Gltimos 5 afios (Browning, 1996; Gallie, 1996; Bailey-Serres, 1999; Dinkova ef al,,
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2000). Se han realizado multiples estudios sobre la actividad de los factores elF-4F,
-4A, -4G, -20, Yy algunos relacionados con su modificacion por fosforilacién
(Browning et al., 1990; Webster ef al., 1991; Le ef al., 1997).

Al respecto estudios hechos en germen de trigo, indican que la fosforilacion de la pr
S6 es el mecanismo de regulacidn para la traduccion de mensajes 5TOP (Shama y
Meyuhas, 1996). También se han aislado algunas cinasas, similares a las que
participan en la cascada de fosforilacién que activa la sintesis de proteinas en
mamiferos (Mizoguchi ét al., 1996; Turck ef al., 1998; Hirt, 2000). Sin embargo, una
de las caracteristicas mas importantes en plantas, respecto a mamiferos, ha sido el
descubrimiento de dos isoformas antigénicamente distintas, pero funcionalmente
similares para el complejo elF4F denominadas elFiso4F y elF4F (Browning et af.,
1992). Cada uno de estos complejos tiene componenties elF4E y elF4C diferentes,
por lo cual en plantas hay dos isoformas elF4E/eiFisodE y dos isoformas
elF4G/elFiso4G (Browning et al., 1988).

A pesar de los avances mencionados, en plantas no hay muchos reportes en cuanto
a los mecanismos de regulacién de la traduccién (Le ef al., 1997), por lo cual se
requiere de mayor investigacion para comprender el control de la expresion de

genes a nivel traduccional en estos organismos.

Los ribosomas de pfa'ntas tienen una arquitectura similar a los de mamiferos
(Montesano y Glitz, 1988). Las proteinas ribosomales de las subunidades grande y
pequefia del citoplasma han sido fraccionadas y catalogadas por electroforesis
bidimensional (Scharf y Nover, 1987). Por otra la estructura de las proteinas
ribosomaies de varias especies de plantas superiores, tanto en monocotiledéneas

como en dicotileddneas, parece estar conservada (Gualerzi ef al., 1974).
La mayoria de los genes que codifican las proteinas ribosomaies de plantas

' presentan dos 0 mas copias de cada gen, y se observan altos niveles de éstos

franscritos en tejidos meristematicos, y su expresion esta regulada durante el
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desarrollo de la planta {Bonham-Smith et al., 1992; Gao et al., 1994; Joanin et al.,
1993; Kim et al., 1990; Larkin et al., 1989; Lebrum y Freyssinet, 1991; Marty v
Meyer, 1992, Stafstrom y Devitt, 1995; Taylor y Davies, 1994; Van Lijsebéttens etal.,
1994). Por ejemplo, en papa se ha visto que la expresion de los mensajes para las
proteinas ribosomales Sqe, La7, L., se incrementa durante la {uberizacion (Taylor et
. al., 1992).

investigaciones en tabaco indican que \a expresion del mRNA de L esta relacionada
con los tejidCS en crecimiento (Marty y Meyer, 1992). También la expresion de los
mARNS de pr Las ¥ Las, s muy alta en tejidos que crecen rapidamente, y esto puede

ser provocado por heridas 0 iratamientos con hormonas (Gao ef al., 1994).

En plantulas de chicharo el mRNA de la proteina ribosomal L7 se incrementa diez
veces después de la decapitacion de los brotes axilares (Stafstrom y Sussex, 1992).
Por ofra parte una mutacién en el gen PFL de Arabidopsis da lugar a un fenotipo de
crecimiento enano, lo que sugiere un efecto generalizado del gen sobre el
crecimiento. Este gen ha sido identificado para la proteina ribosomal Sz ¥ €s 12
primera mutacion reportada para dicha proteina en eucariontes (Van Lijsebettens ef
" al., 1994). La otra mutacion reportada para proteinas ribosomales en eucariontes fue

en Drosophila y también dio lugar a un fenotipo pequefio (Andersson et al., 1994).

Cabe mencionar que otras dos copias de los genes Sis fueron encontradas en
Arabidopsis. La presencia de moitiples copias para ics genes de proteinas
ribosomales en plantas, y su alta expresion en fejidos mitoticos activos parece
asegurar gue haya un amplio suministro de proteinas ribosomales para ensamblarse
a ribosomas durante el crecimiento rapido. Esta caracteristica parece ser comun

para todas las especies vegetales (Larkin et al., 1989; Stafstrom y Sussex, 1992).

Durante la ontogenia de la semilia de maiz se ha visto que la familia de genes para
la proteina ribosomal Sq4 tiene de tres a seis miembros y la expresion del transctito

Sy, esta regulada durante la formacion de la semilla. La cantidad mas alta del
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mensaje se localiza en el endospermo antes de que inicie la sintesis de profeinas de
almacenamiento, lo que sugiere la necesidad de una gran cantidad de ribosomas
. (Larkin ef al., 1989). Por otra parte Joanin y colaboradores (1993), reportan que el
transcrito para la proteina ribosomal S43 es abundante en tejidos con crecimiento
rapido y la expresion parece ser paralela a la sinfesis de DNA

Por otra parte existen reportes que muestran el efecto de las auxinas sobre el
aumento de la expresion de los mMRNAs de proteinas ribosomales y esto se debe al
incremento de Ca®* libre, el cual estimula selectivamente la fosforilacion de la p705%
(Gantt y Thompson, 1990; Walden y Ecker, 1998) y rRNAs (Gantt y Key, 1985),
sugiriendo que esta hormona induce la expresién coordinada de las proteinas
ribosomales y el rRNA de plantas (Patia ef al., 1993} durante periodos de

crecimiento rapido.

Por otra parte en Arabidopsis, se tienen evidencias de la presencia de receptores en
. la membrana con actividad de cinasas, y al parecer estan involucrados en procesos
como: embricgénesis, morfogénesis, resistencia a patdgenos y en la transduccion de
sefiales (Walker, 1993; Schaller, 1999; Fleicher ef al, 1999; Bisseling, 1999;
Trotochaud et al., 2000).

En trigo se ha reportado que el estrés por calor provoca un incrémento en ia
fosforilacion de las proteinas ribosomales de la subunidad ribosomal grande y al
mismo tiempo se incrementa la velocidad de sintesis de polifenilalanina (Fehling y
Weidner, 1988). Sin embargo, un choque de calor a protoplastos de tabaco causa la
desfosforilacion de la pr S6, lo cual coincide con la disminucion en la velocidad de

sintesis de proteinas (Scharf y Nover, 1987).

En Arabidopsis se ha reportado la existencia de dos genes (atpk1 y atpk2) que
. codifican cinasas que fosforilan a dos proteinas ribosomales acidas pequefias
(Zhang el al., 1994). La presencia de cinasas inducibles por frio, calor, sales, y

hormonas, similares a la cinasa de S$6, sugiere que las condiciones ambientales
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adversas pueden inducir respuestas de transduccién de sefiales dirigidas a genes
que alteran [a actividad de los ribosomas con el objeto de adecuar a la planta a los
cambios ambientales (Huttly y Phillips, 1995; Leon ef af., 2001; Monks et al., 2001).
Esto significa que las plantas han desarrollado varios mecanismos para regular los
componentes de la maquinaria de sintesis proteica durante el crecimiento, desarrollo

y condiciones ambientales.

Por todos estos reportes es claro que en plantas, la sintesis de proteinas es un
procaeso sumamente coordinade y de regulacion compleja, el cual se incrementa o
disminuye alternativamente segin los estimulos recibidos.

Asl entonces en plantas la fosforilacion/desfosforilacion es un mecanismo de control

traduccional (Langland ef al., 1995) cada vez mas estudiado.

La sintesis de proteinas en plantas presenta algunas diferencias importantes con

respecto a los sistemas animales, las cuales se describen a continuacion:

1.- Las plantas tienen isoformas del factor elF4F, el cual tiene una subunidad grande
diferente (86 kDa vs. 220 kDa) y una proteina de enlace al cap diferente a la de
animales.

2.- El factor elF4A de plantas es fosforilado en respuesta a condiciones de hipoxia y
esto parece estar coordinado con |a inhibicién de la sintesis de proteinas.

3.- Las plantas muesiran un requerimiento de factores diferentes para la hidrélisis de
ATF dependiente del RNA y para el desdoblamiento del RNA de doble cadena
dependiente de ATP, necesitando solamente elF4F y elF4A o elFiso4F y elF4A.

2.3.4. Regulacion de la Sintesis de Proteinas Durante la Germinacion

de Maiz

La sintesis de proteinas es un evento temprano en la germinaciéon de semillas de

maiz, la evidencia de traduccion selectiva de los mensajes almacenados, asi como
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los sintetizados de novo ofrece un modelo interesante para el estudio de los
diferentes mecanismos de regulacién que operan a este nivel de la expresion
génica. Por {al motivo, de la gran diversidad de mecanismos de control traduccional
estudiados en sistemas animales, algunos han sido confirmados durante el proceso

de germinacion.

Se ha reportado que en trigo (Cuming, 1984), algoddn (Dure et al., 1981) y maiz
(Sanchez de Jimenéz y Aguilar, 1984) los mRNAs de proteinas ribosomales de
" embriones y endospermo persisten en las semillas maduras; estos franscritos son
traducidos en las primeras etapas de la germinacion (Beitran-Pefa ef al., 1995). La
naturaleza de todos los mRNAs almacenados no se conoce, sin embargo, Spiegel y
Marcus en 1975, reportaron que cuando las semiilas de trigo se embeben, se reinicia
rapidamente la sintesis de proteinas con la integracion simultanea del aparato
traductor, por lo que.el hecho de que en semillas de maiz se encueniren
almacenados mRNAs, es congruente con la necesidad que tiene la semilla de

ensamblar nuevos ribosomas durante ia germinacion temprana.

Los patrones de expresion de varios factores de iniciacién de la traduccidon muestran
cambios importantes durante la germinacion (Gallie ef al., 1998), La expresion
'génica en maiz parece estar regulada por un mecanismo traduccional similar al ya
descrito en animales y en el que de igual forma se involucra la fosforilacion de la pr
36 (Sanchez de Jiménez ef al., 1997a). También la secuencia 5’TOP parece estar
presente en- varias proteinas ribosomaies de plantas (Zhao et al., 1995; Shama y
Meyuhas, 1996, Dinkova et al., 2000).

En la literatura existen evidencias que en sistemas animales, la insulina, factores
“similares a insulina” (i‘GF-I e IGF-il) y mitégenos estimulan la fosforilacion de la
proteina ribosomal 86 con la movilizacion simultanea a polisomas de mRNA y de
mensajes para algunos factores de elongacién (Jefferies et al., 1994; Terada ef al,
1994; Jefferies y Thomas, 1996). En maiz, la fosforilacion de la pr S6 ocurre a partir
de 10-12 h de germinacion (Pérez-Méndez ef al., 1993) o bien se incrementa en
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presencia de auxinas (Pérez ef al., 1990) o insulina (Sénchez de Jiménez et al.,
1999) esto coincide con un incremento de la sintesis de novo de las proteinas
ribosomales (Sanchez de Jiménez ef al., 1997a). El paralelismo entre la fosforilacion
de la pr S6 y el reclutamiento del iranscrito de S6 a polisomas sugiere que ambos
procesos son controlados por la misma ruta de transduccion de sefales (Jefferies y
Thomas, 1998).

La cascada de sefales que opera sobre la fosforilacion de la pr S6 en animales

0%% aunque hay

_involucra la actividad de una cinasa especifica, la de la proteina p7
diversos estimulos que activan esta via, uno de los mas imporantes es insulina y
factores “similares a insulina”. Al respecto, en plantas recientemente se ha sugerido
la existencia de una cinasa homdloga a p705% ia cual podria encargarse de fosforilar

ala pr 86 (Turck ef al., 1998).

Todos esios estudios indican que la fosforilacion de la pr 86 es un mecanismo de
regulacion, clave para la expresién selectiva de mensajes durante la germinacion de

maiz.

En general se puede indicar que durante la germinacion de semillas de maiz, los
ejes embrionarios quiescentes reinician gradualmente la sintesis de proteinas
traduciendo primeramente los mRNAs almacenados y posteriormente los
_ sintetizados de novo (Bewley y Black, 1994; Sanchez de Jiménez y Aguilar, 1984).
Durante este periodo la traduccion parece estar aitamente regulada (Pramanik y
Bewley, 1996), probablemente por mas de un mecanismo de control traduccional
siendo unc de ellos la traduccion selectiva de mRNAs tipo 5TOP, regulados por la

fosforilacion de pr S6.
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2. 4. Aspectos Generales de la Insulina

La insulina es una molécula que inicialmente se consideré que se enconiraba en
vertebrados primitivos e inveriebrados complejos, actualmente se tienen evidencias
de que existe y tiene actividad bioldgica en eucariontes unicelulares como: hongos
- {Neurospora crassa y Aspergillus fumigatus) y en el protozoario ciliado Tetrahymena
pyriformis. La insulina extraida de estos organismos es similar a la de mamiferos.
Esfos antecedentes indican que evolutivamente la insulina es una molécula muy
antigua y ha sido altamente conservada durante la evolucién (Le Roith et al., 1980).

2.4.1. Biosintesis de Insulina

El pancreas humano secreta de 40 a 50 unidades de insulina al dia, [o que
representa del 15 al 20 % de hormona almacenada en la glandula. El fegulador
fisioldgico mas importante de la secrecion de insulina es el aumento en la
concentracion de la glucosa plasmatica. También ciertos aminoacidos como: leucina,
arginina, histidina y fenilalanina son también potentes estimulos para la liberacion de
- insulina. Los agonistas beta adrenergicos (AMPc), agentes farmacologicos como ia
tolbutamida son otros estimuladores de la secrecién de insulina. Por ofra parte cabe
mencionar que esta hormona no tiene una proteina plasmatica transportadora; por lo
tanto, bajo condiciones normales su vida media plasmatica es menor de cinco

minutos. -

El gen de ia insulina se ubica en el brazo corto del cromosoma 11. La mayor parte
de los mamiferos expresan un gen dnico para insulina semejante &n organizacion al
gen humano, pero ias ratas y los ratones tienen dos genes no alélicos (Bell ef al.,
1980) y cada gen codifica una proinsulina Unica que se procesa en dos moléculas

distintas de insulina activa (Ulirich et al., 1980).
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La insulina se sintetiza como una preprohormona, con una masa molecuiar de
11,500 daltones. Por esta razén esta hormona es prototipo de los péptidos que se
procesan a partir de molécuias precursoras mas grandes (Kuliawat ef af .,2000).

La regulacion de la expresion del gen de la insulina se da por elevadas
concentraciones de AMPc¢ y/o glucosa en donde |a sintesis del transcrito primario es
estimulada (Rutter, 1999). Los niveles de mRNA de insulina son estabilizados por
altas concentraciones de glucosa, lo cual conduce al incremento en la traduccion del

" mRNA de insulina.

Con ei estimuloc apropiado (niveles altos de glucosa) los granulos de secrecion
maduros se fusionan con la membrana plasmatica y descargan su contenido en el
liguido extraceiular por exocitosis (Orci et al., 1987; Huang y Arvan, 1995; Rutier,
1999). Esta proteina se secreta de los islotes de Langerhans del pancreas, se libera
dentro de la vena pancreatica, que se vacia en la vena porta. El higado es el

principal sitio de accién de la insulina.

La insulina fue la primera proteina en la que se comprobd la existencia de accion
hormonal, se cristalizé, se determiné la secuencia de aminoacidos, se sintetizé por
tecnicas quimicas, se demostrd que se sintetiza como una molécula precursora mas
larga (Steiner ef al., 1974), se determiné su estructura tridimensional y fue la primera
* proteina preparada para uso comercial mediante la tecnologia de DNA recombinante
(Le Roith et al., 1980; Rutter, 1999).

Ahora se sabe gue la Insulina madura es un polipéptido que pesa 6 kDa, constituido
por dos-cadenas, A y B, las cuales cuentan con 21 y 30 aminoacidos
respectivamente en casi todas ias especies y estan unidas por dos puentes disulfuro
intercatenarios. Su receptor reconoce a una regién de aproximadamente 11 residuos
de aminodacidos y dicho reconocimiento depende de la estructura terciaria intacta de

la molécula.
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Esta proteina es en muchos sentidos la hormona peptidica modelo debido a que
tiene grandes efectos sobre el metabolismo y la movilizacién y almacenamiento de
combustibles, por lo que se ha convertido en uno de los reguladores mas
importantes del metabolismo energético, de tal forma que la insulina en esencia,
sefiala el estado de buena nulricion; estimula ef almacenamiento de combustible

celular y la sintesis de proteinas por una sere de vias metabdlicas.

El receptor de la insulina se ha estudiado en detalle mediante técnicas bioguimicas
y de recombinacion del DNA. Se caracteriza por ser un heterodimero formado por
dos subunidades designadas como alfa y beta, en la configuracién alfa,-betas,
unidas por puenies disulfuro. La subunidad alfa (135 kDa) es completamente
extracelular y fija a la insulina mediante un dominio rico en cisteina. La subunidad
beta (95 kDa) es una proteina transmembranal. La porcidn citoplasmica de la
subunidad beta tiene actividad de tirosina cinasa y un sitio de autofosforilacion y
ambas caracteristicas intervienen en la transduccion de la sefial inducida por la
accion de la insulina. Este receptor se sintetiza y degrada constantemente, su vida
media es de 7 a 12 h y su gen se localiza en el cromosoma 19 (Whitehead ef al.,
2000).

Este tipo de receptores se localizan en casi todas las células blanco de los
mamiferos en concentraciones hasta de 20 000 por célula, a menudo también se
localizan en celulas que no son consideradas como blanco de esta hormona, debido
a que la insulina también interviene en el crecimiento y replicacion celular,
organogénesis y diferenciacion fetal, asi como en |a reparacion y regeneracion de
los tejidos (Rother y Accili, 2000; Vhitehead ef al., 2000).

La estructura del receptor de la insulina y la capacidad de las diferentes insulinas
para unirse a los receptores y provocar respuestas biologicas son virtualmente
idénticas en todas las células y todas las especies, lo cual indica que el receptor de
insulina se conserva tanto como la insulina misma (Liu ef al., 1995; Whitehead et af,,
2000; Brogiolo ef al., 2001).
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2. 4. 2. — Mecanismos de Accidn de Insulina

El mecanismo de accién de Ia insulina comienza cuando se une a su receptor en la
superficie de la célula blanco y mediante segundos mensajeros, que pueden ser

cinasas o una cascada de fosfatasas que internalizan la sefial.

Las diversas acciones de esta hormona pueden ocurrir en segundos o minutos, tales
como: el transporte de glucosa, la activacion o inhibicion de algunas actividades
enzimaticas. Después de periodos méas largos, estimula la sintesis de acidos
nucleicos, de proteinas y promueve el crecimiento celular (Zammit, 1996; Valverde
et al., 1999; Lee ef af., 1999; Rother y Accili, 2000).

Cuando la insulina se une a su receptor, la sefial se internaliza a través de la
fosforilacion del receptor unido al sustrato (ISR). Este receptor experimenta un
cambio conformacional que induce su actividad de tirosin-cinasa, provocando la
fosforilacién de residuos de tirosina tanto del receptor como de las molécuias de
sefializacion {Carter ef al.,, 1996; Accili, 1997), desencadenando una cascada de
eventos intracelulares, que estimulan la actividad de moléculas clave (GTPasa,
cinasas y lipido cinasas, involucradas en acciones metabélicas de la insulina), entre
ellas la activacion de la fosfatidilinosotol 3-cinasa (PI-3-K) que a su vez, acliva
diversas vias de sefalizacion. Una de estas vias es la activacién de p705%, fa cual
fosforila a la pr 56 en ia subunidad ribosomal 405 y esto provoca la movilizacién
para su fraduccidon de mRNA 5TOP con la consecuente sintesis de proteinas
importantes para el crecimiento y diferenciacion celular (Proud y Denton, 1997;
White, 1998).

Cabe mencionar que de las proteinas que constituyen a la subunidad pequefia del

ribosoma, so6lo la proteina 86 es fosforilada en respuesta a factores de

crecimiento/mitogenos (Stewart y Thomas, 1094).
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2.4.3. Factores de Crecimiento “Insulin-like” (IGF-i e IGF-lI)

IGF-i e IGF-ll (del inglés, insulin-like growth factor) son proteinas semejantes a la
insulina que se descubrieron al hacer estudios sobre los efectos de las hormonas en
el crecimiento fetal y crecimientio postnatal. Ademas de los mamiferos, también se
han localizado en el medio de cultivo condicionado de Tetrahymena pyriformis,
organismos unicelulares, larvas de colmenas, equinodermos y nematodos como
Caenorhabditis elegans, por lo cual evolutivamente tambien, se ies considera como
proteinas muy antiguas (Engstrc‘ird et al., 1998; Tissenbaum y Ruvhun, 1998).

- Al igual que la insulina, estos factores de crecimienio se originan de una molécula
precursora y presentan homologia en los extremos amino y carboxilo de las cadenas
A y B. Son polipéptidos de cadena sencila de 70 y 67 aminoacidos,
respectivamente. Hay 62 % de similitud entre IGF-l e IGF-ll, y se asemejan a la

insulina en un 50 % de sus residuos.

En términos generales IGF-1 se sintetiza en el Gtero, rifibn, sistema nervioso y
principalmente en el higado. Es importante en el crecimiento postnatal e incrementa
los niveles de progesterona en la proliferacion celular (Adashi ef al., 1984 y 1986b;
Cassandra ef al., 1991; Quevedo ef al., 2000) por lo que se le considera un potente
mitégeno (Baranao y Hammond, 1984; YWood ef al, 1994; Parrizas et al, 1997,
D'avis et al., 1997) y también juega un papel importante en la fisiclogia del ovario
(Murphy ef al., 1987; Daughaday y Rotwein, 1989).

Por otra parte, el IGF-il se sintetiza principaimente en el utero, tiene actividad
regulatoria en la proliferacion celular. Este factor de crecimiento esta seriamente
involucrado en el crecimiento fetal ya que se presenta en altas concentraciones en el
Gtero fetal y disminuye después del crecimiento postnatal (Sussenbach y
Steenbergh, 1991, Erwin ef al., 2000).
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2_4. 4. Mecanismos de Accion de los Factores de Crecimiento
IGF-l @ IGF-Nl

Los receptores de IGF-| e IGF-ll son similares al de la insulina, también se localizan
en la membrana, son un heterodimero de estructura alfa, y beta, y tienen actividad
de tirosina cinasa (Lopaczynski ef al., 2000; Werner y Le Roith, 2000).

Ei mecanismo de accion de estos factores de crecimiento también es muy parecido
al de la insulina, ya gque ambos activan una via de fransducciéon de sefiales
(Tissenbaum y Ruvhun, 1998). Sin embargo debido a las semejanzas en sus
estructuras, estos factores, en algunos casos pueden incidir en una u otra de las
- vias de los tejidos “blanco”, dependiendo de la concentracion de cada factor (Werner
y Le Roith, 2000; Allan et al., 2001).

En IGF-1, este mecanismo parece estar mediado por AMPc (Adashi ef al., 1988). Al
respecto-algunos estudios muestran que ei IGF-I cuando se une a su receptor se
incrementan los niveles de AMPc. Lo que sugiere que los receptores para IGF-I son
dependientes de AMPc (Adashi ef al, 1988). Por otra parte se han aislado y
caracterizado seis proteinas especificas de union para IGFs '(IGFBP) presentes en el
suero humano (Brewer et al., 1988; Wood et al., 1988; Clemmons et al., 1989;
Shamasaki et al, 1990), las cuales modulan e! efecto de los IGFs al formar
complejos de altc peso molecular (Rechler y Clemmons, 1998; Duan ef al., 1999).

44



2. 4. 5. Regulacidén Traduccional por la Insulina y Factores de
Crecimiento (IGF-l e IGF-I)

Uno de los primeros efectos de fa insulina y los factores de crecimiento sobre las
células animales es la estimulacion de la sintesis de proteinas. El mecanismo
comprendido en esta estimulacién traduccional no se conoce completamente a
pesar de que se han identificado una serie de proteinas que podrian potencialmente
regularlo. La estimulacion de la sintesis de proteinas por estos factores se manifiesta
par un incremento en la velocidad de traduccion de los mRNAs. Esto afecta a los
mRNAs que antes de estimular a la célula eran pobremente traducidos debido a que
se asociaban con pocos ribosomas. Después de la estimulacidn con factores de
crecimiento, los mARNs son mas estables por lo que se asocian con mas ribosomas
para formar polisomas y aseguran su traduccion (Pause etf al. , 1994; Scheper et al.,
1996).

Las investigaciones al respecto, indican que la pr $6 se fosforila como respuesta a
insulina/IGF/mitdgenos que estimulan la traduccidon a través de la activacion de la
proteina cinasa p70°%. Sin embargo, a la fecha no se conoce con claridad como
estas sefiales permiten la activacion de esta cinasa (Takuwa et al., 1999). Existen
reportes en los que se demostré que la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI-3-k) es un
mediador clave para la activacion de la via de transduccién en respuesta a factores
de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), interleucina-2 (IL-2) e insulina
(Cheatham et al., 1994, Valverde et al.,, 1998; Jones ef al., 1999; Vanhaesebroeck y
Alessi, 2000). Estos estudios fueron complementados usando dos inhibidores
especificos de la Pl-3-K(wortmanina y LY294002), los cuales blogquean la
transduccion de la sefial (Cross ef af., 1995). Ademas la expresion de una molécula
de PI-3-K activada constitutivamente, estimulé la actividad de la p70%% in vivo
(Weng et al., 1995). Estos resultados confirmaron que la PI-3-K media la activacion
de la p705% y la fosforilacion de pr S6 (Weng et al., 1995; Chou y Blenis, 1996;

Navarro et al., 1998; Cambell ef al., 1999; Valentinis et al., 2000; Adi ef al., 2001).
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Por otra parte se ha determinado que PI-3-K fosforila lipidos de inositol en la
posicion D3. Dichos lipidos actiian como segundos mensajeros en forma analoga a
AMPc y calcio. También la proteina cinasa Ser/Treo Akt, conocida como proteina
cinasa B o PKB, es uno de los principales blancos de las sefiales generadas por la
P1-3-K (Cross ef al., 1995; Coulonval et al., 2000). El reconocimiento de un dominio
PH (homologia “pleckstrin”) en la proteina Aki, el cual puede enlazar lipidos, sugirié
un mecanismo de enlace entre la actividad de PI-3-k y Akt. PI-3-k, el cual es inhibido
por wortmanina y LY294002, bloqueando la actividad de Akt estimulada por el factor
de crecimiento epidérmico, insulina e IGFs (Burgering y Coffer, 1995; Cross ef al.,
1995; Steller et al., 1995.

Estos datos colocan a la Akt corriente debajo de la PI-3-k (Hemmins, 1997). El
primer sustrato fisioldgico de Akt que se identifico fue la cinasa de la glicogeno
sintetasa (GSK-3). La fosforilacién de GSK-3 permite ia inactivacion de esta cinasa y
la estimulacién de la sintesis de glucdogeno (Cross et al, 1995). Otros datos

OSGK

sugirieron que Akt se encuentra confracorriente arriba de la p70™", pero dicha

conexion es probablemente indirecta (Burgering y Coffer, 1995).

Por otra parte se sabe que la activacion de la GTPasa, p21RAS, estimula una
cascada de proteinas cinasas que activa a las isiformas p42/p44 de las MAP
cinasas, las cuales son proteinas cinasas importantes en la regulacion de la
proliferacion y diferenciacién de varios tipos de células (Yonezawa ef al., 1994; Miller
et al., 1996; Thomson et al., 1997, Yau ef al., 1999). También exisien estudios scbre
la activacién del sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1) como iniciador de esta
via de transduccidon de sefales (Araki ef al.,, 1994; Liu et al., 1995; Kessler ef al.,
1998). Otros estudios demuestran que proteinas como: MEK y ERK son cinasas
activadas fuertemente por mitégenos como la insulina e IGFs (Kim et al., 1997) y
también son capaces de prevenir apoptosis celular mediante la activacion de

multiples vias de transduccién de sefiales (Parrizas ef al., 1997).
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En resumen, cuando la insulina y los IGFs se unen a su receptor se provoca una
dimerizacién por autofosforilacién del receptor, al adquirir éste actividad de tirosina
- cinasa (Chan et al.,, 1897), se favorece la fosforilacion de sustratos celulares y se
activa una ruta de fransduccion de sefiales que involucra ia fosforilacion de ia pr S6
en la subunidad 40S y la traduccién selectiva de mRNAs TOP (Meyuhas ef al., 1996;
Martelli ef al, 1999; Gingras ef al, 1999; Erwin et al, 2000). Esto finalmente
conduce .a la activacién de genes que participan en ia regulacion del metabolismo,
crecimiento, proliferacion, diferenciacion celular en animales (Sasaki, 1984, Hansen
et al., 1996; Jefferies ef al, 1997, Tissenbaum y Ruvhun, 1998; Fumagalli y
Thomas, 2000 ; Allan ef al., 2001).
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2. 5..- Proteinas Similares a Insulina en Plantas

En plantas no hay reportes que indiguen la existencia de factores de crecimiento del
tipo IGF-I e IGF-Il, ni de las vias de transduccion que estos factores pudieran estar

regulando.

Se ha demostrado, sin embargo, la existencia de receptores membranales similares
a los receptores de factores de crecimiento en animales (Walker, 1994, Braun y
Walker, 1996; Becraft, 1998), los cuales son capaces de autofosforilarse en residuos
de serina y treonina (Becraft ef al, 1996; Jin ef al., 2000). Esto apovya la idea de que
en plantas, las vias de transduccion de sefales pudieran ser similares a las de
animales y mediadas por foforilacion de varios sustratos (Watanabe et al., 1994;
Trojanek et al., 19986, Hirt, 2000).

Algunos estudios previos indican la presencia de péptidos semejantes a los IGFs en
diferentes plantas, sin que se les relacione con una funcidén endégena determinada.
Al respecto, en 1987 Collier y colaboradores reportaron en espinaca y Lemna gibba,
Ja existencia de un péptido que es reconocido por anticuerpos contra insulina (Collier
et al., 1987). En 1992, Hirano y colaboradores reportan una proteina de reserva en
soya, capaz de unirse a los receptores de insulina de bovino, este peptido tiene 4

kDa de masa molecular (Hirano ef af., 1992).

Posteriormente, en 1997, ligoutz y colaboradores reportaron la existencia de una |
proteina leg-insulin en hojas de Lupino (llgoutz ef al., 1997) y recientemente se aislé
un péptido de la fraccion proteica de semillas de frijol de soya con una secuencia de
aminodcidos idéntica a un segmento de la cadena B de insulina de bovino (Oliveira
et al, 1999). Experimentos con algunos de estos péptidos indican que son
responsables de estimular la toma de glucosa en tejidos animales (Collier ef al,,
1987, Oliveira et al., 1999). Sin embargo, en ningln caso se ha estudiado el efecto

regulatorio endégeno de estos péptidos en ias plantas de origen.
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Existe sbélo un reporte en el que se determind un efecto estimulatorio de insulina e
IGFs después de la germinacion de semillas de sandia y pepino, lo cual indica que
estos péptidos provocan un incremento en la actividad enzimatica, que favorece

considerablemente al desarrollo de la plantula (Goodman y Davis, 1993).

En nuestro laboratorio se han realizado estudios en maiz, que mostraron un estimulo
por insulina tanto en [a germinacidén, como en el crecimiento de la plantula de maiz.
A nivel molecular se encontrd que la insulina en ejes de maiz incrementa la sintesis
de proteinas ribosomales y la fosforilacion de la pr S6 en la subunidad pequefia del
ribosoma (Sanchez de Jiménez ef al, 1999), asi como el incremento de la
traduccién del factor de iniciacion iso4E (Dinkova ef al., 2000}). Dichos efectos se
bloguean cuando a los ejes embrionarios tratados con insulina, se les adiciona
rapamicina o wortmanina ya gue estas sustancias son inhibidores especificos de la

via de transduccion de sefiales de la insulina.
Estos resultados sugirieron que en maiz podria existir un factor de crecimiento fipo

IGF, el cual podria estar estimulando una ruta de transduccion de sefiales similar a

la de insulina en animales, el cual regula en forma selectiva la sintesis de proteinas.
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3.- JUSTIFICACION

Las células somaticas de eucariontes muestran variaciones quimicas, moleculares,
estructurales y funcionales en forma sistematica. Por tal motivo es de suma
importancia el estudic de los mecanismos de regulacién metabdlica durante los
eventos dinamicos que ocurren en el proceso de proliferacién y diferenciacion

celuiar.

La investigacion al respecto ha presentado avances importanies en animales, tal es
el caso del proceso de fraduccion y los mecanismos que lo regulan (Meyuhas ef al.,
1996; Bushell ef al,, 2000; Raugth et al., 2000). Actuaimente existen reportes que
indican que la insulina y los factores de crecimiento "insulin-like" (IGFs) regulan tanto

el crecimiento como la proliferacion celular en animales (White and Kahn, 1994).

Estos factores de crecimiento modulan la sintesis de proteinas en los tejidos, a
través de la estimulacién de una ruta de transduccion de sefales gue involucra fa
fosforilacion de la pr S6. Esto provoca la traduccion selectiva de mRNAs que
contienen una secuencia rica en pirimidinas en el extremo 5 UTR (5'TOPmMRNAS)
(Meyuhas ef al., 1996; Martelli ef al., 1999).

En plantas, no existen hasta la fecha estudios contundentes que indiguen Ia

presencia y los efectos de los IGFs.

Por otra parte la germinacion de semillas constituye un sistema biologico donde se
manifiestan varios de los mecanismos de regulacién de la expresion genética. En
particular en maiz, se han descrito mecanismos de control de la traduccion
(Sanchez de Jiménez et al., 1999). Se ha demostrado que la fosforilacion de la pr S6
participa en la regulacion de la sintesis de proteinas durante la germinacion
(Sanchez de Jiménez ef al., 1997a y 1987b) y responde a estimulos con insulina en
forma similar a lo descrito en mamiferos (Sanchez de Jimenez et al.,, 1999). Estos
resultados sugirieron fuertemente la existencia de una ruta de transduccion de

sefales en maiz, semejante a la inducida por insulina en células animales.
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Conociendo estos antecedentes, se considera que es muy probable que en plantas
exista también una ruta de transduccién de sefiales inducida por un factor de
crecimiento similar a los que se conocen en animales. De ser asi, ¢cual seria
entonces este péptido endogeno, responsabie de la activacion fisioldgica de la
ruta de transduccion de sefiales en maiz?. Para respondef a esta interrogante se
decidié emprender la blasqueda de el o los posibles factores involucrados en la
activacion de la ruta de transduccion de sefiales responsable de ia fosforilacion de pr

S8, durante la germinacion y el desarrollo del eje embrionario de maiz.
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4.- HIPOTESIS

Es posible gue en tejidos de maiz exista un péptido similar a insulina (Zm-IGF), el
cual tenga un papel semejante a este factor en la regulacion del proceso de sintesis
selectiva de proteinas, durante {a germinacion y desarrollo del eje embrionario de

maiz

5.- OBJETIVO GENERAL

Obtener y caracterizar a una proteina “insulin-like” (Zm-1GF), la cual se espera que
esté presente en tejidos de maiz e investigar si esta proteina participa en la
regulacion de la traduccion durante la germinacion y el desarrollo dei eje embrionario

de maiz.
OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Identificar a la proteina Zm-1GF mediante el uso de anticuerpos contra insulina

2.- Identificar en qué organos v tejidos de la planta de maiz, se localiza a la proteina
Zm-IGF

3.- Determinar en qué momento de la germinacion, los ejes embrionarios de maiz

presentan altos niveles de Zm-IGF

4.- Establecer la metodologia que permita la extraccion, purificacion y conservacion

de la proteina Zm-1GF

5.- Evaluar el efecto de Zm-IGF a nivel fisiologico durante la germinacion vy el

desarrolio del eje embrionario de maiz
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6.~ Investigar el efecto de Zm-IGF a nivel bioquimico en:

A) El proceso traduccional durante la germinacion de maiz
a) La evaluacion de la sintesis de proteinas ribosomales

b) La fosforilacion de la pr S6

B) La estimulacion de la sintesis de DNA en los tejidos que conforman al eje

embrionario de maiz



6.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos y comprobar la hipétesis inicial se utilizé la siguiente
estrategia experimental:

1.- Una vez corroborada la existencia de Zm-IGF con ayuda de anticuerpos confra
insulina de bovino, hacer un monitoreo exhaustivo de érganos y tejidos de maiz
para determinar con exactitud la localizacion de Zm-I1GF.

2.- Hacer un monitoreo a diferentes tiempos del procesc de germinacién, para
estimar los niveles de Zm-IGF. Esto permitira disponer de material biologico con
altos niveles de Zm-1GF.

3.- Por la técnica de inmunodeteccion in situ, localizar a la proteina Zm-IGF a
nivel celular.

4.~ Probar metodologias (como cromatografia en columna de exclusion molecular,
inmunoprecipitacion y/o cromatografia de afinidad, inmunodeteccién), que
permitan establecer la estrategia metedoldgica para la extraccion, purificacion y
conservacion de Zm-IGF.

5.- Lograda la purificacién de Zm-IGF, realizar estudios a nivel fisioldégico durante
la germinacion y el desarrolio de ejes embrionarios de maiz, para monitorear el
efecto que Zm-IGF tiene en la planta de la cual se obtuvo. Ademas, elaborar
curvas de germinacion y crecimiento de las plantulas obtenidas con el fin de
determinar concentraciones optimas de estimulacion, las cuales puedan ser
aplicadas en experimentos posteriores. Se utilizara insulina de bovino en
experimentos paralelos como control,
6.~ Mediante la incorporacion de *)[PJ-orfofosfato y *5[S]-metionina, evaluar el
efecto que Zm-IGF pudiera tener en la sintesis de proteinas ribosomales vy la
fosforilacion de la pr S6 durante la germinacion.

7.- Mediante la incorporacién de [H}-imidina en ejes de maiz germinados en
presencia de Zm-IGF y mediante la extraccion de su DNA, evaluar el efecto sobre
la sintesis de este material genético.

Con las estrategias experimentales planteadas sera posible la identificacion y
purificacion de Zm-IGF, asi como la determinacion de sus efectos en la
germinacion. Ademas del inicio de su caracterizacion.
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Materiales y Métodos que no Estan Descritos en el Articule Publicado
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7.- MATERIALES Y METODOS

7. 1.- Obtencion de Material Biologico

Se utilizaron tanto semillas como ejes embrionarios de maiz (Zea mays L.) cv.

Chalquefio, en todos los experimentos realizados en este trabajo (Figura. 1).

7. 2.- Tratamiento de Desinfecciéon de las Semillas de Maiz

Bajo condiciones asépticas, las semillas de maiz se colocaron en agua corriente por
30 minutos y posteriormente en un matraz estéril, al cual se le adicioné una solucién
de efanol al 70 % durante un minuto, enseguida se desinfectaron durante cinco
minutos con una solucion de hipoclorito de sodio al 5% mas cuatro gotas de tween
20 y seis gotas de microdyn. Finaimente se dieron cinco enjuagues con agua estéri

de tres minutos cada uno.

7. 3.- Incorporacién de *[H]-timidina en Ejes Embrionarios de Maiz

Se disectaron los ejes embrionarios de la semilla de maiz y se incubaron 15 h en
medio MS (un gramo de embriones por tratamiento) a 24 + 2 °C en oscuridad
constante, posteriormente se aplicaron los siguientes tratamientos: Control (no
estimulados), Insulina 200 pUml’1, Insulina 200 |.1Umi'1 + DTT (2 mM), Zm-IGF 200
uUmi™, Zm-IGF 200 pUml™ + DTT (2 mM) y Zm-IGE 200 pUmi™ + Tripsina (1 pgml™)
y Lisozima (2 mgml™). Se marcaron con 15 uCiiml de *[HJ-timidina (A.E. 87
Ci/mmol) y se incubaron durante 15 horas mas bajo las mismas condiciones. Al final
se dieron dos enjuagues con agua desionizada estéril y se almacenaron a -70 °C,
hasta el momento de ser procesados. Cada tratamiento se hizo por triplicado en

cada experimento. Se realizaron tres experimentos independientes.
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7. 4.- Aislamiento de Nucleos (Luthe y Quatrano, 1980).

Los ejes embrionarios. (1 g) con incorporacién de °[H]-timidina, se ‘colocaron en
acetona hasta que el tejido se plasmolizd, posteriormente se molié en presencia de
buffer de aislamiento de nlicleos, estéril (BAN) (sacarosa 1 M, MgClz 5 mM, Tris-HCI
10 mM, pH 7.2, B-mercaptoetanol 2 mM y coctel de inhibidores de proteasas (de
Laboratorios Roche). El homogeneizado se filtrd en una malla miracloth y se
centrifugd a 5,000 g por 10 minutos. La pastilla se resuspendié en buffer de lavado
de ntcleos (BLN) (igual al anterior, solo que en este caso ademas del coctel de
inhibidores y B-mercaptoetanol 2 mM, se adiciond 0.5 % deTriton X-100) y se
. centrifugé a 5,000 g por 10 minutos. La pastilla se resuspendio en buffer BAN y se
coloco sobre 5 ml de un gradiente de sacarosa 3 M mas 5 ml de Percol con cada
una de las siguientes concentraciones 20 %, 40 % y 80 %, posteriormenie se
centrifugé 30 minutos a 8,000 g. Los ndcleos se aislaron de la interfase entre el
percol 80 % y 40 % vy esta fraccién se lavo varias veces con buffer BAN. Finalmente
la pastilla nuclear se resuspendié en 200 p! de buffer de almacenamiento de nucleos
(BALN) (sacarosa 250 mM, Hepes-KOH 20 mM a pH 7.8, MgCl 5 mM, Glucosa 50 %
y DTT 1 mM). La muestra se almaceno a —70 OC. La pureza de las preparaciones
nucleares se determind observando los nicleos con DAPI al microscopio optico
(Figura. 9).

7. 5.- Extraccion de DNA a partir de niicleos aislados {Chen y
Dellaporta, 1994)

A la preparacion de nucleos se adicionaron 750 i de buffer de extraccion (Tris-HCI 1
M, pH 8.0, EDTA 0.5 M, NaCl 0.5 M, p-mercaptoetancl 10 mM, SDS 10 %), se
mezcld suavemente por inversion y se incub6 a 65 °C por 15 minutos (con la
finalidad de disociar los complejos). Posteriormente se adicionaron 150 ul de acetatc
de potasio 5 M y se incubaron 20 minutos en hielo, después se centrifugé a 8,000 g

por 10 minutos. A la fraccién de sobrenadante se le adiciond una cantidad igual de
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isopropanol (para precipitar el DNA gendmico) y se centrifugd a 10,000 g por un
minuto, la pastilla se lavd con etanol al 80 % y se secd perfectamente, después se
resuspendié en la minima cantidad de buffer TE (Tris 10 mM a pH 8 y EDTA1 mM).
Finalmente se determiné tanto la pureza del DNA como su concentracién, por
espectroscopia mediante ia relacion de absorbancia 260nm/280nm. Por ofra parte se

midio la incorporacién de *[H]-timidina en el DNA en un contador liquido de centelleo

(Packard, Downers Grove, IL, U.5 A)).

7. 6.-Monitoreo de 6rganos y tejidos de maiz para la deteccion de
Zm-IGF

Como uno de los objetivos planteados en este trabajo fue identificar a los érganos o
tejidos en los que se localiza el factor Zm-IGF, por lo que se analizaron diferentes
tejidos (desde meristematicos hasta completamente diferenciados), los cuales se

describen a continuacion:

1.- Ejes embrionarios y escutelos no germinados (secos)

2.- Ejes embrionarios y escutelos de semillas germinadas en agua e incubados
durante 24, 48 y 72 horas

3.- Coleoptilos, mesocotilos e hipocotilos de ejes germinados en agua e incubados
por 48, 72 y 96 horas

4.- Puntas de raiz (secciones de 2 mm de longitud) de semillas germinadas en agua
e incubadas por 96 horas.

5.- Pentltima (poco extendida) y Gltima hoja (enrollada completamente) de plantas
de maiz con 6 semanas de edad

6.- Teiido calloso con diferentes caracteristicas: recién inducido (con dos semanas
de edad) y no embriogénico, con mas de cinco resiembras (este calle ya ha sido
tratado para ser embricgénico y por tanto generar embriones somaticos). En este
Gitimo caso las muestras se tomaron al inicio y al final de la Gltima resiembra.

También se evalud callo viejo no embriogenico.
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Para la extraccton se parte de aproximadamente 10 g de tejido de maiz, el cual se
molid en presencia de N; liquido, posteriormente se adicionaron 6 m! de buffer de
extracciéon (100 mM KCI, 20 mM, Hepes pH 7.6, 7 mM 2-mercaptoetanol, 0.2 mM
EDTA, 10% glicerol, 0.1% Triton X-100, 10 mM benzamidina y 2 mM de PMSF y
coctel de inhibidores de proteasas). El homogenado se centrifugd a 27,000 g por 30
minutos a 4 °C y el sobrenadante a 280,000 g por 3.5 h. El sobrenadante fue
concentrado cinco veces al colocarlo en bolsas de didlisis cubiertas con
polietilenglicol-6000 (PEG-6000). Posteriormente se recuperd la muestra en tubos
Ependorf y se almacen6 a -70 °C, hasta que se utilizo.

A todos los extractos proteicos obtenidos se les hizo un andlisis de dot-blot y
western-blot, mediante anticuerpo contra insulina de bovino el cual también se utilizo

para realizar la inmunodeteccion de Zm-lGF (ver apéndice).

7.7-- Inmunocitoquimica de Zm-IGF

Para la extraccion y purificacion de Zm-IGF, se decidio utilizar ejes embrionarios de
maiz germinados en agua e incubados durante 48 h, por esta razén para el estudio
de inmunocitogquimica se utilizaron tejidos bajo las mismas condiciones. Las
muestras fueron de 1-2 mm de longitud, procurando tomar las zonas meristematicas
del epicotilo, mesocotilo e hipocotilo, ya que estas son las zonas donde la actividad
mitética se incrementa. También se utilizaron segmentos de escutelo de embriones
incubados durante 15 h como control negativo y tejido de pancreas de ratén como
control positivo.

l.as muestras se fijaron en glutaraldehido al 2.5 % en buffer de fosfato 0.1 M, pH 7.2
durante 4 h a 4 °C, posteriormente se deshidrataron al pasarlas por una serie

gradual de etanol, como sigue:

Alcohol etilico al 25 %............... 10 minutos
Alcohol etilico al 40 %............... 10 minufos
Alcohol etilico al 70 %............... 10 minutos
Alcohol etilico al 80 %............... 15 minutos, dos cambios
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. Alcohol etilico al 96 %............... 15 minutos, dos cambios
Alcohol etilico absoluto............. 20 a 30 minutos, dos cambios

Posteriormente viene la etapa de infiliracion, en la que la muestra se mantuvo en

rotacion constante a temperatura ambiente, sumergida en las mezclas siguientes:

Oxido de propileno puro ................ooe. 15 minutos (tres cambios)
Oxido de propilenc + Epon (3:1) ........... .12 horas
Oxido de propileno + Epon (1:1) ........... .12 horas
Oxido de propilenc + Epon (1:3) ........... .12 horas

La inclusién se hace en Epon al 100 % y la polimerizacién se lleva a cabo en una
estufa a 60 °C durante 24 h.
Preparacion de Epon
1.- Mezcla A endurecedor
Epon 812 .. 62 mi
DDSA (Dodecyl succinic anhidride)..... 100 ml
2.- Mezcla B suavizador

Epon 812 ..., 100 mi

NMA (Nadic methyl anhidride) ........... 89 ml
3.- Mezcla final -

Mezcla A ..o 4 mi

Mezela B ..o 6 mi

DPM (Catalizador de polimerizacién) ... 0.15 mi

Los cortes fueron semifinos de 0.5 micras y se hicieron en un microtomo de Reichert
con una navaja de diamante. Cada corte se monto en un portacbjetos y se fijo con
calor, posteriormente se aplicé el anticuerpo contra insulina de bovino desarroliado
- en cerdo, en una concentracion 1:1000, el complejo antigenc/anticuerpo fue
reconocido por un segundo anticuerpo (Cy "M3- conjugated AffiniPure Goat Anti-
Guinea Pig 1gG) fluorescente (concentracion 1:100) y en un microscopio confocal
marca BIO-RAD se visualizaron por fluorescencia las zonas donde se localiza el
factor Zm-IGF, en aumenios de 10X y 40X.
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7. 8.- Analisis de la Proteina Zm-IGF Purificada

La muestra proteica fue analizada mediante el sistema de electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS descrito por Laemmli (1970). Se utilizaron geles al 12 y 15 % de
poliacrilamida, los cuales estan constituidos por las soluciones siguientes: solucion |
(Acrilamida 30 % vy Bisacrilamida 0.8 %), solucién 1l (0.75 M Tris-base a pH 8.8, 0.2
% de SDS), solucién Il (0.25 M Tris-base a pH 6.8 y 0.2 % de SDS), 10 ui de
TEMED (Tetrametil efilén diamina) y APS al 20 % (Peroxidisulfato).

El buffer de corrida que se utilizd se compone de 0.025 M de Tris-base pH 8.3, 0.192
M de Glicina y 0.1 % de SDS. Los geles fueron tefiidos con 0.2 % de Coomassie
Brilliant Blue R-250 (SIGMA). La destincidon se hizo con una solucion de 5 % de
acido acético y 10 % de etanol. Para lograr la autorradiografia, el gel se seco y fue
expuesto en una placa fotografica (peliculas para radiografia clinica Kodak X-Omat)
a -70 °C, utilizando intensificadores (DUPONT).

7. 9.- Efecto de insulina en las Curvas de Germinacion y Desarrollo de

Plantulas

Utilizando algodén como susirato, lotes de cien semillas de maiz se imbibieron por
completo. En el lote control se utilizd sélo agua y los demas lotes germinaron en
presencia de insulina o Zm-IGF a diferentes concentraciones (200, 400, 500, 600,
800 y 1000 pU mlni,ia insulina fue de pancreas de bovino; SIGMA, St. Louis, MO).

El tiempo de incubacion fue de 72 horas a 24 + 2 °C en oscuridad constante y el
porcentaje de germinacion de las semillas fue determinado cada 2 hdras a partir de
las 18 h de incubacion. Las curvas de germinacion se construyeron con los datos
obtenidos de cuatro repeticiones para cada tratamiento y la Gt 50 de germinacion
fue calculada para cada grupo. Al final del experimento se determiné la iongitud de
las plantulas obtenidas de cada lote y los resultados fueron analizados

estadisticamente mediante una prueba de t.
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7. 10.- Elaboracion de una Curva Patron de Insulina

Para determinar {a equivalencia del factor Zm-1GF con respecto a la insulina se
elaboré una curva patrén (ver materiales y métodos del articulo), de esta forma se
determiné la concentracién de Zm-IGF equivalente a 200 pUml™”, que fue la que se
utilizoé en todos los experimentos de esta investigacion.

En este caso, una vez purificado el factor Zm-IGF se realizé un analisis de dot-blot
de la muestra, se reveld y por comparacion de la intensidad de las manchas
obtenidas se estimoé la equivalencia de Zm-IGF con respecto a la insulina y de esta

forma se obtuvo la concentracion requerida.
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- 8.- RESULTADOS

8. 1.- Deteccién del Factor Zm-IGF en Organos y Tejidos de Maiz

Existen muy pocos reportes en la literatura que describen la presencia de péptidos
inmunorreactivos contra anticuerpos para insulina en plantas (Collier et al., 1987;
Hirano et al., 1992, ligoutz et al., 1997 y Oliveira ef al., 1999). Ademas de que no
se ha investigado el papel que pudieran tener dichos péptidos.

Por los resultados obtenidos en el laboratorio de los estudios realizados con
insulina durante la germinacion de maiz, resultd interesante investigar si en esta

planta existe un péptido enddgeno similar a insulina.

Para determinar la presencia de este tipo de péptidos en maiz se analizaron
diferentes tejidos, desde meristematicos hasta completamente diferenciados, los
cuales se describen en la tabla 1.

L.a deteccion se hizo mediante un analisis de dot-blot de los extractos proteicos y a
través de anticuerpos policlonales contra insulina de bovino desarrollados en

cerdo, se detecto la presencia del factor Zm-IGF.

Con la finalidad de hacer un estudio mas preciso, se procedié a analizar el gje
embrionario y al escutelo por separado, también se seccioné al eje embrionario
con diferentes tiempos de incubacion (24, 48, 72 y 96 h) en epicotilo, mesocotilo e
hipocotilo. También se analizaron zonas meristematicas correspondientes a

puntas de raiz de 2 mm de longitud.
Por otra parte como el tejido calloso de maiz (obtenido del cultivo in vitro de ejes

embrionarios de maiz) esta constituido en parte por células en constante division,

se incluyo en este estudio (ver Tabla 1).
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Los resultados indican que soélo en algunos tejidos se presenta un péptido
inmunorreactivo con anticuerpos contra insulina, siendo mayor el reconocimiento
en los exiractos proteicos provenientes de ejes embrionarios de maiz incubados

durante 24 h, 48 h y de tejido calloso tipo embriogénice (Fig. 2).

Por otra parte, se detecté en minima cantidad en extracios proteicos provenientes

de ejes embrionarios secos (no germinados), escutelos de 24 y 48 h de
incubacion, zonas meristematicas de raices provenientes de semillas incubadas
por 96 h y hoja completamente enrollada proveniente de plantulas de maiz con 6
semanas de edad. Lo mismo ocurre con los extractos proteicos obtenidos de cada
una de las regiones de los ejes embrionarios incubados por 48 h (coleoptllo

mesocotilo y hipocotilo).

Finalmente en los tejidos provenientes de escutelo seco; coleoptilo, mesocotilo e
hipocotilo proveniente de ejes embrionarios con 72 y 96 h de incubacién y hoja
extendida de plantulas de maiz con 8 semanas de edad; no se detectd la

presencia del factor Zm-IGF.

Los resultados obtenidos indican que el factor Zm-IGF se encuentra en pequeiias
cantidades en el tejido que constituye al eje embrionario maduro y por los
| resuliados obtenidos, es posible que no se encuentre en el escutelo. Sin embargo,
en el momento gque la semilla se encuentra en proceso de germinacion el
contenido de Zm-IGF se incrementa de tal forma que ademdés de estar en el gje
embrionario también se detecta en el escutelo, alcanzando su nivel maximo a las
48 h de incubacion (ver Tabla 1). '

Después de las 48 h de incubacion, los niveles del factor Zm-IGF disminuyen
considerablemente ya que a las 72 y 96 h de incubacion, ya no se detecta en
ningn tipo de tejido. Esto implica que Zm-IGF podria ser un factor importante
durante la germinacion y podria tener un papel relevante durante la proliferacion

ceiular.
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- Esta hipétesis se apoya en los resultados obtenidos durante el analisis de los
extractos proteicos provenientes de las zonas meristematicas y del tejido calloso
(ambos tejidos con abundante proliferacién celular), y como se aprecia en la figura
2, el factor Zm-IGF se presenta en ambos casos, siendo mas abundante en el

tejido calloso.

Estos resultados parecen indicar que en maiz existe una proteina semejante a
insulina, la cual pudiera estar acfuando como factor de crecimiento y tener un
papel relevante sobre la germinacion y la proliferacion celular durante la

germinacion de semillas de maiz.

Por otra parte mediante analisis en western-blot de extractos crudos de ejes
germinados por 48 h se identificaron dos bandas de masa molecular aproximada
- de 7 y 20 kDa (Figura 4 de! articulo)

La existencia del factor Zm-IGF en tejidos de maiz quedd plenamente confirmada
por los resultados obtenidos de los estudios de inmunocitoquimica gue se
realizaron en las regiones meristematicas de los eies embrionarios con 48 h de

incubacion.

En ia figura 3 se demosiro por fluorescencia que el factor Zm-IGF se localiza en el
citoplasma celular de las regiones meristematicas de! epicotilo e hipocotilo del eje
embrionario de maiz (Fig. 3: C, D, E, F y G). Sin embargo, en las muestras de
escutelo proveniente de embriones incubados durante 15 h, no se detecté (Fig. 3
B). Cabe mencionar que la intensidad de fluorescencia que se presenté en estos
tejidos de maiz, fue similar a la registrada en tejido de pancreas, el cual se utilizd

- como control positivo (Fig. 3 A).
Los resultados obtenidos en ésta parte de la investigacion, permitieron determinar

en qué momento de la germinacion los ejes embrionarios de maiz presentan altos
niveles de! factor Zm-IGF, por lo que considerando todo lo anterior y por la
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facilidad de obtener el material biologico, para la purificacion de Zm-IGF se decidié
utilizar ejes embrionarios de maiz incubados en presencia de agua por 48 horas a

24 + 2 °C y en oscuridad constante.

8. 2.- Extraccion y Purificacién del Factor Zm-IGF

Durante la optimizacion de las metodologias para la extraccion del factor Zm-IGF,
asi como la concentracién del exiracto proteico obtenido y las condiciones 6ptimas

para el almacenamiento del mismo, se procedié de la forma siguiente:

Para la purificacién del factor Zm-1GF se probaron varias estrategias basadas en
la técnica de cromatografia en columna. Se utilizaron resinas de exclusién
molecular (Sephadex G-100 y Sephadex G-50), aniénicas (DEAE-Sephacel) y
catiénicas (Q-Sepharosa y CM-Sepharosa). El extracto crudo obtenido de ejes
embrionarios con 48 h de incubacién se pasd por cada una de estas columnas.
Esto permitié determinar que la resina Sephadex G-50 resultdé ser la mas
conveniente de utilizar como un primer paso para la purificacion de Zm-IGF, ya
~ gue mediante esta estrategia se pudo eliminar una gran cantidad de proteina total
(alrededor de un 75 %) ya que al hacer el analisis por dot-blot de las fracciones
eluidas, solo de 6 a 10 fracciones dieron reaccidn positiva cuando se aplico el

anticuerpo contra insulina (Figura 2 de articulo).

En el caso de las ofras resinas fue muy poca su resolucion, ya que fue amplio el
rango y el nimero de fracciones eluidas que resultaron positivas al anticuerpo
contra insulina (20-40), por tal motivo se incrementaba el volumen de muestra que
contenia al factor Zm-IGF junto con otras proteinas y esto resulté ser un problema
en nuestro caso debido a que el tamafio de la columna de afinidad que se utilizd
como segundo paso de purificacion fue pequefio, por lo cual los volimenes que

debian manejarse no podian ser mayores de 8 ml de muestra.
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- Hasta este momento la cromatografia de exclusién molecular con la resina G-50

es la mas adecuada va que permitio obtener al factor Zm-IGF parcialmente puro.

Dado la necesidad de purificar a homogeneidad al factor Zm-IGF, para poder
determinar su efecto a nivel tanto fisioldgico como molecular, una primera
aproximacion al problema fue purificarla a través del método de
inmunoprecipitacién, el cual consiste de un soporte de proteina “A” sepharosa con
anticuerpo contra insulina unido y de ésta forma sdlo el factor Zm-IGF es atrapado
por el anticuerpo. E! producto obtenido se sometid a un andlisis de electroforesis
(SDS-PAGE) y western-blot, esto permitio la identificacion de varias bandas entre
60 y 40 kDa, también se logré detectar una banda de 20 kDa aproximadamente,
las cuales fueron reconocidas por el anticuerpo contra insulina. Con base en estos
resultados surgié la pregunta acerca de si las bandas encontradas entre 60 y 40
- kDa correspondian al anticuerpo contra insulina. Esto se comprobd mediante un
analisis por electroforesis (DSD-PAGE) de la muestra de Zm-IGF eluida y el
anticuerpo. Los resultados indicaron que durante la elucion el factor Zm-IGF se
despegoé junto con su anticuerpo, lo cual generd un problema bastante serio, ya
que la purificacion de dicho factor por inmunoprecipitacion no tuvo el éxito que se
esperaba v la separacién del factor Zm-IGF de sus propios anticuerpos resulté ser

un problema dificil de resolver.

Por tai motivo se buscd unir en forma covalente al anticuerpo contra insulina a un
soporte inerte como ia proteina “A” sepharosa, de tal manera que en el momento

de la elucion solo se desprenda el factor Zm-IGF sin su anticuerpo.

Con esta finalidad se prepar6é una columna de afinidad en la cual se acopld en
forma covalente a una resina de poliestireno el anticuerpo contra insulina. En los
ensayos que se realizaron ufilizando esta columna los resultados fueron muy
buenos, sin embargo al reutilizarla se presenté el mismoc problema gue en la
inmunoprecipitacién, lo cual pudo deberse a la poca estabilidad del enlace

covalente.
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Por este motivo se utilizé un kit (kit ImmunoPure 1gG Orientation de PIERCE), el
cual consta de una columna de Proteina “A” sepharosa en la que el anticuerpo
contra insulina se inmovilizd de manera covalente. En este caso el
Dimetilpimelimidato (DMP), reacciona con los grupos amino de las cadenas
laterales de la proteina "A" sepharosa y del anticuerpo en el sitio de
reconocimiento, por lo tanto se forma un enlace covalente estable. Cabe
mencionar que la unién covaiente es un proceso sumamente delicado y tardado ya
| que el Dimetilpimelimadato (DMP) que es el reactivo que se encarga de producir
esta union covalente, es muy labil e higroscépico y se hidrata faciimente. Por esto
se requiere realizar un analisis de infrarrojo para corroborar que el DMP no este
hidratado. Por otra parte también durante la preparacion de la columna de afinidad
se colectaron por separado todas las fracciones eluidas durante todo el proceso
(al aplicar el anticuerpo, provocar la formacion del enlace covalente, el blogueo de
sitios activos remanentes y equilibrio de la columna). Estas fracciones fueron
analizadas en un gel de SDS-PAGE, con ia finalidad de corroborar la union
covalente entre el anticuerpo y la proteina “A” sepharosa. En la figura 4 se
muestra como al inicio de ia preparacién de la columna, las fracciones contignen
anticuerpo, y éste poco a poco va desapareciendo como se muestra en la fraccion

nimero 9 en donde 1a columna ya esta equilibrada.

" Finalmente se evalué la eficiencia del proceso, para lo cual se realizd un andlisis
electroforético de la resina que tiene unido al anticuerpo. E! eéxito de la reaccion se
determind cuando en el gel se presentaron bandas pesadas y algunas bandas
ligeras, por lo que se puede decir que el anticuerpo se ha unido a la resina de

manera exitosa (Sisson y Castor, 1990) (Figura 5).

Los resultados obtenidos fueron exitosos, ya que se logro tener al factor Zm-IGF
libre de anticuerpo, esto permitié por una parte confirmar que esta proteina tiene
una masa molecular de 20 kDa y por otro lado se logré optimizar un método de

purificacion para obtener al factor Zm-IGF (Figura 4 y 5 del articulo).
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8. 3.- Efecto Fisiologico del Factor Zm-IGF e Insulina Durante la

Germinacion de Maiz.

Para evaluar e! efecto fisiolégico de Zm-IGF (resultados que se muestran en el
articulo publicado) se hizo previamente un estudio con insulina con el fin de

estimar los rangos de concentracién para dicho estudio.

Cabe mencionar que en el laboratorio se habia ya demostrado gue en maiz, Ia
insulina estimula tanto la germinacion como el crecimienio de los ejes
embrionarios cuando se aplicé en concentraciones de 200 pUmi™ (Sénchez de
Jiménez et al., 1897 a). Sin embargo en esta investigacién se considerd necesaria
a manera de control, una evaluacion completa del efecto que pudieran tener
diferentes concentraciones de insulina sobre el proceso de germinacion, y de esta
" forma determinar si existen otras concentraciones gue también favorezcan dicho

proceso.

En los ensayos que se realizaron se evalud cuantitativamente la respuesta de
germinacion cuando se aplicaron 200, 300, 400, 500, 600, 800 y 1000 pUm!™” de
insuiina. Los resultados obtenidos indicaron que a concentraciones bajas de
insulina (200 pUmf™), la germinacion se ve favorecida (Fig. 6 parte A) con respecto
al control y a las ofras concentraciones de insulina utiizadas, ya a esta

concentracion el 50 % de germinacion se alcanza a las 32 horas de incubacion.

Sin embargo, en e! tratamiento control y las demas concentraciones de insulina
este porcentaje de germinacion se alcanza a las 36-40 horas de incubacion (Fig. 6
A, B y Fig. 7). Los resultados obtenidos indican que a concentraciones altas de
~insulina la germinacion se ve un tanto inhibida ya que las semillas tardan mas
tiempo en germinar o bien no lo hacen. Por otra parte, en trabajos previos en el
laboratorio se observé que el crecimiento de las plantulas se acelera a partir de las

48 h de germinacion, cuando se aplican altas concentraciones de Insulina (de 400
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a 1000 pUml"); lo cual implicaria que de alguna forma el exceso de insulina es

utilizado por {a planta para su crecimiento.

8. 4.- Evaluacidn del Efecto del Factor Zm-IGF en la Incorporacion de

Marca Radioactiva en Proteinas Durante [a Germinacion.

Como uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar el efecto a nivel bioquimico
del factor Zm-IGF a través de la sintesis de proteinas ribosomales, se tuvo la
necesidad de determinar una estrategia metodologica que permitiera garantizar
una buena incorporacién de 35[8]—me‘cionina en los tejidos que constituyen a los

ejes embrionarios, durante las primeras horas de germinacion.

los datos obtenidos de tres experimentos independientes indican claramente gue
la incorporacién de marca radiactiva se mejora cuando el eje embrionario se
encuenira dentro de la semilla las primeras 22 h de incubacidn. Bajo esta
condicion los niveles de incorporacion se incrementaron hasta un 50 % con
respecto a los tratamientos en donde el eje embrionario se disecté de la semilla
. seca y se incubb desde el inicio del experimenio en medio de culiivo MS
(Figura 8).

Es importante mencionar que al término de las 24 h, el tamafio de los ejes
embrionarios provenientes de las semillas que se imbibieron con agua e incubaron
durante 22 h, fue mas grande (1.5 cm) con respecto a los ejes colocados en medio

MS desde el principio del experimento (1 cm).

Esto podria indicar que los tejidos que se encuentran en contacto con el eje
embrionario durante su germinacion proveen en forma mas eficiente los
requerimientos nutricionales necesarios para una germinacion exitosa y por tanto

su desarrollo fue mas rapido. Por el contrario, los ejes secos estan sometidos a un
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- estrés desde el inicio del experimento, ya que al ser extraidos de la semilla y para
que ocurra la germinacion y proliferacion celular primero tiene gue adaptarse al
medio de cultivo en el que se encuentra. Por todo esto se determind utilizar el
sistema de semillas incubadas durante 22 h (a) para realizar los experimentos de

incorporacion de marca radiocactiva.

8. 5.- Efecto de Zm-IGF en la Sintesis de DNA Durante la Germinacién

El efecto de la insulina y los factores de crecimiento similares a insulina (IGF-i e
IGF-ll) en animales repercute directamente en la proliferacion celular, al activar
rutas de transduccion de sefiales y la expresién de genes que participan en la
" regulacién del metabolismo, crecimiento y diferenciacion celular (Fumagalli y
Thoras, 2000; Allan et al., 2001).

Por otro lado, hay abundantes reportes en la literatura sobre los efectos inducidos
en plantas en lo que se refiere a la duplicacion del DNA por accidon de hormonas
vegetales tales como citocininas. Sin embargo no existe informacion sobre el
efecto de factores de crecimiento en este paradmetro. Actualmente se sabe que la
insulina v el Zm-IGF favorecen a la germinacion y el crecimiento de ejes
embrionarios de maiz, por lo que podria pensarse que Zm-IGF pudiera también
tener algun efecto en la sintesis de DNA y la divisidn celular durante Ia
germinacion de ejes embrionarios de maiz. Para resolver esta interrogante se
evaltio la sintesis de DNA, con base en la incorporacién de *[H]-timidina en el

DNA de nuicleos en interfase de ejes embrionarios de maiz (Fig. 9 y 10).
Para la realizacion de esta evaluacidn se determinaron las condiciones

metodoldgicas adecuadas para la aplicacion de la marca radioactiva, extraccion de

ndcleos y extraccién de DNA.
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Los resultados obtenidos permitieron determinar que el factor Zm-IGF estimuia la
incorporacion de *[H]-timidina en el DNA por arriba del control en células de ejes
embrionarios con 30 h de incubacién, la bencilaminopurina (una citocinina) usada
como control, mosiré un efecio de induccion de sintesis muy marcado. Esta
hormona vegetal se conoce que participa en |a regulacion del ciclo celular en ejes
de maiz e incrementa la sintesis de DNA (Baiza et af., 1986). Estos datos sugieren
gue el efecto del factor Zm-1GF en la division celular podria ser el de estimular en
| forma selectiva 1a sintesis de alguna(s) proteina(s) relacionada(s) con el ciclo

celular.
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S6C0 48 h 72h

Eje embrionario

Escutelo s
Callo viejo tipo embriogénico
Zonas Hoja Inicio (a) y final (b) de la
meristematicas enrrollada resiembra
Otros tejidos

Alhtimina insulina

(=)

Figura 2. Dot-blot de iejidos en los que fue evaluada la
presencia de Zm-IGF. De los tejidos y 4rganos gue se presentan en
la Tabla 1, se obtuvieron extractos proteicos y se aplicaron 50 g de
proteina total 'en membrana PDVF, usando un equipo de
microfiltracion. Se utilizaron anticuerpos contra insulina de bovino
como primer anticuerpc (ditluc11ion 1:2000), la reaccién de
reconocimiento fue detectada por el sistema de ECL | mediante el
empleo de un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa.

Como se puede observar, el factor Zm-IGF se presenta en pequeiias
cantidades eh el eje embrionario seco (25 uUmb'), va
incrementandose y alcanza fos niveles mas altos (150 yUmi') en
extractos proteicos provenientes de embriones con 48 h de incubacién
en agua. Una respuesta similar se presenta en extractos proteicos de
callo viejo (con 5 resiembras) que fue tomado al final de la resiembra.
En hoja y zonas meristematicas, la cantidad que se presenta es
mucho menor (25 uUmi). Como control negativo se aplicéd albiimina
en una concentracion de 1 ug mi' y el control positivo fue insulina 200
uUmi'. Cabe mencionar que las cantidades de Zm-IGF solo son
aproximadas, ya que fueron determinadas por comparacion con la
curva patron de insulina.
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Figura 3. Inmunocitoquimica de Zm-IGF. Segmentos de 1-2 mm de longitud
de diferentes regiones del ejes embrionarios de maiz (epicotilo e hipocaotilo),
incubados durante 48 horas en agua; se procesaron como se indica en
materiales y métodos. En este caso se utilizé tejido de pancreas como control
positivo (A} y tejido escutelar proveniente de embriones incubados durante 15 h
como control negativo (B). El factor Zm-IGF se localizé en el citoplasma celular
de las regiones meristematicas, tanto del epicotilo (C, D y E) como del hipocotilo
(F vy G). En ambos tejidos se observo que la intensidad de la sefial se va
disminuyendo en las células mas alejadas de la region meristematica (C) y esto
implica gue el factor Zm-IGF encuentra principalmente en regiones que estan en
constante division celular, por lo que es posible que tenga una participacion
relevante durante la proliferacion celular. Aumentos: Ay C 10X ; B,D,E,Fy G

40X.
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Figura 4. Monitoreo de las fracciones obtenidas durante la preparacion
de la columna de afinidad. Se cargaron aproximadamente 30 pg de las
primeras fracciones (2, 3y 4) y 15 ug de las fracciones 1, 5,6,7,8y 9 en
un gel SDS-PAGE al 12 % y la tincion fue con azul de Coomassie R-250.
(MM): marcadores de masa molecular; (1)} solucion de almacenamiento de
la columna,; (2) IgG recuperado (no unido a la resina); (3) solucion de DMP
recuperada despues de la reaccion del enlace covalente; (4) fraccion del
lavado con buffer de entrecruzamiento; (5 y 6) Buffer de biogueo de sitios
activos remanentes; (7 y 8) buffer de elucién de lgG (eluye todo el
anticuerpo que no esté unido); (9) Buffer de lavado. Las fracciones 10 a la
12 contienen el buffer que se recuperd cuando la columna se equilibré. Al
igual que la fraccion 9, en estas ultimas fracciones no se lograron detectar
bandas. En este caso el analisis electroforético nos indico que Ia
preparacion de la columna de afinidad fue muy buena ya que al inicio se
eluye el anticuerpo no unido, quedando sdélo el que se unié en forma
covalente a la proteina “"A” sepharosa. Esto se comprueba en las Ultimas
fracciones, ya que no se presentan bandas correspondientes al anticuerpo.
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Figura 5 . Prueba de unién covalente entre el anticuerpo y la proteina
“A” sepharosa. Se cargaron 15 g de proteina en un gel SDS-PAGE al
12 %, la tincidn se realizé con azul de Coomassie R-250. (MM):
marcadores de masa molecular; (a) proteina “A" sepharosa sin
anticuerpo; (b) proteina “A” sepharosa con el anticuerpo unido
covaleniemente (la muestra se tomo al final de la preparacion de la
columna de afinidad); (c) anticuerpo contra insulina. Esta prueba es la
que se recomienda (Sisson y Castor, 1990) para verificar la presencia del
enlace covalente, en el caso del carril a, la proteina "A” sepharcsa nunca
estuvo en contacto con el anticuerpo por lo cual no se deben observar
bandas; en e! carril b se observan bandas pesadas y ligeras, que si se
comparan con las del carril ¢ corresponden al anticuerpo contra insulina
gue gueddé unido a la proteina “A” sepharosa. Es de suma importancia la
realizacion de estas pruebas cuando se emplean columnas de afinidad,
ya que es una manera de monitorear la condicion de la union covalente
del anticuerpo a la proteina “A” sepharosa.
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Figura 8. Efecto de diferentes concentraciones de insulina durante Ia
germinacion de semila de maifz. Lotes de 100 semillas se desinfectaron y
germinaron a 24 * 2 °C en oscuridad constante y en presencia de diferentes
concentraciones de insulina (200, 300, 400, 500, 600, 800 uUmt'); el
porcentage de germinacion se determiné cada 2 h a partir de las 18 h hasta
las 72 h de incubacién. Notese que en el tratamiento con 200 pUmi' de
insulina, la germinacién se favorece considerablemente. Los datos graficados
son el promedio de cuatro ensayos independientes (p < 0.01).
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Figura 7. Efecto de la insulina durante la germinacién de semilas de
maiz. Las semillas se germinaron de la misma forma que la figura
anterior, s6lo que en este caso las concentraciones de insulina fueron 200
y 1000 yUml). El porcentage de germinacion se determind de igual forma.
Es importante resaltar la diferencia que existe en la respuesta de
germinacion entre estos dos tratamientos ya que con 200 pyUml! de
insulina, la germinacién se favorece considerablemente con respecto a los
otros dos tratamientos (1000 uUml' y control). Los datos graficados
también corresponden al promedio de cuatro ensayos independientes (p <
0.01).
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Figura 8. Evaluacién de la incorporacién de 3[S]-metionina en
proteinas de ejes embrionarios de maiz. Semillas intactas y ejes
embrionarios se desinfectaron y se incubaron durante 22 h en agua vy
medic de cultivo MS respectivamente. Posteriormente, por una parte se
disectaron los ejes embrionarios de la semilla y se colocaron en medio MS
y por la ofra, los ejes embrionarios disectados desde el inicio se pasaron a
medio de cultivo nuevo; en ambas condiciones se trataron con 200 pUml?
de insulina o agua (como control) mas 400 uCi de *5[S]-metionina durante
dos horas mas. Se obtuvieron las proteinas ribosomales y las
citoplasmicas, y se evaluo la incorporacion de marca mediante un
contador de centelleo liquido.

Estos resultados indicaron que es mejor incubar las semillas por 22 h y
posteriormente disectar los ejes embrionarios para una mejor
incorporacién de marca radioactiva. La grafica presenta los resultados
obtenidos de tres experimentos independientes (p < 0.01). Se demuestra
que la presencia de insulina en ambos sistemas estimula la sintesis de
proteinas tanto citoplasmicas (cit) como ribosomales (rib).
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Figura 9. Nucleos de ejes embrionarios de maiz tefiidos con DAPI.
L a extraccion se hizo a las 30 h de incubacion en medio MS. A los ejes
embrionarios se les di6 un pulso con 15 pCimi' de *[H]-timidina (A.E.
87 Ci/mmol} durante 15 h. En A se muestran con un aumento de 10Xy
en B a 100X
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Figura 10. Efecto de Zm-IGF e Insulina en la sintesis de DNA durante
la germinacién de ejes embrionarios de maiz. Aproximadamente 1 g de
ejes disectados de la semilla, se imbibieron por 15 h en agua vy
posteriormente se aplicaron los siguientes tratamientos: 200 pUml?! de
insulina (1); 200 pUml! insulina + 2 mM DTT (I#DTT); 200 pUml* Zm-IGF
(Z); 200 pUml" Zm-IGF + 2 mM DTT (Z+DTT); 200 pUmit Zm-IGF + 1 ng
ml-! tripsina (Z+T); Lisozima (L) y agua como control (C) y se marcaron con
15 uCi ¥[H]-timidina (s.a. 87 pCifmmol) durante 15 h mas. El DNA se exirajo
a partir de los nlcleos aislados, posteriormente se determind la
incorporacion de 3[Hl]-timidina en un contador de centelleo lfquido. Los
asteriscos sefialan a los tratamientos cuya diferencia fue significativa con
respecto al control. Los datos que se presentan son el promedic de tres
experimentos independientes (p < 0.01) .
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A maize insulin-like growth factor signals to a transduction pathway that
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Insulin and insulin-like growth factors (IGFs) are well-
characterized regulators in higher eukaryotic cells that control
biological processes such as celi growth and survival, and selective
translation of mRINAs. This research presents the purification of
a 20 kDa protein, isolated from maize tissue, with IGF activity.
The pretein was purified from 48 h-germinated maize embryonic
axes by G-50 Sephadex fractionation followed by affinity
chromatography through a bovine insulin antibody-Sepharose
column, This protein proved to significantly speed up maize ger-
mination and seedling growth. At the molecitlar level, Zea mays

IGT (ZmIGF) enhanced phosphorylation of S6 ribosomal pro- -

tein (rp) on the 40 8 ribosomal subunit, in a similar way as
observed when bovine insulin is applied to maize axes during

germination. Rapamycin, a specific inhibilor of the insulin-
stimulated signal transduction pathway, prevented 56 rp
phosphorytation in maize axes., Moreover, ZmIGF stimulated
[*S}methionine incorporation inte rps, above the level of overall
cytoplasmic proteins, Either incubation with asti-insulin anti-
body, heat treatment (60 °C) or trypsin digestion abolished this
ZmIGE eflect. Tt is proposed that ZmIGF is an endogenous
maize growth factor that regulates the synthesis ol specific
proteins through a pathway similar to that of insulin or IGFs in
animal tissues.

Key words: maize growth factor of peptide nature, protein
synthesis regulation, signal transduction pathway.

INTRODUGTION

The relevance of gene expression reguintion at translational level
in eukaryotes has been widely recognized and, at present, a large
variety of translational control mechanisms have been described
f1-4L

A well documented mechanisni of translational control in
various higher eukaryotes is the insulin/growth factor-induced
protein synthesis regulation [5-7]. Indeed, insulin and insulin-
like growth factors (IGFs), widely distributed among eakaryotic
organisms [8—10], stimulate a signal transduction pathway that
targets the protein synthesis apparatus by phosphorylating the
S6'ribosomal protein {Tp) on the 40 S ribosomal subunit {11,12].
Purther, the increase in phosphorylated ribosomes tightly
correlates with he selective translation of mRINAs containing
a specific tract of oligopyrimidines (5-TOP) cluster at their

s.untranslated region, mostly transcripis coding for rps and’

translation factors [12-14].

Puring seed germination, guiescent maize embryonic axes
gradually reinitiate protein synthesis, primarily based on trans-
lation of stored mRNAs [15,16]. Within this period translation
las shown to be tightly regulated [17]; however, scarce infor-
mation is available ahout the mechanisms that control this
process.

In plants, several types of evidence have suggested the presence
of insulin-like peptides, mainly based on immuno-recognition
with anti-bovine or human insulin antibodies [18,19]. And more
recently, a protein fraction was isolated from Conavalia ensiformis
(jack bean) seed coat that contains & polypeptide shiowing anmino

acid sequence identity with the f-chain of bovine insulin [20].
Some of these purified insulin-like peptides have shown stimu-
lation of glucose uptake in target animal tissues [18,20], However,
ne endogenous regulatory or physiclogical role has been investi-
gated for these peptides during plant development.

Previous work in our lab has demonstrated that insulin is
capable of inducing activation of a signal transduction pathway
in maize cells [21], similar to the one reported to be stimulated by
this peptide in amimals [7,22], which sefectively regulates trans-
lation. Indeed, germinating maize embryonic axes fed with
[*S]metlionine showed fast prowth and a selective increase of
rp and initiation translation factor, isodE, synthesis after
insulin stimulation [21,23]. These effects are biocked either by
rapamycin or worbmannin, specific inhibitors of the insulin-
sipnai-transduction pathway [5]. Based on this previous work,
the present report shows the purification of an insulin-like
protein, Zeg mays IGF (ZmIGF), from germinating maize axes
and tests its biological action at physiclogical and biochemical
levels in maize tissues. Qur analysis showed that the signal
transduction pathway revealed in maize axes by this plant protein
is similar to that triggered by bovine insulin iz non-plant
cukaryotic cells.

EXPERIMENTAL
Biological system

Seeds and embryonic axes from Z. mays L. cv Chalquefic were
used in alt experiments. Axes were manually dissected [rom seeds

Abbreviations used: Ab-}, antibody against insulin; AS0 °C, insufin heated for 20 min at 80 °C, DTT, dithiothreitol; Gi, ., hall-time ot germination;
IGF, insulin-like growih factor; M8, Murashigs and Skeog: rp, ribosomal proiein; TOP, tract of oligopyrimidines; ZmlGF, Zea mays 1GF; Ab-l, mixlure

of ZmIGF wilh antibady against insufin.

' To whom correspondence should he addressed {e-mail estelas@servidor.unam.mx).
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and either [rozen immediately in Equid nitrogen unti! used or
incubated in Murashige and Skoog (MS3) medium [24] For the
stated period, as described previously [25].

Germinalion curves and seediing development

Maize seeds, in sets of 100 seeds each, were imbibad between two
rolled filter papers, either in water {control}, water plus insulin
(a final coucentration 200 gunit/ml bovine pancreas insulin;
Sigma, St. Louis, MO, U.5.A)), or water plus ZmIGF {(z final
concentration of 200 punit/ml ZmIGF) during 72 h at 24+2 °C
in darkness. At 18 h of imbibition, sceds were evaluated every
2 h for radicle protrusion in all sets, Germination curves were
plotted as the average values of five different sets. Results
were statistically analysed to calculate G, values (half-time
of germination, i.e. when 509, of secds have germinated) and
total gertination percentages, as well as standard deviations for
each group, In addition, seedling size (root and coleoptyle}
was measured for each group at 72 h of development.

Isolation and purilicalion of ZmlGF pratein

Maize seeds were germinated in water-imbibed coiton at
2442 °Cin darkness. After 48 h embryonic axes were dissected,
The axes {10 g) were frozen in liquid N,, ground in a mortar
and then homogehized in grinding extraction buffer [100 mM
KC1/20 mM Hepes (pH 7.6)/7 mM 2-mercaptoethanol /0.2 mM
EDTA/10% glycerol/0.1 % Triton X-100/ 14 mM benzamidine/
2 mM PMSFin a 1:5 (w/v) ratio. The homoegenate was cenkri-
foged at 27000 g for 30 min at 4 °C and then the supernatant
at 280000 g for 3.5 h. The supernatant was concentrated on
poly(ethylene glycol) 600Kt The concentrated supernatant was
fractionated through a Sephadex G-50 column 1.5 cm x 24 ¢m
(approx. 15 mt of the column volume), and eluted in 1: 10 ratio of
elutant to grinding buffer, Absorbance was recorded at 280 nm
and analysed for positive reaction with bovine insulin antibody
by dot blot (see below). The selected fractions were resolved
through affinity chromatography using a column packed with
sepharose covalently linked to bovine insulin antibody, prepared
according to the manufacturer’s instructions Immunopure 13G;
Pierce). The column was washed once with binding buffer (10 mM
Tris, pH 7.5} and eluted with buffer (0.1 M glycine, pH 2.8). The
Ao of the fractions (1 mi) was recorded and analysed by dot
blot as indicated above. Fractions containing ZmIGEF were
treated again with Protein A-sepharose to eliminate remaining
insulin antibody. The purified fractions were analysed by Western
blotting.

ZmiGF immunodetestion

Dat blotting

Bach column fraction (50 xl} was blolted onto PVDF membranc
(Immobilon-P; Millipore) using a Dot Micro Filtration Appar-
atus (Filtration Manifold System, Rockville, MD, 11.5.A)).

Wasters blotting

The samples containing ZmIGT were resolved by SDS/PAGE
(using 159% gel), and blotted onto PVDF membrane with 8 LKB
semi-dry blotter (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
NI, US.A).

In both cases, guinea-pig polycional antibody raised against
bovine insulin (Sigma) was used as the primary antibody diluted
1:2000 in 5%, non-fat dry milk for ZmIGF immunodetection.
After several washes, IgG guinea-pig antibody coupled to per-

© 2001 Biochamical Soclely

oxidase (Sigma)}, diluted 1:2000, was used for signal detection
(ECL® system; Amersham Pharmacia Biotech).

Insulin siandard curve and ZmiGF units definition

For routine estimation of the relative concentration of ZmIGF,
an insulin standard curve was set (50-500 gunit/mb) and revealed
by the dot blotting of 10 ul aliquots. The ZmIGTF concentration
was calculated from the insulin standard curve.

In vive labelling of rps

Maize embryortic axes from seeds imbibed in water during 22 h
at 25 °C in darkness, were dissecied and incubated in nutrient
MS medium for 2 h more with either 300 £Cj [**S]methionine or
330 xCl{*Plerthophosphate (Amershain Pharmacia Biotech), in
presence or absence of 200 gunit/mi of either ZmlIGF or insulin.
In some experiments, rapamycin (0.1 uM)} (Sigma—Aldrich) was
applied 30 min before ZmIGF or insuiin addition.

The axes were homogenized in liquid N, and the frozen
powder mixed with extraction buffer [20 mM Tris/HCI(pH 7.8)/
SmM MgClL/20 mM KCI/1 mM PMSF/5mM NaF/0.5%,
2-mercapioethanol/1%, Triton X-100/0.25M sucrose]l. The
slurry was clarified at 27000 g at 4 °C for 30 min, and to purily
the ribosomes from non-structural 1ps, the supernatant was
layered on a sucrose-buffered cushion (0.5 M sucrose and
0.8 M Kl in extraction buffer) and centrifuged at 280000 g for
3.5h. The ribosome pellet was resuspended in resuspensien
buffer {20 mM Hepes/20 mM KOH/5 mM magnesium acetatc/
125 mM potassium acetate/5 %, 2-mercaptoethanal) and the rps
were extracted with acetic acid, precipitated with acetone as
described previousty {26] and resuspended in resuspension buffer.
The cytoplasmic proteins were precipitated with 109%, trichloro-
acetic acid, resuspended in water and neutralized with KOH.
["Spvlethionine uptalke was measured in this fraction using a
liquid scintillation counter (Packard, Downers Grove, TL,
USA)

The labelled [P*Plorthophosphate tps were analysed by SDS/
PAGE [129%, (w/v) gel] [27]. The gels were stained with .2%,
Coomassie Briliant Blue R-250, destained in 109, ethanof and
159, glycerol during 30 min, and dried or used for Western-blot
analysis. Autoradiographs of the dried pels were cbtained at
—70°C using X-Omat film (Eastman Kodak, Rochester, NY,
USA).

S6 rp immunodetection

For the 56 rp immunodetection, the rps from the gels were
electro-blotted on PVDF membrane. Membranes were blocked
in'TBS [50 mM Tris (pH 7.4)/150 mM NaCl1/0.1 %, (w/v) Tween
200 with 5% non-fat dry milk, incubated with $6 rp rabbit
antibody raised against 2 17 amino acid peptide from the most
conserved region of the 36 rp (Genemed Synthesis, San Francisco,
CA, U.S.A), diluted 1:2000, washed, and developed with 1;2000
diluted rabbit antibody IgG conjugated to horscradish per-
oxidase (Bio-Rad). Immunoreactive proleins were revealed by
ECL®.

Protein measurements were performed according Lo Bradford
[28] using BSA (Sigma) as a standard.

RESULTS

In order to select the best tissue for ZmIGF purification, different
maize tissue extracts were screened by dot blot analysis with
insulin antibody. Results indicated the presence of an insulin-like
peptide mainly in fast-growing tissues such as emerging seedlings
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Figure 1 !mmunotogical detection of ZmiGF in dilterent maize tissues

(A} Dot biot of sxiracts from non-germinated maize axes (0}, 24-h germinaled maize axes (24),
callus tissua {C), young leaf {L), boving insulin (stock 1 ge/mé) (1} and tovine serum alburmin
{A) (stock 1 gg/mi). (B) Dot biot of axes and scutellum exiracts from germirated maize seed
{0, 24 and 48 ). Iri bolh cases, 59 x4 of proieins from the exiracts were blotied ento 2 PDVE
rembrane using a Dot Micro Filtration Apparaius. Insulin antibody (1: 2000 dilulion) was ussd
as primary anlibody and iha reaction was Oelecied by ECLY system using guinea-pig 1gG
conjugaled with peraxidase.

or calli (Figure 1A). Exiracts of 48-h germinating axes werc
chosen as source of ZmIGF protein (Fipure 1B). Maize axes
extract containing 8 mg of total protein from 48 h germinating
seeds were filtered through a G-50 Sephadex column. The eluted
fractions (1 mi) were monitored at A, (Figure 2A) and 10-
fold ditutions of these fractions were tested by dot blot with
insulin antibody. A peak of positive cross reaction; was found in
fractions 17-23 (Figure 2B). The highest positive fraction (num-
ber 20, indicated by the arrow) was then passed through an
affinity chromatography column packed with anti-insulin—
sepharose (Figure-3A). Extensive washing of the column was
performed before ecluting the retained proteins. The efuted
fractions were monitored at 280 nm and tested by dot blot
analysis. Positive reaction against insulin antibody was recorded
from the first eluted fractions (ZmIGF) (Figure 3B). As control,
bovine insulin was subjected to the same procedure through the
affinity chromatography column and analysed by dot biot
{Figures 3C and 3D).

Gel clectrophoresis and Western-blot analysis of the eluted
fraction was performed (Figure 4). The crude axes extract showsd
two bands of 20 kDa and 7 kDa by Coomassie-Blue stained gel
{Figure 4A) and Western blot (Figure 4B). However, the eluted
fraction from the afficity column showed only the band of
20 kDa (ZmIGF) (Figure 4B). Al the following experiments
were performed with the purified 20 kDa peptide,

To test the physiological activity of ZmIGF, sets of 100 seeds
each were perminated in water or in water plus 200 gunit/ml of
either insulin or ZmIGF, and the % of germinated seeds was
recorded after 18 b at 2 b intervals. At the end of a total 724
incubation period the size of roots and coleoptyies was measured
(Table 1). A representative seedling from each sel is shown in
Figure 5. Two negalive controls were set by germinaling the
seeds with either ZmIGF previously mixed with insulin antibody
{Ab-D) or insulin heated for 20 min at 60 °C (A60 °C) (Table 1).

2.0 po e
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Figure 2 Sephadex G-50 column chramatography

Crute pratein extract from 48-h germinated malze axes were fiaclionated by applying 3 mi of
extract (8 mg of grotein} lo a 1.5 cm x 24 om colemn (approximalely 15 ml bed volume).
Elulior was parformed with exiraction bufter (110 dilulion). Fractions {1.5 ml) wera coflecled
aned assayed by dot-blot wilk bavine Tnsulin angibody. (R 260 nis elulion: arolite. (B) Dai bipt
of the fractions {1:10 dilution), Blals wers incubated with the same polyclonal antlbody as in
Figurs 1,

Gt,,, was determined using the average values from each
group. Significant accelcration of seed germination in insulin and
ZmIGF sets was observed, as compared with the control (Table
1). The Ab-T and A0 °C groups gave similar Gt,,, valucs as the
coniral, Roots and coleoptyles from the corresponding ssedlings
after 72 h of growth were measured. Sipnificantly larger values
were found for the experimental groups germinated with insulin
or ZmiIGF as compared with the controls, the Ab-I or AGHC
groups (P < 0.01). The largest values were obtained for coleop-
tyles from the ZmIGF-stimulated axes (Table 1).

Insulinis known to target the translation apparatus by inducing
phosphorylation on the S6 rp of the 40 S ribosoinal subunit, bath
in animal [12] and maize [21] tissues. To investigate if ZmIGF
has the same offect on maize tissnes as insulin, axes were
stimulated either with ZmIGF, insulin or not at afl (water} and
exposed to [*“Plorthaphosphate for the [ast 2 h of the incubation
period. One additional group was also set where rapamycin, a
powerful inhibitor of the insulin-stimulated signal fransduction
pathway, was added to the axes 30 min prior to ZmIGF
stimulation. At the end of the incubation peried, the rps were
obtained from the ribosomes of each axis set, and aliquots with
equal protein content were resolved by SDS/PAGE and revezled
by autoradiography (Figure GA). A phosphorylated 31 kDa
labelled band (56 rp) was observed in all samyples tested. Stronger
phosphorylation on 86 rp from axes stimulated with insulin or
ZmIGF was observed, compared with the control. On the other
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Figure 3  Affinity chromatography eolumn

Pusdfication of ZmiGF was performed through an alfindty chromatography column of
Sepharose~Proteln A matrix covalently attached to insulin antibody. {A) Fraclion number 20
from the Sephadex G-50 gal fitrafion column (amew in Figure 2} (ZmiGF approdmately
equivaient o 3.3 unils of insufin} was loaded onlo lhe alfinity chromatography column,
Alter exiersive washing lhe column was cluied wilh 0.1 M giycine buffar and ihe 280 rm
elution profile was recorded. (B) Allquots of each fraclien were assayed by dol biot with
hovire Insulin artibody (1:2000 diution), as described in the Experimental section.
(G) Bovine insufin {0.15 mg, approx. 3.28 unils) was applied to the same typa of affinily
column as the control. {D) Daob-blot analysis of fraclions from column (G).

hand, the set of axes containing rapamycin did not exhibit the
enhanced S6 rp phosphorylation induced by ZmIGF (Figure
6A). Densitometric analysis of the 31 kDa Jabelled bands clearly
shows these differences (Figure 6C).

Identification of the 31 kDa phosphorylated band as the 56 rp
was performed by Western-blot analysis using a specific anti-
body raised against a 17 amino acid peptide from the most
conserved region of the S6 rp {see the Experimental section),
Results indicated positive immunorecognition of the 31 kDa
band with the specific antibody in all the sets conlirming previous
identification made by the full 86 rp antibody [26] (Figure 6B).
These resulis also showed that the concentration of 86 rp in each
channel was approximately the same, regardless of the exper-
imental treatment applied.

According to previons reports [[3,14], insulin-induced 56 p
phosphorylation of the ribosomes stimulates selective translation

© 2001 Biochemical Soclely
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Figure 4 Wesiern blot of immunoreactive fractions from affinity column

(R} Protein {50 xg) from cride exiract of 48-h garminated maize axes {1}, 0.78 xg of purified
ZmiaF (1Y) and 2 g0 of insulin (1) were fbadad on SDS/PAGE [12% (w/v) gel} and stained
with 0.2% Goomassia Brifiant Blue R-250. MM, molecular mass markers, (B) Protelns ware
Dlnlled on PVOE membranes and revesled as described in the Bxperimental seclion. Arows
indicale the Immuno-reacting peplides against insulin anfibody.

Table 1 Physiological effect of insufin and ZmEGF on maize germination
amd seedling growth

@, 5, total germinalian and seediing size were recorded for each maize sal (100 seads). The
nerceniage of germinaied seeds was recordsd evary 2 h fram 1872 b of germinstion. Aller
thal, the lengin of celeoptyles and roots was measured in the maize serdlings irom each
lreatment. The mean values of five independant raplicates were used for slalislical analysls
(Hast), *P < 0.01 {slalistically sigrificant diffarence with respect o cantrol).

Sendling size 3 72 h

Germingtion  Root lengih  Coleoptyle lenglh
Treatment Gy (B} (%) (om) (cm)
Cantrol kT 4z 744491 133402
insulin KL a7 88404 150408
ImlGF 32 96 47401 AT1402"
Ab-i 35 a0 1.0+02 131403
ABDC 57 92 68404 127402

Figure 5 Effect ol puritied ZmEGF on maize seed growth

0 maize Sseds were strlaca slarilized for 5 min with 5% hypochlorite, washed tharoughly with
sterilized water and germinated at 24 42 °C in darkness in presence of eilher 200 puni/mi
hoving insufin, ZmIGF equivalent to 200 gunit/ml bovine insulin or in water as a contrel,
Represanlative seedlings from each group aller 72 k of garninalion are shawn.
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Figure 6 Filect of ZmlGF en S6 rp phosphorylation

Maize seeds were imbibed for 22 h in water and ther the embryenic axes (1.0 g each) wera
manually dissected and incubated fer 7 R in MS medium b |he presence of 330 uGi
[**Plerthophosphate and final consanlration of 200 zunit/mé insulin &) or ZMGF (7), ZmiGF
and rapamysin (0.1 xM) (Z+R) or nane (C). (A) SDS/PAGE and sutoradiography of phos-
pherylated $6 rp. Ribosomes were purified as indicaled in the Experimental seclion and the rps
(60 pg) sxtracted and subjested to SDS/PABE and analysed by autoradiography. (B) |deniill-
cation of 56 rp by Western blotting: rps from {A) were bloiled anto PYDF membrane and 85 1p
immunodetection was parfarmed by antiserum reised against 56 p 17 residue pepfide, as
described in the Exparimentat section. (C} Densitomelrie analysis of ihe lzbetizd 37 kDa band.
These experimenis were reproduced Iwice wilh simifar resulls.

Table 2 Efiect of ZmiGF and insulin on rp synthesis

Eighl groups of maize seeds were imbibed in water for 22 b, embryonic axes wers then
manually dissecied {1.0 g of sach) and incubated for 2 hin MS madium in presance of 400 0
(%8 methionine and 200 gunfvml of insulin, insufin and 2 mbd OTT, ZIGF, ZmiGF and
2 mM DTT, ZiGF and 1 pg/ml of trypsin, 500 geo/mi of prolein extrzct devald of ZmIGF,
500 pg/ml lysozyme o o trealmenl (Gonlral). Radioaclivily incorparated in ribosomal and
cytoplasmic proleins was delermined. The values are prasented 2s the rzlio () of lhe
radioactivity i/ (c.pm./mp) fo that in cyloplasmic protein (c.p.m./mg). Values are the mean
of three independant expaimens. *# < 9.0% (siatistically significant difference wilh respect to
contsol),

Trealment R

Gonteod 0.286 £9.017
Insulin 1.786 3 0.020"
Insulin and DTT 0,363 -+ 0.037
ImIGF G630 4 D011
ZmlGF and DTT 0.636 £ 0.017*
ImIGF and trypsin 0.3864-0.032
Exiract devoid ol ZmlGF  0.3464-0.042
[ysbsyme 0.383+£0.023

of 5-TOP mRNAs, rp mRNAs being among this group. Thus,
the effect of ZmIGT on rp synthesis was determined on axes fed
with [*S]methionine during the last 2h of the incubation
period. A positive conirol with axes stimulated with a similar
amount ofinsulin wasalso carried out. Cytoplasmicand ribosomal
proteins were separately isolated from the axes and the in-
corporated labelled precursor was measured in these proteins.
Relative values of the label incorperated into the rps, with
respect to the cytoplasmic proteins, arc presented (Table 2). Axes
stimulated with either insulin or ZmIGF showed a significantly
farger ribosomal to cytoplasmic protein ratio of "8 incor-
poration than the control. This increment was not observed
either when insulin was pre-treated with dithiothreito! (DTT), or

ZmIGF with trypsin (Table 2). Tt is interesting to notice that the
stimulatory effect of ZmIGF was not affected by DTT, suggesting
that ZmIGF biological activity does not depend on disulphide
bridge structure. Other proteins than ZmIGF added to the axes
during the same pari of the incubation period, such as maize
axes extract devoid of ZmIGF or lysezyme, did not show effect
on ep synthesis (Table 2). On the other hand, addition of bovine
insulin antibody to axes, with previous exposure to either insulin
or ZmIGF, avoided the induced stimulation of rp synthesis
(results not shown),

DISCUSSION

Up to now, only few peptides have been recognized as signal
molecules functioning in plants [29]. On the other hand, IGFs are
widespread peptides known te be present in lower and higher
eukaryotes [10,30-32]. In animals, these highly conserved pep-
tides are known to play important roles in promoting basic
biolpgical processes such as cell cycle progression, celd growth,
survival and cell differentiation [8,31,33]. Similar peptides have
also been found in plants {(Figures 1-4) [19.20%, suggesting that
they have a very early evolutionary origin [18]; hawever, their
bictogical activity has not been investipated in these organisms.

This study presents the purification of a maize insulin-like
peptide, ZmIGF (Figures 1-3), and demonstrates its biological
activity in maize seeds at physiological {Figure 5) and biochemical
levels (Figure 6 and Table 2). To our knowledge, this is the first
study te recagnize an endogenous regulatory role of a plant
insulin-like peptide. This peptide (ZmIGF} iy specifically
recognized by bovine insulin antibody and stimulated maize seed
germination and seedting growth in a selective manner (Figure 3
and Table 1) similarly as shown to occur with insulin [21].

Growth-mediated protein synthesis regulation has been
observed in many organisms after insulin/IGF stimulation
[6,34,35]. Regulation of this process is particularly relevant
during growth and differentiation in order to ensure the pro-
duction of stage-specific proteins. A complex network of intra-
cellular signalling pathways mediates the specific mechanisms
of translational control exerted by insulin/IGF. This mechanism
initiates at the cell membrane by effector—receptor recognition
and largets the translational apparatus by phosphovylation of 56
rp on the 40 5 ribosomal subunit [12,36]. Stimulation of 36 p
phosphorylation preferentizlly induces translation of 5-TOP
mRNAs, These transcripts mostly code for proteins of the trans-
lational apparatus, such as rps, and initiation and clongation
translation factors [14,23,35,37]. In the present case, induction of
§6 rp phosphorylation was clearly observed after ZmiIGF-
stimation of maize axes. This reaction was reversed by rapa-
mycin addition to the axes a few miuutes before they were
stimulated with ZmIGF (Figurc 6). In animal cells, rapamycin
has been demonstrated to block the insulin-induced signal
transduction pathway {3}

These results suggest that there might be a ZmIGF-induced
signal transduction pathway in maize, similar to the one described
for insulin in animal tissues that selectively regulates protein
synthesis, Accordingfy, in this research ZmIGF was shown to
stimulate 56 rp phosphorylation on the 40 S ribosemal subunit
(Figure 6) and to enhance further the synthesis of rps without a
significant increase in general cytoplasmic protein synthesis
(Table 1 and 2). Several reports of insulin/IGF action on sea
urchin eggs, as well as on mammalian cells, exhibited similar
stimuli on 86 rp phosphorytation and induced selective synthesis
of profeins of the translational apparatus including ribosomal
proteing [4,12,13], Recently, insulin-induced mobilization of S6
rp and initiation transiation factor isodE mRNAs {two 5-TOP-
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like mRMNAs) into S6 rp phosphorylated polysomes has also been
shown in maize axes [23]. All these resulls predict the existence of
a cell membrane receptor in maize tissues for specific recognition
of ZmIGF, Cell membrane receptors with predicted protein
kinase activity have been reported in plani tissues {20,29], and
particufarly in maize [38], which strengthens the interpretation
of our results regarding ZmIGF as a maize growth factor of
a peptide nature that regulates specific protein synthesis, in a
similar manner as insulin/IGFs in non-plant eukaryotes.
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9.- DISCUSION

Extraccion, Identificaciéon y Purificaciéon del Factor Zm-IGF
. de Maiz.

En sistemas animales existen proteinas como insulina y factores de crecimiento
parecidos a esta (IGF-I e IGF-Il) que tienen un papel relevante en la regulacién de la
sintesis de proteinas, lo cual repercute en la proliferacion y diferenciacion celular
(Werner y Le Roith, 2000; Fumagalli y Thomas, 2000). Desde el punto de vista
evolutivo, estas proteinas son muy antiguas ya que se han localizado en eucariontes
unicelulares como Tetrahymena y en procariontes como Escherichia coli. Esto hace
suponer que se han conservado evolutivamente hasta nuestros dias (Le Roith ef al.,
1980).

Existen muy pocos reportes que indican la existencia de proteinas tipo insulina/IGFs
en plantas, pero hasta la fecha no se ha reportado su relacién con alguna funcion

endbgena determinada (Collier ef al., 1987, Hirano et af., 1995; ligontz et al., 1997,
| Oliveira et al., 1999). Experimentos recientes con algunos de estos péptidos en
adipocitos de rata, han mostrado que son responsables de estimular la toma de
glucosa (Collier et al., 1987; Oliveira et al., 1999). Sin embargo, en ninguno de los

casos citados anteriormente se ha estudiado el efecto como tal en plantas.

En esta investigacion, se demostrd por primera vez la existencia de un péptido tipo
“insulin-like” en maiz, con una masa molecular de 20 kDa y que fue reconocido por
anticuerpos contra insulina de bovino, al cual se le denomind Zm-IGF. La presencia
de este péptido fue plenamente confirmada ya que ademas de que se identifico en
toda una serie de drganos y tejidos de maiz (Cuadro 1 y Fig. 2), también se localizo
por inmunocitoquimica en regiones meristematicas de ejes embrionarios de maiz
incubados durante 48 h, principalmente en la zona meristematica del epicotilo (Fig. 3
C y D) v el meristemo fundamental y apical del hipocotilo (Fig. 3 E, F y G). Esta
inmunolocalizacién fue una prueba contundente para demostrar la existencia de!
factor Zm-IGF.
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Debido a que dicho factor se localizo en tejidos meristematicos, se podria indicar que
sy accion pudiera ser de tipo autderina por favorecer la proliferacion celular del
mismo tejido en el que se sintetiza. Este mecanismo de accion podria diferenciarlo
del que se lleva a cabo por los IGFs, ya que estos ultimos tienen un mecanismo de
accion paracrino, porgue se sintetizan en un tejido glandular y actian en otro tgjido
muy diferente en el organismo (Cassandra ef al, 1991; Parrizas et al, 1997,
Quevedo et al., 2000).

Mediante técnicas inmunolégicas (western-blot) se identificaron claramente dos
bandas de pesos moleculares aproximados de 7 y 20 kDa (Fig. 4 de articulo) en
extractos crudos provenientes de ejes incubados por 48 horas. La explicacién que se

tiene al respecto es que el péptido de 7 kDa, por ser de peso molecular parecido al

de la insulina, podria ser el péptido correspondiente a la molécula activa y el de 20

kDa podria corresponder entonces a un precursor inactivo tal y como se conoce gue
ocurre con otros péptidos de tipo hormonal como la insulina (Kuliawat ef al., 2000) y
los IGFs (Engstrom et al., 1998: Werner y Le Roith, 2000); sin embargo, se requiere

de otros estudios que permitan esclarecer la naturaleza de este péptido.

Por otra parte, después de numerosos ensayos se determind que la proteina
cortespondiente a la banda de 7 kDa, es muy inestable ya que no siempre se
presentd. Sin embargo esto no ocurtié con la de 20 kDa, lo cual podria apoyar la
propuesta anterior. Se podria considerar que dicha inestabilidad de la banda de 7
kDa, puede ser un mecanismo que permitiria regular la concentracion del factor en
su forma activa. Sin embargo esta hipdtesis es muy apresurada ya que requiere de

ser comprobada con experimentos enfocados directamente con la funcién del péptido

. de 7 kDa.

Todos estos resultados permiten indicar que Zm-1GF es un factor de crecimiento de

naturaleza protéica capaz de regular el crecimiento de las plantas. Esto es muy
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posible, ya que existen reportes de péptidos gue tiene también funciones de

regulador en las plantas denominados sisteminas.

El proceso de purificacion para obtener Zm-IGF es confiable y reproducible. Al final
de la purificacion se obtuvo un rendimiento de 5 a 7 mil uU (aproximadamente 0.25

ug) de Zm-IGF por cada 40 g de tejido procesado.

Efectos Fisiolégicos y Bioquimicos de Zm-IGF en Tejidos de

Maiz

lL.a insulina y los factores de crecimiento (IGF-l e IGF-Il) modulan la sintesis de
proteinas en tejidos animales a fravés de la estimulacion de una ruta de transduccion
de sefiales que involucra la fosferilacion de pr S6 en la subunidad 408S del ribosoma y
la fraduccién selectiva de mRNAs “TOP” (Meyuhas ef al., 1996; Martelli ef al., 1999;
Gingras et al., 1999). Otros reportes indican que por esta via, los factores de
crecimiento regulan el crecimiento y metabolismo celular en diferentes organismos
(Jefferies et al., 1997, Fﬁmagali y Thomas, 2000), sin embargo, el mecanismo no se
conoce por completo a pesar de que se ha logrado la identificacion de varias de las

proteinas involucradas en este proceso.

En nuestro caso se logré obtener al péptido con un alto grade de pureza, lo cual
permitié elucidar los efectos inducidos dicho factor a nivel fisiolégico y bioguimico
durante la germinacién y el desarrollo del eje embrionario de maiz.

La germinacion de semillas en general y especificamente la de maiz, constituyen un
sistema donde se ponen de manifiesto varios de los mecanismos de regulacién de la
expresion geneética, ya que se requiere del control de la expresidn de genes
especificos para proceder a la germinacion en forma exitosa (Bewley, 1997). Uno de
los procesos donde se pone de manifiesto este tipo de control es en la traduccion
(Sénchez de Jiménez et al., 1999), ya que las semillas almacenan mRNAs maduros

cuya traduccion se regula por diferentes mecanismos durante la germinacion (Domes
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y Walle, 1990; Pramanik et al., 1992; Bewley y Black, 1994). Estos mecanismos de
requlacion de la traduccion en plantas no se han descrito claramente debido al poco

avance que se tiene, si se compara con las investigaciones realizadas en animales.

Al respecto, en nuestro laboratorio se ha venido investigando acerca de los
mecanismos de confrol traduccional dque operan en las semillas durante la
germinacion. Los logros obtenidos indican que en maiz, la insulina estimula tanto la
germinacion, como el crecimiento de la plantula. A nivel molecular incrementa la
sintesis de proteinas ribosomales y la fosforilacion de la pr S6 en la subunidad
pequefia del ribosoma (Sanchez de Jiménez et al, 1998), también incrementa la

traduccidn del factor de iniciacién isc4E (Dinkova ef al., 2000).

Estos resultados sugirieron gque en maiz podria existir una ruta de transduccion de
sefiales inducida por un factor de crecimiento similar a los que se conocen en
animales. Esta hipdtesis se apoya en la purificacion del factor Zm-IGF| el cual es
reconocido por anticuerpos contra insulina de bovino y en los efectos fisiclégicos y

bioquimicos de éste, durante la germinacién de la semilla de maiz.

El factor Zm-IGF estimula la germinacion de maiz, acortando significativamente el
valor de Gt 50 y acelerando el crecimiento de la plantula, principalmente la
elongacion del coleoptilo (Tabla 1 y Fig. 5 de articulo), superando la respuesta

obtenida con insulina.

Los ensayos bioquimicos revelaron que este factor es capaz de inducir Ila
fosforilacion de una proteina ribosomal de 31 kDa (Fig. 7 B de articulo), 1a cual se
demostrd que corresponde a la pr S6 (Sanchez de Jiménez et al, 1997b). Este
fendmeno ho se presentd cuando antes de dar el estimulo a los ejes con Zm-IGF, se
adiciond rapamicina (inhibidor de la via de transduccion de sefales inducida por
insulina/IGF en animales (Jefferies et al., 1997).

Estos resultados sugieren fuertemente que Zm-IGF es realmente el factor enddgeno

que estimula una via de transduccion de sefiales, la cual regula el crecimiento por
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medio de la traduccién selectiva de proteinas. El efecto inductor de Zm-IGF en la
sintesis de proteinas ribosomales en forma selectiva apoya esta interpretacion (Tabla
2 de articulo). Estos resuitados son consistentes con informacion previa en que se
demostré que la mayoria de los mRNA para proteinas ribosomales pertenecen al
grupo de mARNs 5" TOP, en particular el mRNA que codifica ia rp S6 (Fumagalli y
Thomas, 2000).

Es interesante sefialar que al hacer un tratamiento previo al Zm-IGF con DTT no se
altera la actividad del factor (Fig. 10). Esto sugiere que la actividad biologica de este
factor no depende de la integridad de puentes disulfuro (Tabla 2 de articulo). Al
respecto, esfudios sobre la secuenciacion del péptido Zm-GF (actualmente en
proceso), proporcionaran herramientas para inferir sobre la relacion estructura-
funcion del factor Zm-IGF.

Insulina

Membrana
plasmatica

Traduccion selectiva de
proteinas

5'TOP mRNAs
g7

3> mRNA

Figura 11. Via hipotética que propone un mecanismo de transduccion de

sehales en plantas.
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Los datos obtenidos en este trabajo permiten tener unpa vision mas integrada de los
mecanismos que rigen el control traduccional evidenciado durante el proceso de
germinacion de maiz. En esta integracion, la fosforilacion de la proteina ribosomal S6
aparece como uno de los eslabones en la via de transduccion de sefiales estimulada
_por el factor de crecimiento Zm-IGF, y favoreciendo selectivamente el reclutamiento
de mensajeros tipo 5'TOP hacia polisomas, para que finalmente ocurra la sintesis de

proteinas importantes durante la germinacion de la semilia de maiz.

Con base en los estudios realizados en el laboratorio con Zm-IGF y los datos que se
han reportado para la via de fransduccién de sefales para insulina/iGFs (Meyuhas ef
al., 1996;Tissenbaum y Ruvhun, 1998; Whitehead ef al., 2000) en la figura 11 se
- postula una via hipotética de sefializacion para Zm-IGF que conduce a la induccion
de la sintesis de proteinas ribosomales. En esta via se propone gue a nivel de
membrana Zm-IGF interactia con un receptor especifico y la sefial se internalizaria a
fravés de la fosforilacion del receptor unido a su sustrato (ISR), lo cual activaria a una
fosfatidilinositol cinasa; posteriormente a través de una cascada de reaccicnes en la
que por fosforilacion se activara la proteina p70S6 cinasa se lograria la fosforilacion a
la proteina ribosomal S6 de la subunidad ribosomal 40S. Esto provocaria la
ocurrencia de una traduccion selectiva de mRNAs y por consiguiente la sintesis de

proteinas importantes para el crecimiento y diferenciacion celular.

La propuesta de esta via se apoya también en los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio, en los gue se ha demostrado que en ejes embrionarios de maiz
estimulados con Zm-IGF se induce un incremento en l|a actividad de la prS6K
- (ZmS6K).

Finalmente habria que considerar los efectos de Zm-IGF a nivel de la sintesis de

DNA evidenciada por la incorporacion de *[H]-timidina.

La sintesis de DNA de tipo replicativo v la divisién celular son eventos tardios durante

la germinacion ya que la expansion de la radicula dentro de la semilla ocurre
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inicialmente por elongacion celular y la emergencia de la radicula no necesariamente
esta acompafiada de division celular (Baiza ef al., 1989; Bewley y Black 1894). Los
resultados obtenidos en este trabajo indican que el factor Zm-IGF estimula |a sintesis
de DNA por encima del control (Fig. 10) durante la germinacion. Estos datos sugieren
que el efecto de Zm-IGF en 1a divisién celular podria ser indirecto, probablemente a
través de estimular selectivamente la sintesis de algunas proteinas participes del
ciclo celular cuyos mRNAs sean 5TOP, o bien bloqueando el proceso de apoptosis
celular, tal como se ha visto gue ocurre con insulina; fodo lo anterior puede
finalmente acelerar la germinacién y el crecimiento de la plantula (Tabla 1 y Fig. 5 de

. articulo) al reactivar los mecanismos que regulan el metabolismo celuiar.

Futuros trabajos de investigacion en este aspecto se dirigirAn a caracterizar
aspectos estructurales de Zm-IGF, ademas de dilucidar algunos puntos de la ruta de
transduccion de sefiales que llevan a la activacién de la S6K de maiz, utilizando
como inductor a la insulina y al factor de crecimiento semejante a insulina en maiz,

ademas de inhibidores de {a ruta como la Wortmanina y la Rapamicina.

Como se puede apreciar, el fendmeno de la regulacién de la expresion genética a
nivel del control traduccicnal es muy complejo. Participan en el de forma simultanea
diversos elementos, sefiales y factores que interaccionan a diferentes niveles
celulares y del organismo, constituyendo asi un sistema de regulacion preciso vy
adaptable a diversos tgjidos y etapas del desarrollo de los organismos.

La rapidez con la que se estan sucediendo los nuevos descubrimienios en esta area
de la ciencia, esta proporcionando nuevas perspectivas, de fal manera que puede
afirmarse que son estas aportaciones las que permiten una comprension mas clara
de un fenomenoc de tanta importancia. Sin embargo, también es un indicador de o
mucho que falta por entender, por lo que todavia no se ha llegado el momento para
establecer una definicion que cubra integraimente fendmenos como los que involucra

el crecimiento vy la diferenciacion celular.
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10.- CONCLUSIONES

Se demostro la existencia de una proteina de 20 kDa en tejidos de maiz que es

reconocida por anticuerpos contra insulina, a través de técnicas de inmunodeteccion.

Se demostré que Zm-IGF estimula la germinacion de semillas de maiz vy
principalmente la elongacion del coleoptilo.

Se demostrd, por métodos histolégicos y de inmunodeteccion, que Zm-IGF se
encuentra localizado en las células que constituyen a los tejidos meristematicos del

eje embrionario de maiz.

El factor Zm-IGF estimula la sintesis de proteinas ribosomales en forma similar a
insulina, a través del incremento en la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 en el

ribosoma

Se determiné que Zm-IGF estimula la sintesis DNA, durante fa germinacion de ejes
embrionarios de maiz, por lo gue es posible que intervenga durante la proliferacion

celular.

Con base en lo anterior se concluye que la proteina aislada a partir de ejes
embrionarios de maiz, Zm-IGF es un factor de crecimiento de naturaleza
protéica, que regula la sintesis de proteinas en maiz a través de una via de
transduccion de sefiales que involucra la fosforilacion de la pr S6 y la

traduccion selectiva de mRNAs TOP.
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EXTRACCION DE PROTEINA Zm-IGF

Tejido de maiz

|

Macerar en presencia de N2 liguido

v

" Adicionar buffer de extraccién con
Inhibidores de proteasas

KCl 100 Mm
HEPES _ 20 Mm
EDTA ___ 0.2 Mm
GLICEROL __ 10%

pH=786

Centrifugar a 27, 000 g por 30 mip.

.

Sobrenadante

Centrifugar
280, 000 g por 3.5 hrs.

SN

Pastilla Sobrenadante
Fraccion ribosomal Fraccién postribosomal

;

Concentrar con PEG-6000
+ .
Obtencion de extracto crudo
Almacenar a —-70 °C

TE3:5 CON
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DETECCION DE Zm-IGF POR MEDIO DE TECNICAS INMUNOLOGICAS
Anticuerpos utilizados:

**Primer anticuerpo: anti-insulina de bovino {control (+) insulina
desarrollado en cerdo control (=) albimina
**Segundo anticuerpo: anti-lgG de cerdo
conjugado con peroxidasa

Electroforesif (SDS-PAGE)

dot-biot western-blot

™ Membrana PYDF (immabion®) ¥
(hidratar en metanol por 10 seg y en agua 5 min)

Colocar la membrana en un Transferencia de las
Dot Micro Filtration BRL ~ proteinas a la membrana
i en un biotter LKB semiseco

Aplicar 50 png de muestra, misma
gue por vacio se adsorbe

v

Saturacion de la membrana con una
solucién de leche al 5% por 2 hrs.

Enjuagar con TBS 0.15 M por 15 min
v

Aplicar el anticuerpo contra insulina de bovino toda la noche
v
Lavar con TBS 3.15 M, 15 min
Lavar con TBS 1M, 10 min

Lavarcon TBS 0.15 M, 15 min
\ 4

Aplicar el anticuerpo conjugado con peroxidasa por 2 hrs

.
Lavarcon TBS 0.15 M, 15 min

|

Revelar por quimioluminiscencia, con el sisterma ECL de Amersham.
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PURIFICACION DE LA PROTEINA Zm-IGF

1.- Por la técnica de cromatografia en columna de filtracion G-50
(Primera etapa)

Muestra de extracto crudo concentrado

|

***  Columna de exclusién molecular
Sephadex G-50 (Resina activada y calibrada de SIGMA)

|

Eluir con buffer de extraccion (dilusion 1:10)
. {con 3 volimenes de la columna)

l

Colectar fracciones de 1 ml

l

Por absorbancia a 280 nm, monitorear las fracciones de elucién

|

Monitoreo de fracciones por analisis de dot- blot

l

Concentrar fracciones inmunoreactivas con el anticuerpo contra insulina de
bovino. Cuantificacion de proteina por el método de Bradford

l

Andlisis por western-blot, para identificar a las
fracciones que contengan Zm-IGF




PURIFICACION DE LA PROTEINA Zm-IGF

2.- Por la técnica de cromatografia de afinidad

a) Columna de proteina “A” Sepharosa ¢) Agitar suavemente por
Equilibrar con 5 ml de buffer de lavado inversion durante toda
(Borato de sodio 50 mM, pH 8.2) la noche a 4 °C
v .

b) Afadir el anticuerpo contra d) Drenar {a solucion de IgG y lavar
insulina de bovino (dilucion dos veces con buffer de lavado
1:1 con buffer de lavado) (recuperar el 1IgG no unido

v a la resina)

Unidn covalente del 1gG
Disolver el Dimethyipimelimidato (DMP) en buffer de
entrecruzamiento(triethanoiaminal, 0.211\11 pH 8.2) y adicionarlo de inmediato a
a columna

Agitar suavemente por inversion por cuatro h a temperatura ambiente
Drenar la solucion de DMP
Lavar la columna con buffer de entrecruzamiento

Bloqueo de sitios actives remanentes
Adicionar 2 mi de buffer de bloqueo (etanolamina 0.1 M, pH8.2),
Para bloquear cualquier grupo imidato sin reaccionar

M

Agitar suavemente por inversion durante 1 h a temperatura ambiente
y posteriormente drenar la solucion

Lavar la columna con buffer de elucion de 1gG (aminas primarias, pH 2.89).
En este paso se espera que eluya todo el IgG que no se unio covalentemente
a la proteina “A”.

Lavar la columna con buffer de lavado
Purificaciénidel antigeno
Equilibrar la columna con buﬁe@de unién (Tris, 10 mM, pH 7.5)
Aplicar la muestra (previamente‘i diluida 1:1 con buffer de union)
Agitar suavemente por inversion durante toda la noche
Drenar la muestra y lavar la columna con bufier de union
(obtener fracciones de 1ml y momtgregr_a)ZBO nm, hasta obtener la lectura
mas baja

Eluir la Zm-IGF con buffer de EﬂLYCiC’)[‘I (Glicina-HCI, 0.1 M, pH 2.8)
y monitorear las fracciones a 280 nm
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SINTESIS /N VIVO DE PROTEINAS RIBOSOMALES

0.5'g de ejes secos incubados
en medio MS durante 22 h

v
Aplicar tratamientos y segun el caso, dar Macerar en presencia de N,
pulso de %[S]-metionina (300 pCiml') o ——  liquido y adicionar buffer
32[P}-ortofosfato (330 uCimi") por 2h de extraccion
+ .
Homogenizar con politron durante 3 min
a 27,000 g por30 mina4°C
Sobrenadante
y 2 280,000 g por3.5ha4eC,
s en un colchon de sacarosa
o \A
Sobrenadante Pastilla
fraccion postribosomal fraccion ribosomal respuspender en  buffer
de resuspension, incubar en hielo con
l agitacién ocasional

Evaluacion de la poza

6,000 g por 1S mina 4 °C

Pastilia: Obtencion de proteinas . Sobrenadante: extraccion de
citoplasmicas por precipitacion proteinas ribosomales con acido
con TCA al 10 %, resuspendidas acetico y precipitacion con acetona |
en agua y neufralizadas con KOH . a-20°C

centrifugar a 8,000 g, 15 min

Pastilla: resuspender en buffer de
resuspension

1.- Analisis electroforético y autorradiografia
2.- Evaluacion de la incorporacion de marca por centelleo liguido
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