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RESUMEN.

La regulacion de la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 (S6rp), y las rutas de
transduccidn de senales activadas por estimulos externos, que conducen a la activacion de la
cinasa de la S6 (S6K), parecen jugar un papel clave en la regulacion de la traduccién de los
mensajes que codifican para las proteinas del aparato traduccional, llamados 5’TOP (del
inglés, 5’UTR tract of oligopyrimidine). En mamiferos, S6rp es fosforilada por la p70°°*
bajo estimulos mitogénicos y condiciones nutricionales favorables. En extractos crudos de
ejes embrionarios de maiz se identificé una proteina de 62 kDa (ZmS6K) con anticuerpos
contra la p70°°® de humano. ZmS6K demostré tener actividad sobre la proteina ribosomal S6
tanto in vitro como in vivo y sobre un péptido sintético que contiene los sitios fosforilables de
la S6rp, con parametros cinéticos similares a los de la p70°°X. La activacién de la ZmS6K se
llevo a cabo por fosforilacién en multiples sitios de la proteina. De igual forma, el incremento
en la actividad de la proteina correlaciona con la fosforilacion en el residuo equivalente a la
treonina-389 de la p?OSﬁK. Durante el proceso de germinacion, el nivel de expresion de la
proteina ZmS6K permanece casi constante, mientras que su mensajero se incrementa. Lo
mas importante, es que su actividad y su movilidad electroforética inducida por fosforilacion
y por otras posibles modificaciones postraduccionales se incrementa durante la germinacion.
El tratamiento de ejes embrionarios con factores de crecimiento como insulina, un factor
endégeno de maiz inmunoldgica y bioquimicamente relacionado con insulina (ZmIGF) o
AlA, induce un incremento en la fosforilacion y en la actividad de la ZmS6K. El tratamiento
de los ejes embrionarios con rapamicina, un inhibidor de la ruta de sefializacion que conduce
a la fosforilacion de la S6rp en mamiferos a nivel de la cinasa mTOR, inhibe también la
fosforilacion y la actividad de la ZmS6K, sugiriendo la presencia de una ruta de sefializacion
regulada de manera semejante y la presencia de la proteina equivalente en plantas.

Por lo anterior se concluye que ZmS6K es la proteina ortéloga en maiz de la p?OS(’K
de mamiferos, con un papel importante en la regulacion del control traduccional que incide

en el crecimiento y proliferacion celular durante la germinacion de maiz.



ABSTRACT.

The regulation of ribosomal protein S6 (S6rp) phosphorylation and the signal
transduction pathways activated by external stimuli that lead to the S6 kinase (S6K), seems to
play a key role in the translation regulation of messengers that encodes for the translational
apparatus proteins, called 5'TOP (5'UTR tract of oligopyrimidine) mRNAs. In mammals,
Sérp is phosphorylated by p?’()SthK under mitogenic stimulation and favorable nutritional
conditions. In crude extracts from maize embryonic axes, a 62 kDa protein was 1dentified

K antibodies from rabbit. ZmS6K demonstrated to have

(ZmS6K) using anti-human p70
activity on S6rp both, in vitro and in vivo and on a synthetic peptide that contains the S6rp
fosforilable sites. The ZmS6K kinetic parameters were similar to those used in p70°°¢
activity assays. The ZmS6K activation was carried out by phosphorylation in multiple sites
on the protein. In the same way, the increment in the Zm6K activity correlates with the
phosphorylation in the equivalent p70°® threonine-389 residue. During the germination
process, the level of ZmS6K protein expression remains almost steady, while its messenger is
increased. Most important, ZmS6K activity and electrophoretical mobility induced by
phosphorylation and other possible postranslational modifications, increased during
germination. Embryonic axes treatment with an immunological and biochemicaly
insulin-related maize growth factor (ZmIGF), or IAA, induces an increment in ZmS6K
activity and phosphorylation. Embryonic axes treatment with rapamycin, an inhibitor of the
signal transduction pathway that drives to the Sé6rp phosphorylation in mammals at level of
mTOR kinase, also inhibits the ZmS6K phosphorylation and activity, suggesting the
presence of a similar signal transduction pathway in maize, as well as, the presence of the
equivalent TOR protein in plants.

Taken together all this data, it is concluded that ZmS6K is the mammalian p70°°®
ortholog protein in maize, with an important role in the translational control regulation that

impacts growth and cellular proliferation during maize germination.

Vv



I. ANTECEDENTES.
1. MECANISMO DE SINTESIS DE PROTEINAS EN EUCARIONTES.

La sintesis de proteinas es uno de los procesos celulares de mayor consumo de
energia, por lo que su regulacion debe de estar finamente acoplada al estado metabélico de
las células (Warner, 1999; Pestova y Hellen, 2000; Rutter et al., 2002). La proliferacion
celular normalmente requiere que la célula en crecimiento ajuste su capacidad de biosintesis
de proteinas en respuesta a la disponibilidad de nutrientes, asi como a la presencia de factores
de crecimiento y otras sefiales quimicas. Esta respuesta involucra cambios coordinados, ya
sea en la velocidad de traduccion, asi como en la abundancia de la maquinaria de sintesis en
si, especificamente de los ribosomas. El acoplamiento estrecho entre contenido de ribosomas
y velocidad de crecimiento es entendible desde dos puntos de vista. Primero, cuando las
células estan en sus velocidades maximas de crecimiento, bajo las condiciones éptimas, una
alta concentracion de ribosomas es necesaria para sustentar las demandas de biosintesis de
proteinas. Segundo, como la sintesis de ribosomas es energéticamente muy costosa, para
conservar sus recursos, las células deben limitar la produccién de nuevos ribosomas bajo
condiciones en las cuales la demanda de sintesis de proteinas es baja, tal como ocurre cuando
los nutrientes estan en condiciones limitantes (Proud, 2002; Bougnet et al., 2003). La sintesis
de proteinas es también uno de los procesos celulares mas complejos, que involucra la accion
concertada de muchas moléculas de RNA y proteinas en multiples pasos secuenciales
(Pestota y Hellen, 2000). Por tanto, antes de discutir los mecanismos que regulan la sintesis
de proteinas, evento conocido como “control traduccional”, es necesario conocer el
mecanismo general de sintesis de proteinas en eucariontes, haciendo énfasis en algunas
diferencias de este mecanismo en plantas.

1.1. Estructura del Ribosoma de eucariontes.

Los ribosomas de eucariontes son complejos ribonucleoproteicos con un coeficiente
de sedimentacion 80S. Este complejo esta formado por dos subunidades distintas con
coeficientes de sedimentacion de 60S (subunidad grande) y 40S (subunidad pequefia). La
subunidad grande contiene alrededor de 50 proteinas diferentes y tres moléculas de rRNA de
58S, 5.8S y 28S respectivamente. Por otro lado, la subunidad pequefia consta de una molécula

de rRNA de 18S y aproximadamente 30 proteinas diferentes (Lewin, 1997).



1.2. Fases de la sintesis de proteinas

1.2.1. Iniciacion.

Los modelos utilizados para ilustrar el mecanismo de inicio de la traduccion se han
basado principalmente en los resultados de experimentos bioquimicos in vitro utilizando, en
la gran mayoria de ellos, el mRNA de B-Globina como mensajero modelo con estructura
CAP (un 7-metil GTP invertido como primera base en el extremo 5 del mRNA) (Pestota y
Helen 2000). Aunque algunos pasos en el esquema ya han sido comprobados
experimentalmente, es importante puntualizar que algunos pasos en el proceso de iniciacion
todavia se entienden pobremente por lo que el esquema se debera considerar como modelo de
trabajo. Especificamente, la iniciacion de la traduccion de un pequeio pero significativo
grupo de mRNAs eucaridticos, que ocurre a través de IRES (del ingles, Internal Ribosomal
Entry Site) (Jackson, 1995; Bonnal et al., 2003).

En todos los organismos, la sintesis de proteinas inicia con subunidades ribosomales
separadas, liberadas después de terminar la traduccion de un mRNA. La formacion del
ribosoma 80S inactivo es inhibida por las actividades anti-asociacion de los factores elF-1A
y elF-3, los cuales se unen a la subunidad 40S para prevenir su asociacion con la 60S
(Merrick, 1992; Hershey y Merrick, 2000; Preiss y Hentze 2003).

La gran mayoria de los mRNAs eucaridticos contiene una estructura CAP en su
extremo 5’ por lo que la eficiencia para reclutar estos mensajes hacia el ribosoma esta
determinada por la disponibilidad de factores que reconocen esta estructura del mRNA. El
factor elF-4E, como parte del complejo de iniciacion elF-4F, es el factor que reconoce la
modificacion 7-metil en la guanosina del extremo 5’ terminal de la vasta mayoria de los
mRNAs celulares, y su disponibilidad esta determinada por una familia de proteinas de unién
al eIF-4E, 4EBPs (del ingles 4E-Binding Proteins). El eIF-4E permanece secuestrado cuando
las 4EBPs se encuentran desfosforiladas y forman un complejo estable con este factor.

En el modelo de la figura 1 se esquematiza el proceso de iniciacion de la sintesis de
proteinas: Cuando la 4EBP1 (también conocida como PHAS-I, del inglés Phosphorylable
Heat and Acid-Stable inhibitor) es fosforilada a través de rutas de sefializacion activadas por
estimulos que promueven el crecimiento (1), libera al factor eIF-4E (II); una vez liberado
elF-4E se une a la estructura 5° CAP de los mensajes (II) a través de su asociacién con

elF4G, una proteina de 220 kDa que hace un contacto adicional con elF-4A (III). El complejo



formado por elF-4E, elF-4G y elF-4A se llama entonces elF-4F (III). eIF-4A en sinergismo
con elF-4B tienen actividad de helicasas que desdoblan las estructuras secundarias formadas
en las regiones 5° UTR de los mRNAs (Rozen et al., 1990; Lorsch y Herschlag, 1998). elF-3
engancha al complejo preiniciador 43S (ver mas a delante) al elF-4G (IV) que a través de su
interaccion con la proteina de unién a la cola de poli A (PABP, del ingles Poly (A) Binding
Protein) circulariza el mRNA, aumentando asi la probabilidad de reiniciar la traduccion
(Sachs et al., 1997; Gallie, 1998; Mazumder et al., 2003). Por otro lado, el tRNA iniciador,
unido a una metionina por la aminoacil sintetasa respectiva (IX), forma un complejo ternario
con elF-2 y GTP (X), antes de unirse a la subunidad 40S. El tRNA iniciador tiene una
secuencia y caracteristicas estructurales tnicas que no se encuentran en los tRNAs para
metionina que funciona en la etapa de elongacion, algunas de las cuales determinan su
interaccion con elF-2 (Pestova y Hellen, 2000). La union de la subunidad 40S con el
complejo formado por el metionil-tRNA, elF-2 y GTP, da origen al complejo de
preiniciaciéon 43S (XI). Una vez montado el complejo 43S al mRNA, con la ayuda de las
helicasas, la subunidad 40S realiza un escaneado sobre el mensaje hasta llegar el codon AUG
de inicio (IV) (complejo de iniciacion 48S). La fase final del proceso de iniciacion es la union
de la subunidad 60S al complejo 48S (V), formado por la subunidad 408S, el tRNA de inicio
aminoacilado, elF-2, GTP y el mRNA. El factor elF5 interactua con el factor elF2 y activa la
hidrolisis del GTP, la hidrélisis de GTP promueve la liberacion de los factores de inicio del
complejo (VII) y permite la union de la subunidad 60S para formar el ribosoma 80S (VI).
Entre los factores liberados se encuentra el factor elF-2 unido a GDP (VIII), el cual
posteriormente intercambia GDP por GTP para reiniciar el proceso y unirse a otro aminoacil
tRNA. Con el tRNA iniciador firmemente unido al sitio P del ribosoma, éste queda listo para
iniciar la sintesis de la cadena polipeptidica a través de la adiciéon de aminoacil-tRNAs
dirigida por los codones del mRNA.

Aunque el modo convencional para la traduccion de los mRNAs eucarionticos es a
través del sistema descrito anteriormente (traduccion CAP-dependiente), estudios en la
traduccion de algunos mRNAs virales y eucarionticos con extremos 5’UTR raros ha sacado a
la luz un modo alterativo de reclutamiento de los mRNAs a la subunidad 40S (Vagner al.
2001). Este proceso es llamado entrada interna del ribosoma y es mediado por una secuencia

interna en el mRNA llamada sitio interno de entrada del ribosoma (IRES o elementos IRE).



Los IRES fueron identificados primero en mRNAs de picornavirus (Jang et al., 1988;
Pelletier y Sonenberg, 1998) y subsecuentemente los elementos IRES se identificaron en
otros grupos de virus y en algunos mRNAs celulares (Holcik et al., 2000; Hellen y Sarnow,
2001; Bonnal et al., 2003). Aunque el nimero de elementos IRES descubiertos se ha
incrementado draméaticamente, las bases moleculares y el mecanismo de regulacion de su
traduccion son pobremente entendidos (Choi et al., 2004), por lo que no se discutiran en este

trabajo y solo se mencionaran como mecanismo alternativo del inicio de traduccion.
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Figura 1. Esquema representando el inicio de la sintesis de proteinas en eucariontes.
Modelo tomado de Shah et al. 2000. Para detalles ver texto.



1.2.2. Elongacion y Terminacion.

La principal atencion se ha centrado en entender el proceso de iniciacion puesto que,
como ya se menciond, en este paso operan multiples mecanismos de regulacion. Por lo tanto,
se ha puesto relativamente poca atencion en los mecanismos que regulan la elongacion y la
terminacion de la sintesis de proteinas (Browne y Proud, 2002). Sin embargo, la fase de
elongacion también ocupa un papel importante, dado que este proceso consume gran parte de
la energia metabolica de la célula (al menos 4 enlaces de alta energia se consumen por cada
aminoacido adicionado a la cadena polipeptidica naciente: dos para formar el
aminoacil-tRNA ya que en este paso el ATP se hidroliza hasta AMP y dos moléculas de GTP
se hidrolizan a GDP durante los eventos de union al ribosoma) (Hershey, 1991). El final del
proceso de iniciacion deja al tRNA iniciador aminoacilado en el sitio P del ribosoma y al sitio
A vacio, lo que sirve para que inicie el ciclo de elongacion que adiciona un amino éacido al
extremo carboxilo terminal de la cadena polipeptidica naciente por cada vuelta del ciclo
(Ramakrishnan, 2002; Kapp and Lorsch, 2004).

La fase de elongacion es desarrollada por cuatro proteinas llamadas factores de
elongacion (eEF-1a; eEF-1P3; eEF-1y y EF-2 ) y es un proceso que involucra cuatro pasos
principales: 1) la union del aminoacil-tRNA al sitio A del ribosoma correspondiente al codon
siguiente del mRNA, catalizada por el factor eEF-1a—GTP; 2) la hidrélisis de GTP y la
expulsion de eEF-1a-GDP; 3) la formacién del enlace peptidico, catalizada por el rRNA 28S
en el centro peptidil tranferasa de la subunidad 60S; y 4) la translocaciéon del ribosoma
impulsada por el factor eEF-2 con la hidrélisis de GTP. El proceso es rapido (un ribosoma
incorpora hasta 6 aminoacidos por segundo) y sus caracteristicas fundamentales son la
fidelidad, el acoplamiento exacto del codén con el apropiado anticodéon de cada
amioacil-tRNA; y la procesividad, la capacidad de sintetizar largas cadenas polipeptidicas
sin la disociacion prematura del peptidil-tRNA.

En contraste, la fase de terminacion es relativamente simple. Cuando un codén de
terminacion (UAA, UGA o UAG) se posiciona en el sitio A del ribosoma, un factor de
liberacién  (eRFs) ocasiona el rompimiento del peptidil-tRNA, liberando la proteina
completada. Las bacterias poseen dos clases de RFs. RF1 y RF2 corresponden a la clase 1 y
son especificos para cada codon de terminacién: mientras que ambos responden al codén

UAA, RF1 reconoce al codén UAG y RF2 reconoce al codon UGA (Scolnick et al., 1968;



Kapp and Lorsch, 2004). Los factores procarioticos RF1 y RF2 emplean una secuencia de
amino acidos lineal definida para el reconocimiento del codén de paro correspondiente (Ito et
al., 2000). Se cree que el péptido anticodon y el codoén forman una interaccion que es analoga
al apareamiento coddén:anticodén entre el mRNA y el tRNA (Ito et al., 2000). La clase 2 de
RFs en bacterias esta constituida por el RF3, el cual no solo estimula las actividades de RF1 y
RF2, si no que también es requerido para expulsarlos del ribosoma, después de la hidrolisis
del peptidil-tRNA (Freistroffer et al., 1997; Kapp and Lorsch, 2004). En contraste, la clase 1
de RFs en eucariontes solo posee un eRF1. De acuerdo con esto, eRF1 tiene la capacidad
preponderante de decodificar y promover la hidrélisis del peptidil-tRNA en respuesta a
cualquiera de los tres codones de paro (Dontsova et al., 2000). Los eucariontes también
poseen un simple RF de la clase 2, eRF3 (Frolova et al., 1996; Kapp and Lorsch, 2004).
Aunque se asume que su funcion es similar al RF3 de bacterias, el papel de eRF3 en la
terminacion de la sintesis de proteina en eucariontes aun no ha sido completamente
dilucidado (Inge-Vechtomov et al., 2003).

Tanto el mecanismo de sintesis de proteinas como las macromoléculas que
intervienen en eucariontes y procariontes son similares en ambos sistemas. Sin embargo la
fisiologia y caracteristicas de cada especie presentan diferencias, no tanto en la maquinaria
de traducciodn, sino en los mecanismos que regulan el proceso.

1.3. La sintesis de proteinas en plantas.

En el caso especifico de plantas, el mecanismo de sintesis de proteinas y los factores
que lo regulan son temas cuya investigaciéon se ha incrementado en los ultimos afios
(Browning, 1996; Gallie, 1996; Bailey-Serres, 1999; Dinkova et al., 2000). Se han realizado
multiples estudios sobre la actividad de los factores elF-4F, -4A, -4G, -2a, y algunos
relacionados con su modificacion por fosforilacion (Browning et al., 1990; Webster et al.,
1991; Le et al., 1997). 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 elFisod4F y elF4F
(Browning et al., 1992). Cada uno de estos complejos tiene componentes eIF4E y elF4G
diferentes, por lo cual en plantas hay dos isoformas elF4E/elFiso4E y dos isoformas
elF4G/elFiso4G (Browning et al., 1998). Por otro lado, a pesar de que no existen homoélogos

de las proteinas de unién al factor elF4E en plantas, recientemente se reporté que la



lipoxigenasa tipo 2 en Arabidopsis thaliana puede hacer interacciones fisicas con el eIF4E y
elFiso4E a través de una region similar al motivo conservado de unién del elF4E (Freire et
al., 2000).

Los ribosomas de plantas tienen una arquitectura similar a los de mamiferos
(Montesano y Glitz, 1988). Las proteinas ribosomales de las subunidades grande y pequena
del citoplasma han sido fraccionadas y catalogadas por electroforesis bidimensional (Scharf
y Nover, 1987). Por otra parte, la estructura de las proteinas ribosomales de varias especies
de plantas superiores, tanto en monocotiledéneas como en dicotiledoneas, parece estar
conservada (Gualerzi, et al., 1974). El grado de conservacion de las proteinas ribosomales de
las diferentes especies estudiadas es tal que los ribosomas de una especie pueden traducir los
mensajes de otras. Un ejemplo caracteristico lo representa el lisado de reticulocitos de conejo
(Promega®) que puede traducir mensajes extraidos de plantas y el extracto de germen de
trigo que puede traducir mensajes extraidos de mamiferos (Promega®).

En resumen, 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 union 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 la inhibicién de la sintesis de proteinas.

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

2. CONTROL TRADUCCIONAL.

La expresion de la mayoria de los genes es regulada temporal y espacialmente. Esta
regulacion ocurre en multiples pasos y a diferentes niveles: en la sintesis y degradacion del
RNA, incluyendo la transcripcion, el procesamiento, transporte y estabilidad del mRNA; en
la traduccion, estabilidad de la proteina y modificaciones postraduccionales (Clemens and

Bommer, 1999; Gingras et al., 2001).



2.1 Conjunto de mecanismos que regulan la traduccion de los mRNAs.

En los ultimos anos se han logrado grandes avances en la comprension de los
mecanismos de control de la traduccidn, ya sea a través de la regulacién de las proteinas que
se unen a mRNAs especificos y regulan su traduccidn; o a través del control de las
actividades de los componentes de la maquinaria traduccional (Rhoads, 1999; Prendergast,
2003).

El control de la expresion genética a nivel traduccional presenta las grandes ventajas
de ser un control de respuesta rapida, reversible, de ajuste fino en la cantidad de proteinas,
regulacion coordinada de familias de proteinas, potencial para un control espacial y eficacia
en sistemas que carecen del mecanismo de control transcripcional, especialmente en células
sin nucleo (Mathews et al., 2000; Gingras et al., 2001). Ademas, la regulacién de la sintesis
de proteinas en eucariontes juega papeles criticos en el desarrollo, diferenciacion, progresion
del ciclo celular y la apoptosis (Mathews et al., 2000).

Después de la transcripcion, procesamiento y exportacion del niicleo al citoplasma, el
mRNA esta listo para su traduccion. Sin embargo, dos transcritos presentes en cantidades
idénticas pueden ser traducidos a velocidades muy diferentes. Este fenomeno es causado, en
parte, por el hecho de que el ribosoma no se une directamente al mRNA, sino que el ribosoma
es reclutado hacia el mRNA a través de la accidon concertada de un gran numero de factores
eucaridticos del inicio de la traduccién (elFs) (Kozak, 1999; Shah et al., 2000).

La eficiencia de traduccion de un mRNA depende de los elementos estructurales
propios de sus regiones 5’ y 3’ no traducibles (5’UTR y 3’UTR), asi como de la
disponibilidad y actividad de los factores que reconocen estas estructuras (Gingras et al.,
1999). En la regién 5’UTR, los elementos importantes son la estructura 'mGpppG (CAP)
(Gingras et al., 2001), la presencia de estructuras secundarias y la longitud de la regién
(Kozak, 1991), la presencia de codones de iniciacion “rio arriba™ de la region codificante
(Geballe, 1996; Morris y Geballe, 2000; Hernandez-Sanchez et al., 2003), asi como la
presencia de sitios de entrada interna al ribosoma (IRES) que son capaces de promover una
traduccion independiente de CAP (Gosert et al, 2000; Hellen y Sarnow, 2001;
Henis-Korenblit et al., 2002; Kobayashi et al., 2003). En la region 3’UTR se han encontrado
elementos que participan en la estabilidad y localizacion citoplasmica de los mRNAs (Sachs

et al,, 1997; Mazumder et al., 2003). La poliadenilaciéon de este extremo tiene un papel



importante en la estabilizacién de mensajes, asi como en su movilizacién a polisomas para su
traduccion (Stutz et al., 1998). La interaccion sinérgica entre el extremo 5’CAP y la cola de
poli A del extremo 3’ permite incrementar la estabilidad y la eficiencia traduccional de los
mensajes (Sachs et al., 1997; Gallie, 1998; Mazumder et al., 2003). Dicha interaccion esta
determinada por la presencia de las proteinas afines a poli A (PABP) que interactiian con
algunos de los factores de iniciacion presentes en el extremo 5° del mensaje, especialmente
con el factor elF-4G (Hornstein et al., 1999). Existen ejemplos especificos durante el
desarrollo de algunos organismos, que demuestran como el incremento en la longitud de la
cola de poli A es capaz de determinar el momento en el cual un mensaje sera traducido (Stutz
et al., 1998).

En las iltimas décadas se han realizado numerosas investigaciones relacionadas con
los eventos que controlan la sintesis de proteinas a nivel de la iniciacion, lo que ha permitido
reconocer que la regulacion a nivel del inicio de la traduccidn juega un papel fundamental en
los patrones de expresion genética durante el crecimiento, desarrollo y diferenciacion celular.
La sintesis de proteinas depende tanto de la maquinaria de traduccién asi como de la cantidad
y la estructura del mRNA, ya que la cantidad de ribosomas es un indicio de la capacidad de la
célula para sintetizar proteinas (Pain, 1996). Por tanto la regulacion de la sintesis del aparato
traduccional en si, es fundamental para controlar los procesos de diferenciacion, crecimiento
y proliferacion celular.

La sintesis de las proteinas de la maquinaria traduccional propiamente, parece estar
sujeta a un modo de regulacién caracteristico. Los mRNAs que codifican para la gran
mayoria de las proteinas ribosomales y factores de traduccion, exhiben una caracteristica
estructural definida: un tracto rico en pirimidinas, ubicado en seguida de la estructura 5’CAP.
Esta firma de nucledtidos, designada TOP, (del ingles, tract of oligopyrimidine) (Meyuhas
2000), confiere selectividad traduccional a los mensajes, la cual es inducida en respuesta a un
rango de estimulos mitogénicos (Shah et al., 2000) y/o nutricionales (Meyuhas 2000; Proud
2002).

3. RUTAS DE SENALIZACION QUE INCIDEN EN EL CONTROL
TRADUCCIONAL.

La insulina y los factores de crecimiento semejantes a insulina (IGFs) son hasta

ahora, unos de los efectores mejor caracterizados de la via de transduccién que regula la
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sintesis de proteinas. Estudios extensivos de la biologia de la insulina y de los IGFs, han
mostrado que el sistema insulina/IGF esta compuesto de dos subsistemas complementarios ¢
interactuantes que gobiernan el crecimiento, el metabolismo, la reproduccioén y la longevidad
(Saltiel y Kahn, 2001; Oldham y Hafen, 2003). Por un lado, la insulina, secretada por las
células B del pancreas en respuesta a altas concentraciones de glucosa sanguinea, regula
principalmente el metabolismo anabdlico en tejidos clasicos sensibles a insulina como el
higado, el musculo y el tejido adiposo (Saltiel y Kahn, 2001). Por otro lado los IGFs, al ser
regulados por de la hormona del crecimiento, son esenciales para regular el crecimiento y el
tamano corporal tanto de manera prenatal (IGF-I, e IGF-II) como postnatal (IGF-I)
(Efstratiadis, 1998).

Los receptores para la insulina y los IGFs son miembros de una superfamilia de
receptores para factores de crecimiento tipo cinasa de residuos de tirosina (Ulrich y
Schlessinger, 1990). Estos receptores se activan con la union de insulina o IGFs
respectivamente, provocando su actividad intrinseca de cinasa de tirosina que inicia una
cascada de reacciones que involucra multiples rutas de sefializacion, tales como las rutas de
la fosfatidil-inositol 3-cinasa (PI3K) y la de las proteinas cinasas activadas por mitdégenos
MAPKs (del inglés, Mitogen Activated Protein Kinases), responsables de los diversos
efectos de estos factores de crecimiento, tales como los incrementos en la division celular, en
el tamario celular, en la sintesis de proteinas, en la migraciéon celular y la inhibicion de la
apoptosis (Butler et al., 1998; Peruzzi et al., 1999; Imai y Clemmons, 1999).

Los estudios en levaduras sobre el control de crecimiento celular han llevado a la
conclusion de que se requiere alcanzar un tamaflo minimo, antes de empezar la division
celular (Johnston et al., 1977; Kozma y Thomas, 2002). En este sistema, se ha demostrado
que en condiciones que impiden el crecimiento celular, tales como la falta de nutrientes, la
division celular se arresta, mientras que mutaciones que bloquean la progresién del ciclo
celular, no inhiben el crecimiento celular (Kozma y Thomas, 2002). Estos estudios indican
también que el crecimiento y la proliferacion, aunque son procesos distintos, estan sin
embargo asociados, ya que la proliferacion requiere previamente del crecimiento (Johnston
et al., 1977; Kozma y Thomas, 2002). Los estudios en Drosophila, donde los reguladores
especificos del ciclo celular se han manipulado, han llegado a la conclusion de que ocurre lo

mismo en metazoarios (Weigmann et al., 1997; Neufeld et al., 1998). Estos estudios han
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ayudado a volcar la atencion, de la maquinaria del ciclo celular que dirige la proliferacion
celular en respuesta a mitogenos, a las rutas de sefializacion que controlan el crecimiento
celular a través de la regulacion de los eventos anabolicos requeridos para que la célula se
duplique a si misma exactamente. Estas rutas de sefializacion se han estudiado en gran detalle
en los tdltimos afios y se han elucidado gran parte de sus componentes en sistemas de
mamiferos (Blume-Jensen y Hunter, 2001). Nuevamente, dos rutas de transduccion de
senales han emergido como sistemas criticos de la respuesta al crecimiento: la ruta de
Ras/MAPK, que principalmente actia a través de controlar la expresion de myc; y la ruta de
PI3K, que actia regulando la actividad de PI3K, PKB (o Akt), PKC, PKG, PKA, mTOR
(mammalian Target Of Rapamycin) y la p70°% (Kozma y Thomas, 2002).

La ruta PI3K juega un papel primordial en los efectos metabdlico y mitogénicos de la
insulina y los IGFs (Sheperd et al., 1998; Ueki et al., 2002). La importancia de esta ruta en el
crecimiento celular se descubrié inicialmente a partir de los estudios realizados en
Drosophila, donde se demostré que la sobreexpresion de un alelo dominante negativo de
PI3K en el ala, produce una disminucion del tamaio celular; mientras que la sobreexpresion
del alelo activado ocasiona un incremento del tamafio celular (Leevers et al., 1996). Estudios
subsecuentes demostraron que mutaciones en cualquiera de los componentes de esta ruta de
senalizacion, tiene efectos sorprendentes sobre €l nimero y tamaio celulares (Leevers et al.,
1996; Bohni et al., 1999; Huang et al., 1999; Goberdhan et al., 1999) a excepcién de la dS6K,,
que solo afecta el tamafo celular (Montagne et al., 1999). El conocimiento previo acerca de
la ruta PI3K se obtuvo a partir de estudios farmacolégicos, bioquimicos y de transfeccion de
células en cultivo en modelos animales (Vanheasevroeck et al., 1999). Sin embargo, los
modelos generados para explicar como se relacionan los componentes especificos de esta
ruta, son mucho mas complicados de lo que se ha descrito.

En la figura 2 se presenta un modelo genérico donde se describe la ruta de
transduccion de sefales inducida por insulina/IGFs: La unién de la insulina o de los IGFs a
sus respectivos receptores ocasiona el reclutamiento y fosforilacion de las proteinas
acopladoras denominadas IRSs (del ingles “insulin substrate receptor”) para reclutar y
acoplar a la PI3K a la membrana celular (Stocker y Hafen, 2000). Una vez acoplada a los
IRSs, PI3K fosforila al lipido fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;), produciendo

fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP;) que a su vez funciona como segundo mensajero
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modulando la activacion de las cinasas PKB y PDK 1 (Alessi et al., 1997; Stokoe et al., 1998).
PDK1 media la fosforilacion de PKB (Alessi et al., 1997; Stokoe et al., 1998) y SOK (Alessi
etal., 1998; Pullen et al., 1998). Una vez activada por PIP; y PDK 1, PKB media directamente
la fosforilacion y activacion de GSK3 (Cross et al., 1995) y se ha argumentado que
paralelamente PKB interviene en la activacion de mTOR por un mecanismo aun
desconocido. Una vez activada, mTOR regula el incremento en la fosforilacion de 4EBP y de
S6K (Burnett et al., 1998). Algunos efectores negativos pueden actuar en esta cascada de
transduccion de sefiales como son: la fosfatas de fosfolipidos (PTEN) (Myers et al., 1997),
las proteinas TSC (del ingles, Tuberous Sclerosis Complex) 1 (hamartina) y 2 (tuberina)
(Tapon et el., 2001; Potter et al., 2001, Gao y Pand, 2001), el inhibidor del factor de
iniciacion 4E (4EBP1-3) y la rapamicina (Pause et al., 1994; Kozma y Thomas, 2002).
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Figura 2. Modelo genérico representando la ruta de transduccion de sefiales
desencadenada por insulina. Modelo tomado de Kozma y Thomas 2002. Para detalles
ver texto.

3.1. La fosforilacién de la proteina ribosomal S6.

Existe una fuerte correlacion entre la expresion de los mensajes TOP y el estado de
fosforilacién de la fosfoproteina ribosomal S6. La proteina S6 se localiza en la interfase entre
las dos subunidades del ribosoma completo, aparentemente haciendo contacto con el TRNA
ribosomal 28S de la subunidad 60S. Ademas, en esta regién ocurren muchos procesos clave
para la traduccion, tales como la unién del mRNA y tRNA y la asociacién momentanea de
algunos de los factores de iniciacion y elongacién (Nygard y Nilsson, 1990; Morley y
Thomas, 1991). De esta manera, la fosforilacion de 5 posibles sitios en la proteina S6, puede

servir para inducir o estabilizar cambios conformacionales en el ribosoma que puedan
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permitir asociacion diferencial del ribosoma con proteinas o mRNAs. Alternativamente,
dada su localizacién, formas diferencialmente fosforiladas de S6 pueden interactuar
directamente con mRNAs o con sus proteinas asociadas y conducir a una afinidad selectiva
de la maquinaria de traduccién para mRNAs especificos (Stewart y Thomas, 1994;
Fumagalli y Thomas, 2000). Estas sugerencias tienen bases experimentales puesto que los
ribosomas fosforilados en S6 tienen una gran capacidad de unir oligémeros de poliuridinas
(Gressner y van de Leer, 1980).

La fosforilacion de la proteina ribosomal S6 se ha estudiado a gran detalle y se ha
mostrado su papel en la traduccion preferencial de algunos mRNAs especificos a través de un
mecanismo que no se conoce totalmente (Stewart y Thomas, 1994; Fumagalli y Thomas,
2000). La fosforilacion de la proteina S6 es inducida por factores de crecimiento a través de
las S6Ks, una familia de cinasas de serinas y treoninas sensibles a rapamicina (Ferrari y
Thomas, 1994; Law et al., 2000). En una célula en division, S6K 1, también conocida como
p70°°*, es necesaria para la progresion del ciclo celular, mas alla del “checkpoint™ G, (Lane
et al., 1993) y modula la activacion transcripcional de E2F, un factor de transcripcion

OS(JK

(Brennan et al., 1999). Estudios en Drosophila han demostrado que p7 esta involucrada

en determinar el tamaiio celular (Montagne et al., 1999); asi mismo en raton, la delecion de
p70°°* da como resultado un ratén pequeio (Shima et al., 1998).

La estructura de los ribosomas es altamente conservada en todos los organismos
eucariontes. En las plantas existe también la proteina ribosomal S6 y se ha demostrado que su
nivel de fosforilacion esta estrechamente regulado durante el desarrollo y en respuesta a
cambios ambientales. La fosforilacion de una proteina ribosomal de ~30 kD,
presumiblemente la S6, vario en respuesta a diferentes estimulos en células de tomate (Scharf
y Nover, 1982); Arabidopsis (Turck et al., 1998) y en ejes embrionarios de maiz donde se
demostr6 su identidad por anticuerpos especificos (Beltran-Pena et al., 2002). Ademas, se
demostro que diferentes condiciones de estrés abidtico regulan la fosforilacion de la S6 en
puntas de raices de maiz (Bailey-Serres y Freeling, 1990; William et al., 2003). Asi mismo, la
fosforilacion de la S6 se encontrd incrementada en ejes embrionarios de maiz estimulados
con auxinas (Pérez et al., 1990, Beltran-Pefia et al., 2002) o insulina (Sanchez de Jiménez et

al., 1999; Garcia-Flores et al., 2001); asi como en cotiledones de calabaza estimulados con

citocininas (Yakovleva y Kulaeva, 1987).
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3.2. La cinasa de la proteina S6 (S6K).

p?(}s"’y‘ es una proteina cinasa que en mamiferos es activada por calcio y por estimulos
que involucran a la via de la fosfatidilinositol 3-cinasas (PI3K) (Vanhaesebroeck, 1997,
Brennan et al., 1999), la cual regula in vivo la fosforilacion multiple de la proteina ribosomal
S6 (Pullen y Thomas, 1997; Law et al., 2000). Se ha demostrado que la funcién de la p70°°*
es importante porque al fosforilar eficientemente a la proteina S6, se establece una
correlaciona positiva con la regulacion de la traduccién de los mRNAs 5’ TOP (Fumagalli y
Thomas, 2000). Esta clase de mRNAs codifican para muchos de los componentes de la
maquinaria de sintesis de proteinas, en especial para las proteinas ribosomales, que
representan del 20 al 30 % del total de mRNAs de la célula (Meyuhas et al., 1996).
Dependiendo de cuéles y de cuantos sitios se encuentren fosforilados en la proteina S6, los
ribosomas podrian llevar a cabo la traduccion selectiva de estos mRNAs dando asi,
versatilidad a la respuesta celular. Ademas, la actividad de p70°°% est4 altamente regulada a
través de la fosforilacion de 8 posibles sitios presentes en la enzima, por diversas cinasas que
la activan directamente (Pullen y Thomas, 1997) y que a su vez son activadas por cascadas de
transduccion de senales, las cuales se conocen cada vez mas.

Los sitios de fosforilacion de la p70°°" de mamiferos, también conocida como S6K 1,
se encuentran distribuidos en dos grupos en sitios bien definidos de la enzima. El primer
grupo esta compuesto de motivos de Ser/Treo-Pro y se encuentra en el extremo carboxilo de
la S6K1 (Ferrari et al., 1992). Al segundo grupo pertenecen sitios claves para la regulacion de
la proteina. Estos sitios estan flanqueado por grupos aromaticos (Pearson et al., 1995) y son
el blanco selectivo de la desfosforilacion e inactivacion por el inmunosupresor rapamicina,
asi como del metabolito fliingico wortmanina (Pearson et al., 1995).

Las cinasas de proteinas son componentes comunes de rutas de transduccion de
senales en todos los eucariontes y diferentes especies las han adaptado para acoplar distintos
estimulos a respuestas fisiologicas. Este paradigma se ejemplifica con la familia de cinasas
activadas por mitégenos (MAPKs) (Hirt, 1997). En plantas, participan en rutas de
transduccion de sefiales implicadas en respuesta a heridas, patogénesis y estrés abiodtico, asi
como en aquellas que responden a las hormonas vegetales como auxinas, acido absisico y
etileno (Hirt, 1997). En contraste a la ruta de sefialamiento de las MAP cinasas, en plantas se

sugieren, pero no se han caracterizado homélogos de la p70%°F, Sin embargo, existen reportes
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de genes aislados de Arabidopsis, con sondas de la enzima de mamiferos, donde se demostré
que el producto de estos genes, expresados en lineas celulares de animales, sustituye la

SOK

funcion de la p70™”" (Turck et al., 1998). Cabe resaltar ademas, que los alineamientos de las
secuencias deducidas de aminoacidos de esos genes con los de mamiferos, demuestran que
los residuos importantes para la activacidon de la proteina estan conservados (Turck et al.,

1998) (Figura 3).
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Figura 3. Comparacion estructuralde los genes de Arabidopsis, AtS6k1 y AtS6k2, con
el de la p70%K de mamifero. Se indican los residuos fosforilables, serinas (S) y
treoninas (T), esenciales para la activacion de la p70%K conservados en la proteina de
plantas. Los numeros sobre los esquemas representan la posicion de los aminoacidos
dentro de la proteina. (Tomado de Turck et al. 1998).

3.3. El papel de la mTOR en la activacion de la S6K.

La enzima TOR (target of rapamycin) fue originalmente identificada genéticamente
en levaduras mutantes, resistentes al efecto inhibitorio sobre crecimiento celular del
complejo inmunofilina-inmunosupresor FKBP (FK506 bindig protein)-rapamicina (Heitman
et al., 1991). mTOR, la contraparte estructural y funcionalmente conservada en mamiferos,
fue descubierta basiandose en sus propiedades de union al complejo FKBP-rapamicina

(Brown et al., 1994, Chiu et al., 1994) y recientemente homologos de TOR se han encontrado
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en los genomas de gusanos, moscas y plantas (Schmelzle y Hall 2000; Menand et al., 2002).
El inmunosupresor y antibiético rapamicina inhibe potentemente el crecimiento de diversas
células evolutivamente distintas, sugiriendo que TOR tiene una funcion conservada en
controlar el crecimiento celular. En respuesta a aminoacidos y factores de crecimiento,

mTOR controla la maquinaria de traduccién a través de la activacién de la enzima p70°®*

yla
inhibicion de la proteina de union del factor elF4E (4EBP o PHAS-I) (Thomas 2002). Como
ya se menciond, la activacion de la p70°°® resulta en la fosforilacion de la S6rp en la
subunidad 40S del ribosoma y en la traduccion de los mRNAs 5’ TOP (Jefferies et al., 1997).
Estos mRNAs constituyen una pequenia familia de transcritos abundantes (alrededor del 20
% de los mRNAs celulares) que codifican principalmente para proteinas ribosomales y
componentes del aparato traduccional (Meyuhas et al., 1996; Meyuhas 2000; Grolleau et al.,
2002). Por otra parte, TOR libera al factor eIF-4E de su inhibidor 4EBP, permitiendo asi la
traduccién dependiente de CAP. De esta manera, al controlar la traduccion de los mensajes
5’TOP y la traduccién dependiente de CAP, mTOR regula la maquinaria traduccional bajo
condiciones favorables para el desarrollo. Sin embargo, el desarrollo celular no es regulado
pasivamente solo por la disponibilidad de nutrientes sino que en su regulacién y control,
participa una intrincada red de rutas de transducciéon de sefiales compaginadas con la
fisiologia celular general, que inducen la sintesis balanceada de macromoléculas. Existe
ademas, una creciente evidencia de que TOR juega un papel central controlando varias de
esas rutas, de esta forma TOR integra diversas sefiales que determinan el crecimiento celular.

El descubrimiento reciente de la TOR en Arabidopsis con un papel central en el
desarrollo temprano de la planta (Menand et al., 2002), indica que TOR tiene una funcién
evolutivamente conservada. Ademas, el hecho de que la rapamicina tenga un efecto negativo
sobre la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 y sobre la movilizacién de mensajes tipo
TOP.en ejes embrionarios de maiz (Garcia-Flores et al., 2001), sugiere fuertemente que TOR

esta también presente en maiz.

3.4. Efectores de la ruta de seializaciéon que regula la sintesis de proteinas en
plantas.

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

regulando. Sin embargo, algunos estudios previos indican la presencia de péptidos
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semejantes a los IGFs en diferentes plantas, a los que no se les ha relacionado con una
funcion enddgena determinada. Al respecto, se reportd en espinaca y Lemna gibba, la
existencia de un péptido que es reconocido por anticuerpos contra insulina (Collier et al.,
1987). Ademas se reportd una proteina de reserva en soya de 4 kDa, capaz de unirse a los
receptores de insulina de bovino (Hirano et al., 1992). Posteriormente, se reportd la
existencia de una proteina leg-insulina en hojas de Lupino (Ilgoutz et al., 1997) y
recientemente se aislo un péptido de la fraccion proteica de semillas de frijol de soya con una
secuencia de aminoacidos semejante a un segmento de la cadena 8 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 et al., 1987;
Oliveira et al., 1999). Sin embargo, en ningin caso se ha estudiado el efecto regulatorio
endogeno de estos péptidos en las plantas de origen. Existe s6lo un reporte en el que se
determiné un efecto estimulatorio de insulina en 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).

Se ha demostrado ademas, 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 et al., 1996; Jin et al., 2000). Esto apoya la idea de que en plantas, las vias de
transduccion de sefales pudieran ser similares a algunas de animales, mediadas por
fosforilacion de varios sustratos (Watanabe et al., 1994; Trojanek et al., 1996; Hirt, 2000).

En trabajos recientes en nuestro laboratorio se identificé un péptido en extractos de
ejes embrionarios de maiz con anticuerpos contra insulina (ZmIGF). Este péptido y la
insulina misma mostraron efectos bioquimicos y fisiolégicos importantes durante la
germinacion de maiz, caracteristicos de la via de sefializacion regulada por la insulina y los
IGFs (Garcia-Flores et al., 2001). Mas aun, en el laboratorio se ha demostrado en ejes
embrionarios de maiz, la presencia de una via de transduccién de sefiales estimulada por
ZmIGF o insulina que supuestamente involucra a un homélogo de la p70°°® (Sanchez de
Jiménez y et al., 199) puesto que en ejes embrionarios estos factores inducen un incremento
en la fosforilacion de la proteina ribosomal S6. Ademas el tratamiento de ejes embrionarios

con ZmIGF o insulina induce un incremento marcado en el reclutamiento de mensajeros tipo
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5’TOP hacia polisomas, como son los de la misma proteina ribosomal S6 y del factor de

traduccion elF 1s04E (Reyes de la Cruz et al., 2004).

4. GERMINACION DE SEMILLAS.

Las semillas han jugado una posicion critica en la evolucién de las plantas superiores
puesto que son la forma de dispersion de estos organismos. El éxito con el cual una planta
superior se establece depende en gran parte de las propiedades fisioldgicas y bioquimicas de
sus semillas, debido a que en las etapas mas tempranas del desarrollo, el establecimiento de
la plantula depende de la calidad de los nutrientes almacenados en ellas (Bewley y Black,
1994). Por otro lado, la nutricién de las poblaciones humanas depende también, en gran
parte, de las semillas por sus reservas alimenticias. Por ejemplo, las semillas de cereales y
leguminosas son la mayor fuente alimenticia para estas poblaciones, cuya importancia recae
en sus reservas constituidas de proteinas, azticares y aceites almacenadas en ellas durante su
desarrollo y maduracion.

4.1. Estructura de las Semillas de maiz.

El maiz (Zea mays L.) es una planta monocotiledénea que pertenece a la familia de las
gramineas. La semilla de esta planta agricola es un fruto, sin embargo, para los fines de este
trabajo se mencionara como semilla, no obstante de ser en realidad una cariopside.

En la semilla de maiz existe un unico embridon rodeado por un tejido de reserva
llamado endospermo. El embrién estd formado por el ¢je embrionario y el escutelo que lo
rodea. El eje embrionario se divide en coleoptilo, mesocotilo (unido al escutelo) y radicula
(Figura 4). El término mesocotilo se refiere al primer internodo, localizado debajo de la
plumula, entre el nudo del coleoptilo y el nudo escutelar, caracteristica tnica de las

gramineas.
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Figura 4. Representacion esquematica de una semilla de maiz (Zea Mays L.) y
diferentes etapas del desarrollo de la planta.

4.2. Germinacion de maiz.

En la literatura, el término germinacion es utilizado libremente y en algunas veces en
forma no ortodoxa, por lo que es indispensable aclarar su significado. La GERMINACION
€s un proceso que inicia con la captura de agua por la semilla (imbibicién) y termina con la
protrucion de la radicula que usualmente coincide con la elongacion del eje embrionario.
Esto incluye numerosos eventos entre los que destacan la hidratacién de las proteinas,
cambios en las estructuras subcelulares, incremento en la respiracion, sintesis de

macromoléculas y elongacion celular, la mayoria de los cuales no son tinicos de este proceso.
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Todos ellos combinados transforman el embrién deshidratado y en reposo, con un
metabolismo casi indetectable, en un embrion con un metabolismo vigoroso que culmina con
su crecimiento y desarrollo. En sentido estricto, la germinacion no incluye el crecimiento de
la plantula, pero si del embrién. El momento exacto en el que finaliza la germinacion ha sido
causa de polémica, pero en general se ha considerado que la germinacién culmina con la
protrucion de una parte del embrion, que frecuentemente es la radicula (Bewley y Black,
1994). Este evento puede ser el resultado de la elongacion celular, la division celular o de

ambos.

5. EVENTOS MOLECULARES DURANTE LA GERMINACION.

Las semillas maduras, deshidratadas, poseen un minimo de agua y se encuentran en
un estado metabdlico practicamente inactivo. Cuando ocurre la imbibicion, la semilla se
rehidrata rapidamente y se activa el metabolismo celular que permitira llevar a cabo la
elongacion del eje embrionario, la protrucion de la radicula y el posterior establecimiento de
la planta (Bradford, 1995). En una etapa temprana de la germinacion, inmediata a la
imbibicion, se producen cambios estructurales como reparacion de membranas celulares,
abastecimiento energético, respiracion mitocondrial, actividad enzimatica de organelos, asi
como la sintesis de RNA y proteinas (Bewley y Black, 1994). Todos estos eventos celulares
son fundamentales para completar el evento de germinacion y la preparacion para el
subsiguiente crecimiento de la plantula (Guy y Black, 1998). Por esta razén es que la mayoria
de las investigaciones en la bioquimica de la germinacién y del crecimiento se enfocan al
estudio de dichos procesos, con el fin de determinar cudles son los eventos claves
indispensables para la germinacion de una semilla (Bewley y Black, 1994).

Durante la germinacion se activan tres rutas metabdlicas respiratorias: glucolisis, ruta de
las pentosas y ciclo de Krebs (Botha et al., 1992). Aunque las mitocondrias de las semillas secas
y recién embebidas son funcional y estructuralmente deficientes, se acepta que en dichas
estructuras se lleva a cabo la fosforilacion oxidativa y que esta ruta metabdlica es la fuente
principal de ATP al inicio de la imbibicion (Ehrenshaft y Brambl, 1990). Desde el punto de
vista molecular, la sintesis de proteinas es uno de los eventos mas importantes y de ocurrencia
temprana durante la germinacion de las semillas de maiz, atin antes de la sintesis de RNAs

mensajeros (Spiegel y Marcus, 1975; Sanchez de Jiménez y Aguilar, 1984; Bewley y Marcus,
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1990). Hay muchas evidencias de que en embriones quiescentes de cereales, existen muchos de
los componentes requeridos para el proceso de sintesis de proteinas (Bewley y Black, 1994).
Sin embargo en esta etapa del desarrollo no hay polisomas formados, lo cual indica que no hay
actividad de sintesis de proteinas (Sanchez de Jiménez et al., 1981). Se ha visto que a partir de la
imbibicion la cantidad de polisomas activos comienza a incrementarse rapidamente (Dommes y
Van de Walle, 1990; Pramanick et al., 1992). En esta etapa temprana la traduccion tiene lugar a
partir de un conjunto de mRNAs muy especificos producidos durante la maduracion 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 traducidos en etapas muy tempranas de la germinacion, otros se traducen
de manera mas tardia, mientras que algunos no se traducen y son degradados (Sanchez de
Jiménez y Aguilar, 1984; Sanchez-Martinez et al., 1986; Bewley y Marcus, 1990).

La sintesis de proteinas es casi inmediata durante las primeras horas de germinacion y se
debe a la existencia de un control transcripcional de mensajes sintetizados y almacenados
durante la maduracion de las semillas, que codifican para proteinas que seran requeridas durante
la germinacion. Se ha visto que no hay una correlacion entre la cantidad del mRNA y la
velocidad de transcripcion, o entre la cantidad de proteina y el nivel del mensaje. Por ejemplo en
embriones de semillas de soya las velocidades de transcripcidn son diferentes a las cantidades
de mRNAs, estas diferencias pueden ir de entre 100 a 10 000 veces (Walling et al., 1986). Se ha
demostrado ademas que la sintesis de proteina se desarrolla espacial y temporalmente en tejidos
especificos: en embriones de cebada con 4 a 5 horas de germinacion, la sintesis de proteinas
ocurre principalmente en el escutelo y hay poca actividad en los componentes del embrion
como son la raiz, el nudo o el coleoptilo (Standart, 1993). Después de este tiempo, se observo un
incremento de dicha sintesis en todos los componentes del embrion, 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 la semilla después de las 6 horas de imbibicién. En
maiz se ha reportado que la sintesis de proteinas ocurre principalmente en el eje embrionario, el
cual tiene altos niveles de mRNA, sin embargo en el escutelo ocurre lo contrario (Sanchez de
Jiménez et al., 1981).

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

quiescentes: los mRNAs residuales, que se sintetizan durante el desarrollo de la semilla y no se



destruyen durante la maduracion tardia y la desecacion. Se piensa que no son esenciales para la
germinacion y son degradados al principio de la germinacion; y mRNAs almacenados o
conservados, que son sintetizados durante el desarrollo de la semilla, estan disponibles y pueden
ser traducidos después de la imbibicidn, a proteinas que tienen parte funcional en la
germinacion (Sanchez de Jiménez y Aguilar, 1984; Sanchez-Martinez et al., 1986; Bewley y
Marcus, 1990).

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

La transcripcién de genes que se inicia después de que se ha iniciado la traduccion de los
mensajes almacenados, es otro evento molecular temprano de la germinacion (Bewley, 1997).
Se considera que a medida que avanza el proceso germinativo, la sintesis de proteinas se hace
mas dependiente de la transcripcion de novo de mRNAs. Algunos de estos nuevos mensajes
también pueden codificar las mismas proteinas que los mensajes almacenados, pero muchos
codificaran productos diferentes, probablemente esenciales para la division celular y el
crecimiento posterior (Guy y Black, 1998; Dinkova et al., 2002).

En maiz, conforme la semilla se acerca a su madurez fisioldgica, el ciclo celular se
detiene, y permanece en una especie de latencia hasta la entrada de agua a la semilla y el
restablecimiento de las condiciones metabodlicas apropiadas para su reinicio. Este reinicio de la
proliferacion celular se presenta unicamente en las zonas meristematicas del embrion, y
constituye un evento tardio que ocurre normalmente después del crecimiento por elongacion
celular y la protrucién de la radicula (Baiza et al., 1989).

En estas semillas, gran parte de las células que constituyen los meristemos del embrion
se encuentran bloqueadas en la fase G, del ciclo celular. Datos recientes han demostrado que
durante las 4 primeras horas de germinacidn, ocurre una sincronizacion celular en la fase G,
pero solo parte de esta poblacion entra a la fase S entre 12 y 15 horas después de iniciarse la
imbibicién. Se ha estimado que solo el 20-30 % de todas las células entran a la fase S durante la
etapa inicial de la germinacion, y la poblacion que lo hace se encuentra altamente sincronizada

(Georgieva et al., 1994). La sintesis de DNA de tipo replicativo y la division celular son eventos
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tardios durante la germinacion. La expansion de la radicula dentro de la semilla ocurre
inicialmente por elongacioén celular y la emergencia puede o no estar acompanada de division
celular (Baiza et al., 1989; Bewley y Black, 1994).

En sintesis, en los embriones de semillas de maiz la sintesis replicativa de DNA inicia
alrededor de las 15 horas de germinacion, precediendo a la protrucion de la radicula, sin
embargo, las primeras figuras mitoticas empiezan a aparecer entre las 28 y 32 horas (Baiza et
al., 1989) cuando la radicula ya ha protruido. Esto indica que la germinacion no es producto de
la division celular, y sugiere que el papel de la replicacion de DNA es garantizar el crecimiento
y desarrollo de los tejidos en una etapa postgerminativa (Cruz-Garcia et al., 1998).

Estas caracteristicas de las semillas permiten que la germinacion sea un modelo
apropiado para el estudio de la reactivacion y el control de la proliferacién celular en vegetales,
es decir, permite investigar los mecanismos que regulan la reactivacion del metabolismo a partir
de un estado quiescente de la semilla hasta un estado metabolico totalmente restaurado. Por otra
parte, desde un punto de vista molecular, permite elucidar cuales son los mecanismos que
controlan la expresion genética y los factores involucrados en el proceso de proliferacion celular
en las etapas tempranas del desarrollo de las plantas, tomando como base los conocimientos
generados de los estudios realizados en otros organismos eucariontes. Particularmente, es un
modelo 1deal para conocer los mecanismos que controlan la sintesis de proteinas, es decir, los
mecanismos que regulan la traduccion especifica de mRNAs antes y en la iniciacion de la

division celular.

25



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los antecedentes anteriores indican que en la germinacion de semillas de maiz, se
ponen de manifiesto varios de los mecanismos de regulacion de la expresion genética a nivel
de la traduccién que estan bien caracterizados en mamiferos (Rhoads, 1999; Meyuhas, 2000;
Shah et al., 2000; Kimball y Jefferson, 2002) y que operan también en plantas (Sanchez de
Jiménez et al, 1999). Esto hace que la germinacion de maiz sea un sistema biolégico idoneo
para el estudio de los mecanismos de control traduccional. Las rutas de senalizacion
activadas por factores de crecimiento que involucran la traduccion selectiva de los mensajes
5’TOP y que correlaciona positivamente con la fosforilacion de la proteina ribosomal S6,
corresponde a uno de los mecanismos mas estudiados del control traduccional en sistemas
animales junto con los que regulan la fosforilacion de la 4EBP1, que ocasiona la liberacion
del factor eIF-4E para permitir la traduccion CAP dependiente y que operan durante el
crecimiento y la proliferacion celular. Por otro lado, en maiz se ha demostrado que en
procesos que involucran al crecimiento y la proliferacion celular de tejidos, existe una
regulacion del estado de fosforilacion de la proteina ribosomal S6 (Sanchez de Jiménez et al.,
1997; Garcia-Flores et al., 2001; Williams et al., 2003) de manera similar a los mecanismos
descritos en los mamiferos (Sanchez de Jiménez et al., 1999; Garcia-Flores et al., 2001).

La secuenciacion completa de los genomas de arroz y Arabidopsis y 1a secuenciacion
parcial de los genomas de otras plantas (Sorgo, Avena, Esparrago), han revelado la existencia
de algunos componentes similares a los de las rutas de transduccién de senales descritas en
sistemas animales, entre los mas importantes se encuentran: secuencias de proteinas
similares a las de receptores de membrana de mamiferos, especificos para hormonas
reguladoras de crecimiento; proteinas homélogas a la TOR y a la p70°®**. Sin embargo, a
pesar de los avances hechos en la secuenciacion del genoma de maiz, a excepcidn de algunos
receptores semejantes a los especificos para reguladores de crecimiento en mamiferos,
todavia no existe informacion acerca de proteinas cinasas semejantes a la TOR y a la p?OS{’K,
que estan directamente involucradas en la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 y que son
componentes esenciales en las rutas de sefializacidon que regulan el crecimiento y
proliferacion celular.

Con base en esto y conociendo la importancia que los mecanismos de control

traduccional tienen en la germinacion y en el futuro desarrollo de las plantas, se decidid
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crecimiento y proliferacion de los tejidos meristematicos de los ejes embrionarios de maiz.



I11. HIPOTESIS.

La proliferacién celular inducida por estimulos mitogénicos en células eucarionticas,
esta relacionada con la traduccidn especifica de cierto tipo de mRNAs llamados 5°TOP, entre
los que se han encontrado principalmente los que codifican para las proteinas del aparato
traduccional. En mamiferos, la traduccion de estos mensajes correlaciona positivamente con
la fosforilacion de la proteina ribosomal S6, a través de una ruta de senalizacion que
involucraa lamTOR yalap70°°®. Puesto que algunos factores de crecimiento como Insulina
y la auxina (AIA) modulan el estado de fosforilacion de la proteina ribosomal S6 en ejes
embrionarios de maiz, se predice la existencia de una ruta similar y en particular la presencia
de una cinasa de la proteina S6, funcionalmente similar a la p70°°%, necesaria para regular la
traduccion selectiva de proteinas durante la germinacién y el inicio del crecimiento de la

planta.

IV. OBJETIVO GENERAL.
Caracterizar a la proteina S6K en ejes embrionarios de maiz (ZmS6K) y analizar los

mecanismos que regulan su activacion y/o expresion durante la germinacion.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Purificar la S6K de maiz (ZmS6K) a partir de proteinas citoplasmicas de ejes
embrionarios de maiz.

2. Establecer un sistema que permita medir la actividad de la S6K de ejes embrionarios
de maiz.

3. Determinar los parametros cinéticos de la ZmS6K.

4. Determinar el efecto de reguladores de la via de transduccién en la actividad de la

- S6K en ejes embrionarios de maiz (insulina, ZmIGF, rapamicina, acido indolacético).

5. Aislar el gen de maiz que codifique para la enzima homéloga de la p70°°* de
mamiferos, la ZmS6K, a partir de RNA o DNA de ejes embrionarios.

6. Analizar el patrén de expresion de la ZmS6K en ejes embrionarios durante la
germinacion.

7. Hacer analisis de secuencias para determinar si la ZmS6K conserva los sitios

importantes de regulacion establecidos en la enzima de mamiferos.
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VI. MATERIALES Y METODOS.

Material Biologico Usado. Para todos los experimentos de este trabajo se utilizaron
semillas de maiz (Zea mays L. Var. Chalquefio). Las semillas se desinfectaron y se pusieron a
germinar por diferentes periodos (0-48 h) y los ejes embrionarios se disectaron manualmente
como se describe en Garcia-Flores et al. 2001 (Garcia-Flores et al., 2001).

Tratamiento de los ejes embrionarios. Para los experimentos en que se probo el
efecto de los diversos compuestos, los ejes embrionarios se disectaron de las semillas
germinadas por 24 6 48 h y se incubaron en medio Murashige & Skoog (MS) liquido
(Murashige y Skoog, 1962) en ausencia (control) o presencia, ya sea de insulina 200 pU/mL,
insulina 200 pU/mL mas rapamicina 100 nM, insulina 200 pU/mL mas wortmanina 1 uM,
ZmlIFG 200 pU/mL, ZmIGF 200 pU/mL mas rapamicina 100 nM, ZmIGF 200 pU/mL mas
wortmanina 1 uM o los inhibidores rapamicina o wortmanina solos, a las concentraciones
sefialadas. Los ejes se incubaron a 25 + 2 °C en agitacion durante dos horas. Para
experimentos de marcaje in vivo, los ejes fueron incubados en alguna de las condiciones
anteriores y expuestos a [*“P]-ortofosfato (400 uCi; 10 mCi/ml) durante las 2 h de estimulo
como se mencionara mas adelante. Posteriormente los ejes fueron lavados con agua
desionizada, congelados en Nitrogeno liquido y almacenados a —-70 °C o usados
inmediatamente.

Preparacion de los extractos crudos de maiz. Los ejes embrionarios se
pulverizaron con nitrégeno liquido y se les adicion6 3ml de buffer de extracciéon [S0 mM de
HEPES, pH 7.6, 50 mM de Pirofosfato de Sodio, ] mM de Vanadato de Sodio, | mM de
Molibtato de Sodio, 4 mM de EDTA, 20 mM de EGTA, 1 mM de Benzamidina, 20 mM de
fluoruro de Sodio, 80 mM de B-glicerofosfato, 200 mM de Manitol, 0.2 mM de PMSF, 2 mM
de DTT y 0.7% de PVPP] por gramo de tejido. Los tejidos se homogeneizaron en vortex tres
veces y se sometieron a una centrifugacion a 27,000 x g, 30 minutos a 4° C. Las proteinas del
sobrenadante se cuantificaron por el método de Bradford (Bradford, 1976) y a estos extractos
se les considerd como extractos crudos.

Preparacion de las subunidades 408, sustrato para medir la actividad de la S6K.
Para preparar las fracciones enriquecidas con subunidad 408, se extrajeron ejes embrionarios
de maiz sin germinar, donde la actividad metabdlica es casi nula, no existe la formacién de

polisomas y la fosforilacion de las proteinas ribosomales es muy baja. Se prepararon los



extractos crudos y el sobrenadante se filtr6 a través de dos capas de Miracloth y se sometio a
una nueva centrifugacion a 280,000 x g durante 3.5 horas a 4° C utilizando un colchon de
sacarosa (0.5 M de Sacarosa y 800 mM de cloruro de potasio en buffer de extraccion)
(Beltran-Pefia et al., 1995). La pastilla de ribosomas se resuspendié en un buffer de
disociacion [Tris 20 mM, pH 7.6, 400 mM de cloruro de potasio, 3 mM de cloruro de
Magnesio, 5 mM de B-mercaptoetanol y 5% de Sacarosa] con 2 mM de GTP y 2 mM de
Puromicina, se incubaron a 37° C durante 45 minutos y se colocaron en un gradiente lineal de
sacarosa (5-45 % de sacarosa en buffer de disociacidn). Los gradientes se centrifugaron a
19,000 x g durante 10 horas y las fracciones fueron separadas y medidas en
espectrofotémetro a 260 y 280 nm.

Obtencion de proteinas ribosomales. Para la obtencion de proteinas ribosomales se
utilizo la técnica de obtencion de ribosomas arriba descrita, excepto que para obtener las
proteinas ribosomales el extracto resuspendido en buffer de disociacion se sometid a una
extraccion con acido acético (Beltran Pefa et al., 1995).

Identificacion de la S6 cinasa de maiz (ZmS6K) por Western blot. Los extractos
crudos (100 pg de proteina) se resolvieron por electroforesis en SDS-PAGE al 15 % de
poliacrilamida y las proteinas se transfirieron a membranas de Inmobilon-P (Millipore). Las
membranas se analizaron por la técnica de Western blot utilizando anticuerpos originados en
conejo contra la p70°%% (anti-p705°K) de humano (Santa Cruz Biotech.).

Inmunoprecipitacion de la ZmS6K. Para la inmunoprecipitacion de la enzima de
maiz se siguié el método descrito por Turck et al. (Turck et al., 1998) con algunas
modificaciones: se partio de 3 mg de proteinas citoplasmicas (500 pL de extracto crudo)
diluidos en 500 pL de buffer A [10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.05
% Nonidet-P 40 p/v] mas 2 mM benzamidina y 1 pM PMSF. El extracto diluido se mezclo
con 5 uL de anticuerpo anti p70S6K (Santa Cruz Biotechnology) en una dilucién final 1:200
y la mezcla se incubo toda la noche a 4° con agitacion constante. A continuacién se le
adiciond 100 pL de proteina A sefarosa (Zymed) y se incub6 a 4° C por 4 horas mas. La
mezcla se hizo pasar a través de una microcolumna hecha con una punta de micropipeta
taponada con fibra de vidrio y se lavo tres veces con buffer B [100 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1
mM NaCl, 0.05 % Nonidet-P40 w/v, 0.25 % v/w Triton X-100] y dos veces con buffer A.
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Finalmente la ZmS6K fue eluida con 300 uL de buffer de muestra [60 mM Tris, pH 7.5,2 %
SDS w/v, 10 % Glicerol w/v].

Medida de la actividad de la ZmS6K y analisis cinético. La ZmS6K se obtuvo a
través de la inmunoprecipitacion descrita anteriormente excepto que la mezcla fue colectada
en el fondo de los tubos Eppendorf por centrifugacion en microfuga. El sobrenadante fue
retirado y la pastilla que contenia la mezcla proteina A sefarosa-anticuerpo-ZmSo6K fue
lavada tres veces con buffer B, dos veces con Buffer A y resuspendida en 100 pL buffer de
reaccion [SO mM de MOPS, pH 7.0, 5 mM de Cloruro de Magnesio, ImM de DTT, 10 mM
de p-nitrofenil fosfato y 1mM de Vanadato de Sodio]. Para medir la actividad de la ZmS6K
se utilizaron 10 pL de la mezcla proteina A sefarosa-anticuerpo-enzima y se le agregaron 300
uM de ATP, 10 uCi de **P-y-ATP (3000 Si/pool), 0.5 uM de inhibidor de PKA, 4 uM de
inhibidor de PKC y 20 pg de subunidad 40S 6 5 pg de péptido RSK (péptido sintético que
contiene los sitos fosforilables de la S6 (Law. et al., 2000), en un volumen de reaccion final
de 20 uL. La reaccién se incub6 25° C durante 30 minutos y se detuvo con la adicion de 20
uL de buffer de carga para SDS-PAGE calentando a ebullicidon por 3 minutos en bafo de
agua cuando la subunidad 408 fue usada como sustrato. La mezcla se analizé por SDS-PAGE
al 15 % de poliacrilamida y por autorradiografia. Cuando el péptido RSK fue usado como
substrato, la reaccion se detuvo al adicionar los 20 pL de la reaccion a discos secos de papel
p81 (fosfocelulosa). Los papeles se lavaron extensivamente con acido fosférico al 0.85 % y
finalmente con acetona. La marca incorporada en el substrato se midié en un contador de
centelleo liquido. Para determinar la Km de la ZmS6K por ATP y por el péptido RSK, se
utilizaron diferentes concentraciones de estos compuestos (0-500 uM ATP frio y 0-13.5 nM
de RSK) y concentraciones fijas de **P-y-ATP. La incorporacién de marca radiactiva en el
péptido RSK se midi6 de la manera antes mencionada.

Determinacion del estado de fosforilacion de la ZmS6K y su actividad in vivo
sobre la S6rp. Dado que la actividad de la p70°°® correlaciona con la fosforilacién en la
treonina 389 (Pearson et al., 1995), la determinacion del grado de fosforilacion de la ZmS6K,
se utilizé como indicador, para ello se utilizaron dos métodos: a) Por Western blot utilizando
un anticuerpo comercial (Santa Cruz Biotechnology) que reconoce a la treonina en la

K
056]( 056

posicion 389 de lap7 (anti-p7 Treo-389); B) Por marcaje radiactivo, alimentando los

ejes embrionarios con [**P]-ortofosfato durante 2 h para fosforilar in vivo a la ZmS6K e
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inmunoprecipitandola como ya se indicd. Al mismo tiempo, otro grupo de ejes embrionarios
marcados con [HP] se utilizaron para extraer las proteinas ribosomales por el método descrito
por Beltran-Pefia y col. (Beltran-Pefa et al., 1995). Finalmente, las proteinas marcadas con
[**P], la ZmS6K y su sustrato la S6rp, se analizaron por SDS-PAGE vy autorradiografia.
Analisis bidimensional de los extractos crudos. Para analizar los cambios en la
movilidad electroforética de la ZmS6K y hacer un analisis mas profundo del grado de
fosforilacion, los extractos crudos se resolvieron en geles en dos dimensiones. El analisis por
isoelectroenfoque (IEF) en capilar de las proteinas de los extractos crudos obtenidos de ejes
de diferentes horas de germinacion, o de ejes tratados con los diferentes compuestos, se
realiz6 de acuerdo a la técnica descrita por OFarell (O Farell, 1975). Brevemente, para 10
ml de gel se utilizaron 1.33 ml de acrilamida al 30% (acrilamida 28.38 %, N,
N-metilen-bis-acrilamida 1.62 %), 5.5 g de Urea, 200 pL de Nonidet-P 40 (NP-40), 500 pL
de anfolinas pH 3.5-10, 500 pL de anfolinas pH 6-8, 10 pLL de TEMED (N, N, N’,
N’-tetrametiletilendiamina) y 20 pL de APS (Persufato de amonio) al 20%. Previo a su
polimerizacion, el gel se cargoé en los tubos capilares de vidrio de (14 X 0.2 cm), bloqueados
por un extremo con parafilm, llenados hasta aproximadamente 11 cm con el gel y el resto con
agua desionizada. Una vez polimerizado el gel, se retiro el parafilm, se elimino el agua de los
tubos y se montaron en el equipo de electroforesis en capilar (Hoefer). Se agregaron 30 uL de
amortiguador de lisis [Urea 9.5 M, NP-40 2% (v/v), anfolinas 2% (pH 3.5-10 1%, pH 6-8
1%) y B-mercaptoetanol 5 % (v/v)] y 30 pL de amortiguador K [Urea 6 M y anfolinas 2%
(pH 3.3-10 1%, pH 6-8 1%)] en la parte superior de los tobos y el resto se llené con
amortiguador anodo (NaOH 0.02 M). Se adiciona amortiguador catodo (H;PO,4 0.01 M) a la
bandeja inferior del equipo de electroforesis en capilar (hasta cubrir aproximadamente 1 cm
de la parte inferior de los tubos capilares) y amortiguador anodo a la bandeja superior del
equipo hasta cubrir completamente la parte superior de los tubos capilares, evitando la
formacion de burbujas en ambos extremos de los tubos. El equipo se conecto a una fuente de
poder y se corri6 a 200 V, 30 min; 300 V, 30 min y 400 V 1 h. Al finalizar la corrida, se retird
el amortiguador anodo sin desmontar el equipo de electroforesis y se lavo la parte superior de
los tubos capilares con agua desionizada. Los extractos crudos (150-200 pg de proteina) se
mezclaron 1:1 con amortiguador de lisis y se cargaron en la parte superior de los tubos

pre-corridos, se adiciona 30 pL de amortiguador K y amortiguador anodo hasta llenar los
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tubos capilares. El equipo de electroforesis se conecta nuevamente a la fuente de poder y se
corre a 400 V durante 18-20 h. Tiempo transcurrido, se desmonta el equipo de electroforesis,
los geles se retiran de los tubos capilares y se colocan en 5 mL de amortiguador O [Tris
0.06M pH 6.5, SDS 2 % (p/v), B-mercaptoetanol 5 % (v/v) y glicerol 10 % (v/v)] en tubos de
vidrio de 16 X 150 con tapa y se almacenan por lo menos 2 h a -20° C. Las proteinas
separadas por IEF se resolvieron por SDS-PAGE al 12 % de poliacrilamida (Laemli 1970).
Los geles se transfirieron a membranas de PVDF y se analizaron por Western blot y/o

autorradiografia, utilizando el anticuerpo anti-p70°°*

(Santa Cruz Biotechnology).
Aislamiento y secuenciacion del gen de la ZmS6K de maiz. Para el aislamiento del
gen que codifica para la proteina ZmS6K se extrajo y purifico RNA total y poly A" de ejes
embrionarios de maiz, por los métodos de TRizol® (Gibco-BRL) y Poly A Track System®
(Promega), respectivamente. Posteriormente se hicieron alineamientos de las secuencias de
nucledtidos de las S6K de mamiferos y de los genes de Arabidopsis thaliana, sorgo y avena,
disponibles en la base de datos de National Center of Biotechnological Information (NCBI).
A partir de estos alineamientos se seleccionaron las secuencias de nucledtidos de las regiones
mas conservadas de los genes, para usarlos como iniciadores en la técnica de RT-PCR. Las
secuencias de los oligonucledtidos son: 5’-tgctcacagattttggee-3”  (sentido) vy
5’-cctecatgaccttettcgacctecgettettccagt-3” (antisentido). Para la técnica de RT-PCR se utilizo

el Kit TITAN one step RT-PCR (Roche) o el Kit RT-PCR one step (Invitrogene®). Los

parametros utilizados para esta técnica se describen en el diagrama siguiente:

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo
94 ".C 94 °C ) 72°c| 72 °C
55°c/ 5min| 30seg\__ 60°C 45sed 10 min i
35 min 45 seg 4°C
o0

Para obtener la secuencia completa del gen, se disefid el oligonucleétido
5'-gtgaagctcattecctectgagagg-3' en sentido y antisentido. Utilizando como templado una
biblioteca de cDNA obtenida de elote, amablemente proporcionada por la Dra. Sara Hake

(Universidad de California, Berkeley), se procedio a realizar la técnica de PCR utilizando los
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oligonucledtidos arriba mencionados y los oligonucledtidos universales T3 y T7 de los

brazos del vector donde se encuentra clonada la biblioteca.

Los parametros utilizados para la técnica de PCR se describen el diagrama siguiente:

72 °C

1 ciclo

1276

1 ciclo 35 ciclos
94°C| 94 °C
5min | 30 seg\_ 60 °C
1 min

| min

10 min 4°C
o0

A partir de las secuencias obtenidas de los extremos 5 y 3’ se disefiaron los

oligonucledtidos 5'-gatcccattctettgtcggtecaac-3' (sentido) y 5’-acccagettgecaaacaccattatg-3’

(antisentido) para utilizarlos para la técnica de RT-PCR, usando como templado RNA poly

A" de ejes embrionarios extraidos de semillas germinadas por 24 h. Los parametros

utilizados para estas reacciones fueron semejantes a los descritos anteriormente para la

técnica de RT-PCR, excepto que el tiempo de amplificacién a 72 °C fue de 2 minutos.

Las reacciones de RT-PCR y PCR se realizaron en un termociclador GeneAmp® PCR

system 9700 (Applied Biosystems).



VII. RESULTADOS.

Identificacion de la proteina cinasa S6 de maiz (ZmS6K). A partir de extractos
crudos de ejes embrionarios de maiz germinados por 24 horas, se logré 1dentificar un péptido
de 62 kDa (Figura 5A, carril 1) mediante la técnica de Western blot, utilizando un anticuerpo
comercial contra la p70°® de humano (Santa Cruz Biotech.). Asimismo, se aislé un péptido
de los extractos crudos de maiz por inmunoprecipitacion utilizando los mismos anticuerpos,
el cual mostro tener la misma masa molecular que el péptido identificado en el Western blot
(Figura SA, carril 2). La presencia de éste péptido se corrobor6 a través de electroforesis en 2
dimensiones donde se demostré la presencia de dos manchas muy cercanas con masa
molecular y punto isoeléctrico similares al de la p?OSbK de mamiferos (Figura 5C).

Ensayo de la actividad de la ZmS6K y su analisis cinético. Para establecer si el
péptido de 62 kDa (ZmS6K) tenia actividad de cinasa sobre la S6, se estableci6 un sistema in
vitro para medir su actividad, utilizando la proteina inmunoprecipitada de ejes embrionarios
de semillas germinadas por 24 h. Como control positivo se utilizé la enzima
inmunoprecipitada de extractos proteicos de higado de rata por el mismo procedimiento y
como control negativo se colocé una mezcla de reaccion con todos los componentes excepto
la ZmS6K. La actividad se midi6 utilizando [**P]-y-ATP y fracciones enriquecidas con
subunidad ribosomal 40S (Figura 6A) o el péptido RSK como sustratos. Las reacciones se
llevaron a cabo y se analizaron como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados de
la actividad obtenidos utilizando como sustrato a la subunidad 40S de ejes de maiz (Figura
6B), son 1gualmente positivos que los obtenidos utilizando como sustrato un fragmento de la
proteina ribosomal S6 que contiene los sitios fosforilables de la proteina (péptido RSK) (Law
et al., 2000) (Figura 6C). Estos resultados demuestran que la proteina inmunoprecipitada de
los ejes embrionarios de maiz es capaz de incorporar [*°P] a la proteina ribosomal S6 en la
subunidad 40S (Figura 6B, panel superior), como se comprob6 por Western blot utilizando
anticuerpos contra la proteina ribosomal S6 (Figura 6B panel inferior), y con la
incorporacién de [**P] al péptido RSK, demostrandose asi que la proteina inmunoprecipitada
corresponde a la ZmS6K de ejes embrionarios. Es de hacer notar que en la mezcla de
reaccion se utilizaron como inhibidores especificos para otras cinasas de la misma familia

como son la PKA y la PKC, péptidos que se unen y bloquean el sitio catalitico de estas



enzimas. Esto fue con la finalidad de descartar la posibilidad de que la PKAs o la PKC

pudiera fosforilar a los sustratos utilizados.
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Figura 5. Identificacién de la ZmS6K en ejes embrionarios de maiz. A) Western
blot realizado en extractos crudos de ejes embrionarios de maiz (carriles 1-4) y
proteinas inmunoprecipitadas utilizando el anticuerpo anti-p70%X (carriles 5-8). B)
Tincién de Coomassie del SDS-PAGE realizado a los extractos crudos (carriles 1-4) y
a los inmunoprecipitados de los ejes embrionarios (carriles 5-8). C) Western blot de
uno de los inmunoprecipitados (carril 5) en una electroforesis en 2-D, realizada
utilizando el anticuerpo anti p70%K.
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Figura 6. Ensayo de actividad de la ZmS6K. A) Grafica representando las lecturas
del las fracciones obtenidas de ribosomas separados con puromicina y GTP puestas en
un gradiente lineal de sacarosa. La linea recta representa el gradiente (5-45 % de
sacarosa) y el ovalo indica las fracciones enriquecidas con subunidad 40S. B)
Autorradiografia de un SDS-PAGE de Ila actividad utilizando las fracciones
enriquecidas con subunidades 40S de ejes embrionarios de semillas quiescentes. Zm,
reaccion con ZmS6K inmunoprecipitada de ejes de 24 h; R, reaccion utilizando la
p70%K inmunoprecipitada de rata; —E, reaccién sin ZmS6K (Panel superior). Las
subunidades fueron analizadas por Western blot utilizando un anticuerpo anti-prS6
(panel inferior). C) Ensayo de actividad utilizando como sustrato el péptido RSK.



Para conocer mas a fondo las propiedades de la enzima se realizé un analisis cinético
de la actividad de la enzima ZmS6K. Utilizando diferentes concentraciones de los sustratos
de laZmS6K (ATP y RSK) se lograron establecer valores aproximados de las Kms para cada
uno de los sustratos (Figura 7). Asi, los valores de la Km aparente para ATP es de
aproximadamente 345 uM (Figura 7A) y lade RSK de 4.7 nM (Figura 7B). Estos parametros
resultaron ser aceptablemente parecidos a los que se utilizan para la p70°°* (350 uM para
ATP, 5 nM para RSK) (Law et al., 2000) y sirvieron de base para clegir las concentraciones
utilizadas en el ensayo para determinar la actividad de la ZmS6K en los subsecuentes
experimentos.

Determinacion del estado de fosforilacién de la ZmS6K. En mamiferos la p70°°¢
se activa por fosforilacion en sitios previamente caracterizados (Dennis et al., 1996), y la
secuencia de aminoacidos de la enzima probable, deducida de las clonas de Arabidopsis,
conserva los sitios equivalentes mas importantes para la activacion (Turck et al 1998). Con
esta informacion, se procedié a determinar si la activaciéon de la ZmS6K se debia a la
fosforilacion especifica de un residuo equivalente al implicado en la activacion de la enzima
de mamiferos (Dennis et al., 1996). Para esto, se utilizo un anticuerpo comercial dirigido
contra la regién donde se encuentra una treonina en la posicion 389 de la enzima de
mamiferos (Santa Cruz Biotech.; Cell Signaling Co.). Este anticuerpo sélo reconoce esta
region de la proteina si la treonina correspondiente esta fosforilada. Con esta finalidad se
realizé el siguiente experimento: Se prepararon extractos crudos de ejes embrionarios de
maiz extraidos de semillas quiescentes (0 h) y germinadas durante 6, 12, 24, y 48 h (Figura
8). Los extractos crudos se analizaron por Western blot con el anticuerpo desarrollado contra
la proteina completa y con el anticuerpo antes mencionado, para determinar tanto el
contenido total de ZmS6K como la cantidad de ZmS6K fosforilada en la treonina equivalente
a la Treo-389, respectivamente. Se logréo demostrar que en ejes embrionarios extraidos de
semillas germinadas de 6 a 48 h, existe un péptido fosforilado que es reconocido con el
anticuerpo anti-p70°* (Treo-389) (Figura 8 A, panel inferior) y que corresponde al péptido
reconocido por el anticuerpo desarrollado contra la proteina completa (Figura. 8 A, panel
superior). A pesar de que la proteina estd presente en ejes embrionarios de semillas
quiescentes (Figura 8 A, 0 h, panel superior), la ZmS6K no se detecta fosforilada (Figura 8 A,

0 h, panel inferior).
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Figura 7. Determinacion de los parametros cinéticos de

[RSK] nM

la ZmS6K. A)

Determinacion de la Km aparente para ATP utilizando diferentes concentraciones de
ATP frio (0-500 uM) y 5uCi de 3?P-y-ATP marcado. B) Determinacion de la Km
aparente para el péptido RSK utilizando 300 uM de ATP frio, 5 pCi de 3?P-y-ATP y
diferentes concentraciones del péptido (0-10 nM). Los datos fueron analizados con el
programa Origin 5.0 y ajustados con la ecuacion d Michaelis-Menten.
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Figura 8. Activacion de la ZmS6K por fosforilacion. A) Extractos crudos de ejes
embrionarios extraidos de semillas con diferentes periodos de germinacion fueron
resueltos por electroforesis en SDS-PAGE y analizados por Western blot, utilizando
como primer anticuerpo el anti-p70%X (panel superior) o el anti- fosfo-p70%K (Treo-
389) (panel inferior). B) Ensayo de actividad realizado a la ZmS6K inmunoprecipitada
de los extractos de A) utilizando como sustrato el péptido RSK y [*?P]-y-ATP. Los
datos representan la media + el error estandar de tres experimentos independientes.
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Por otro lado. se inmunoprecipitd a la ZmS6K de los ejes extraidos de las semillas
germinadas de 0-48 h, y se determind la actividad in vitro utilizando como sustrato al péptido
RSK (figura 8 B). Los resultados de estos experimentos concuerdan con los del Western blot
realizado con el anticuerpo anti-p';'OE’T’K (Treo-389) y demuestran que la actividad del péptido
correlaciona positivamente con su grado de fosforilacion. Por otra parte estos resultados
demuestran que el grado de fosforilacién y la actividad de la ZmS6K, se incrementan durante
¢l proceso de germinacion.

Analisis bidimensional de la ZmS6K. Reportes previos han indicado que la
activacion completa de la p70°°® se lleva acabo después de la fosforilacién de otros residuos
ademas de la Treo-389 (Law et al., 2000). Para un analisis mas profundo del estado de
fosforilacion de la ZmS6K se hicieron geles en 2 dimensiones (2-D) de extractos crudos de
ejes embrionarios de maiz extraidos de semillas germinadas durante diferentes periodos de
tiempo (0-48 h). Los geles se transfirieron a membranas de PVDF y se analizaron por la
técnica de Western blot, utilizando el anticuerpo que reconoce a la proteina completa (Figura
9). Los resultados demuestran la presencia de dos manchas con puntos isoeléctricos de ~6,

Qs S
similares a la p70°°"

(6.02) y una masa molecular de ~62 kDa, en los extractos proteicos
provenientes de ejes de semillas sin germinar (Figura 9A, 0 h). Conforme avanza el periodo
de germinacién el nimero de manchas se va incrementando hacia la region acida del gel
(polo +) (Figura 9 A, 12-48 h), algunas de las cuales desaparecen por tratamiento previo de
los extractos con fosfatasa alcalina (Figura 9 A, fosfatasa alcalina), sugiriendo que estas
corresponden a formas fosforiladas de la proteina. Para confirmar si el cambio en el punto
isoeléctrico de las manchas es debido exclusivamente a la fosforilacion de la proteina o si hay
otras modificaciones postraduccionales de la proteina, se hicieron geles en 2-D de extractos
proteicos de ejes embrionarios alimentados con [32P]-0rtof0sfato, durante 2 h. Los geles se
transfirieron nuevamente a membranas y se analizaron por autorradiografia y Western blot
(Figura 9 B). Los resultados demuestran que con las condiciones utilizadas, al menos tres
manchas (c, d y e) vistas por la técnica de Western blot, coinciden con tres manchas presentes
en las autorradiografias (Figura 9 B). Con esto se pudo corroborar que la ZmS6K es una
proteina cinasa activada por fosforilacion de manera similar a lo que ocurre con miembros de

la familia de la p?'()s“’K de mamiferos. Un analisis de la secuencia deducida de aminoécidos de

la ZmS6K (ver mas adelante) con el programa ScanProsite (ExPASy Molecular Biology



Server) reveld la presencia de posibles sitios de glicosilacion y miristilacion, lo que ayudaria
a explicar la presencia de las otras manchas con diferente peso molecular.
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Figura 9. Analisis en 2-D de la ZmS6K. A) Western blot de extractos crudos (200 pg de
proteina) de ejes embrionarios extraidos de semillas con diferentes periodos de germinacion
resueltos por electroforesis en 2-D, utilizando como primer anticuerpo el anti-p70%% (Panel
de la izquierda). Los extractos (200 pg de proteina) fueron previamente tratados con 5 U de
fosfatasa alcalina por 2 h, resueltos por electroforesis en 2-D y analizados por Western blot
(panel de la derecha) B) Extractos crudos (200 pg de proteina) de ejes embrionarios
extraidos de semillas germinadas por 22 hestimulados con insulina 200 pU/mL por 2 h mas
(Izquierda) y 46 h sin estimulo (derecha), fueron alimentados con *?P-ortofosfato durante 2
h, resueltos por electroforesis 2-D y analizados por Western blot (paneles superiores) y
autorradiografia (paneles inferiores). Las ktras indican la posicion equivalente de las
manchas en los dos andlisis. Los asteriscos indican una proteina reconocida
inespecificamente por el anticuerpo.
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Efecto de insulina, ZmIGF y AIA sobre la actividad de la ZmS6K. La activacion
de la p70°°¥, se lleva a cabo a través de rutas de sefializacion desencadenadas por diferentes
factores de crecimiento. Uno de los factores de crecimiento mas estudiados es la insulina y
los factores de crecimiento semejantes a insulina (IGFs) (Rhoads et al., 1999) y en maiz el
ZmIGF (Garcia-Flores et al., 2001). Con la finalidad de determinar el efecto de algunos de
estos reguladores del crecimiento sobre la actividad de la ZmS6K, se realizaron los
siguientes experimentos. Se extrajeron ejes embrionarios de semillas de maiz germinadas por
22 h, los ejes se incubaron en medio MS en ausencia (control) o en presencia de insulina 200
nU/mL, la auxina acido 3-indolacético (AIA) 20 uM y ZmIGF 200 pU/mL (Figura 10).
Estos reguladores se utilizaron porque ya se habia demostrado que inducen la fosforilaciéon
de la S6rp e inducen la sintesis selectiva de proteinas en ejes embrionarios de maiz (Sanchez
de Jiménez et al., 1999; Garcia-Flores et al., 2001; Beltran-Pefia et al., 2002). La ZmS6K se
inmunoprecipitdé de los extractos proteicos provenientes de los ejes embrionarios
estimulados, utilizando como sustrato al péptido RSK. Los resultados de estos experimentos
demuestran que cuando se estimulan los ejes embrionarios de maiz con insulina, AIA o el
ZmlIGF se induce un incremento en la actividad de la S6K (Figura 10 A). Un analisis por
Western blot de los extractos proteicos de lo ejes estimulados, utilizando el anticuerpo
anti-fosfo Treo-389, muestra que la activacion de la ZmS6K inducida por los factores

correlaciona positivamente con el grado de fosforilacion de la proteina (Figura 10 B).
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Figura 10. Efecto de reguladores de insulina, ZmIGF y AIA sobre la actividad de
la ZmS6K. A) Western blot de extractos crudos de ejes embrionarios extraidos de
semillas germinadas por 22 h. Los ejes embrionarios fueron estimulados por 2 h sin
(C) y con insulina 200 pU/mL (I), ZmIGF 200 pU/mL y acido Indol acético 20 pM
(AIA); utilizando el anticuerpo anti-fosfo p70%K (Treo-389)(panel superior). Tincion
Coomassie de los extractos proteicos resueltos pro SDS-PAGE (panel inferior). B)
Ensayo de actividad realizados a la ZmS6K inmunoprecipitada de los extractos de A).
Los datos son la media + el error estandar de tres experimentos independientes.

Efecto de rapamicina en la ruta de transduccion de sefales que conduce a la
fosforilacion de la S6. Para poder dilucidar algunos de los componentes de la ruta de
sefializacion que conducen a la activacion in vivo de la ZmS6K y demostrar que ésta proteina
es la responsable de la fosforilacion in vivo de la S6rp, se midio el efecto de la rapamicina, un
inhibidor indirecto de la fosforilacién de la proteina ribosomal S6, a nivel de la mTOR, la

SoK

enzima encargada de activar a la p70°™". Con esta finalidad se realizd el siguiente
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experimento. Ejes embrionarios extraidos de semillas de maiz germinadas por 22 h fueron
colocados en medio MS en presencia de insulina 200 pU/mL con o sin la rapamicina 0.1 pM.
Los ejes se incubaron y se alimentaron con [*2P]-ortofosfato durante 2 h. Posteriormente, los
ejes embrionarios se lavaron y se dividieron en dos grupos por cada tratamiento. De un grupo
se extrajeron las proteinas citoplasmicas y se inmunoprecipito a la ZmS6K y del otro grupo
se extrajeron las proteinas ribosomales. Las proteinas marcadas con [**P] de ambos grupos
(ZmS6K vy ribosomales), se separaron por SDS-PAGE y se analizaron por autorradiografia
(Figura 11). Los resultados muestran que la fosforilacion de la ZmS6K se ve incrementada en
presencia de insulina (Figura 11A, I). Este incremento en la fosforilaciéon se ve inhibido en
ejes embrionarios tratados con rapamicina (Figura 11A, I+R). Por otro lado el analisis de las
proteinas ribosomales muestra una banda de ~30 kDa, fosforilada in vivo (Figura 11B). Con
un Western blot, utilizando el anticuerpo anti-S6rp, se corroboré que la banda marcada
corresponde a la S6rp. Estos resultados muestran también que el estado de fosforilacién de la
S6rp correlaciona positivamente con el de la activacion de la ZmS6K, indicando que S6rp es
un sustrato in vivo de la ZmS6K.

Efecto de la rapamicina sobre la activacion endoégena de la ZmS6K. Los
resultados anteriores muestran que la rapamicina tiene un efecto inhibitorio sobre la
actividad de la ZmS6K inducida por insulina. Para determinar el efecto de la rapamicina
sobre la activaciéon enddgena de la ZmS6K en la germinacion, se realizo el siguiente
experimento. Ejes embrionarios disectados de semillas germinadas por 46 h fueron
incubados en ausencia y en presencia de rapamicina durante 2h. Se prepararon los extractos
crudos, se inmunoprecipité la ZmS6K y se analizo su actividad in vitro, utilizando como
sustrato el péptido RSK (Figura 12 A). Por otro lado, los extractos crudos se resolvieron en
una electroforesis en 2-D y se analizaron por Western blot, utilizando el anticuerpo
anti-p?()""("{ (Figura 12 B). Como controles de los ensayos de actividad se utilizo la mezcla de
reaccion sin enzima (Figura 12 A, -E) y la mezcla de reaccion sin sustrato con la finalidad de
determinar si la enzima es capaz de autofosforilarse (Figura 12 A, A-P). Los resultados de
este experimento demuestran que la rapamicina tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad
endogena de la ZmS6K (Figura 12 A). Este efecto sobre la actividad coincide con el efecto
inhibitorio sobre la fosforilacion de la ZmS6K, puesto que la movilidad electroforética y la

mtensidad de las manchas vistas en el analisis por Western blot de los extractos de semillas
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de 48 h (Figura 12 B, panel superior), disminuye con el tratamiento con rapamicina (Figura

12 B, panel inferior).

A C | [+R

32p.ZmS6K - |— 62 kDa

IZMSOK e | o e, ey |— 62 kDa
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Figura 11. Efecto de rapamicina sobre la activacion de la ZmS6K inducida por
insulina. A) Autorradiografia de la ZmS6K de extractos de ejes embrionarios
estimulados con agua (C), Insulina 200 pU/mL en ausencia (I) y en presencia de
rapamicina 100 nM (I+R). La ZmS6K fue inmunoprecipitada y separada por SDS-
PAGE (Panel superior). Western blot de los extractos crudos utilizando el anticuerpo
anti-p70%K (panel inferior). B) Autorradiografia de las proteinas ribosomales extraidas
de un “set” de ejes embrionarios tratados como en A) analizada por SDS-PAGE (panel
superior). Western blot de las proteinas ribosomales utilizando el anticuerpo anti-rpS6
(panel inferior).
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Figura 12. Efecto de la rapamicina sobre la activacion endéogena de la ZmS6K. A)
Ensayo de actividad de la ZmS6K inmunoprecipitada de ejes embrionarios de maiz
extraidos de semillas de 46 h de germinacion y tratados sin (Zm) y con rapamicina 100
nM (Zm+R). Como control de la reaccion se utilizdo una mezcla de reaccion sin enzima
(-E) y una mezcla de reaccion sin sustrato (A-P) y como sustrato el péptido RSK. Los
valores representan la media + el error estandar de las cpm incorporadas en el péptido
RSK de tres experimentos independientes. B) Western blot de los extractos crudos de
los ejes embrionarios de A) resueltos por electroforesis en 2-D, utilizando el anticuerpo
anti p70%K,
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Aislamiento del gen de la ZmS6K de ejes embrionarios de maiz. Con los
oligonucleotidos disefiados con las secuencias conservadas de las S6Ks, homologos de la
p70°°%, de Arabidopsis thaliana, de sorgo y de avena, se logré amplificar por RT-PCR (ver
métodos), un fragmento de ~380 pb, utilizando como templado RNA poly A" de ejes
embrionarios de maiz, obtenidos de semillas germinadas durante 24 h (figura 13). La
secuenciacion de éste fragmento de cDNA, resulté en un fragmento de 330 pb que tiene un
98 % de identidad con los posibles genes ortologos de sorgo, 79% con el gen de avena y 74%
con el gen de Arabidopsis (Figura 14). Ademas, un analisis de las secuencias deducidas de
aminoécidos de los diferentes genes, logré demostrar que el fragmento de maiz tiene un 94%
de identidad con la proteina de sorgo, un 78% con la de avena y un 71% con la de
Arabidopsis (Figura 15). Los resultados anteriores sugieren fuertemente que el fragmento de
330 pb, corresponde al ortélogo de la p?OSéK de maiz (ZmS6K), por lo que se procedié a
obtener la secuencia completa del gen. Para esto se disenaron oligonucleotidos especificos de
la secuencia del fragmento de 330 pb y se utiliz6 una biblioteca de cDNA de “ear”, granos de
elote, tejido de embriogénesis temprana de maiz, amablemente proporcionada por la Dra.
Sara Hake (Universidad de California, Berkeley), de acuerdo al diagrama de la figura 16.
Utilizando la técnica de PCR, los oligonucleodtidos disefiados con la secuencia de 330 pb,
oligonucleétidos disefiados con los brazos del vector (T3 y T7) y como templado la
biblioteca de cDNA, se logro obtener los fragmentos correspondientes a los extremos 5’ y 3’
del gen de la ZmS6K. Con la secuencia obtenida de estos fragmentos se disefiaron
oligonucledtidos correspondientes al extremo 3’ del gen, cerca de la cola de poli A, y del
extremo 5. Con estos oligonucleétidos, y utilizando como templado RNA poly A de ejes de
24 h, por la técnica de RT-PCR se logré obtener un fragmento de 1632 pb (Figura 17). El
codon de inicio y parte del extremo 5’ no traducible (5’UTR) se obtuvieron por RT-PCR
utilizando un oligonucleétido (5’-caggaaaagcactggceatccageat-3”) disefiado de las regiones
conservadas de los extremos 5’UTR de los genes putativos de sorgo y Arabidopsis y usando
como templado RNA poly A" de ejes embrionarios. En resumen, se logré aislar un fragmento
de 1861 pb que comprende la region codificante de la ZmS6K. La secuencia deducida de este

gen codifica una proteina de 488 aminoacidos con una masa molecular teérica de 54.1 kDa y
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un punto Isoeléctrico de 6.19. Este gen se publico en la base de datos del NCBI (ver anexos)

con numero de acceso AY389497.

M P RNA
pb

506/51 7=
— 28S rRNA
396=— -
Z2mS6K 18S rRNA
~380 pb
344—
298

Figura 13. Fragmento del gen de la ZmS6K. Producto de PCR (P) producido por la
técnica de RT-PCR, utilizando oligonucledtidos disefiados por alineamiento de las
S6Ks putativas de plantas y de mamiferos, y utilizando como templado RNA poly A"
de ejes embrionarios obtenidos de semillas germinadas por 24 h. Marcadores de peso
molecular (M) en pares de bases (pb). RNA representa una electroforesis del RNA total
de ejes embrionarios de 24 h de germinacion, utilizado para la extraccion del RNA
poly A™.
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ZWSEK e e e
Sorgo S6k 94%  CATAGGGATCTCAAGCCCGAAAACATCCTTCTGGATGCTGATGGCCATGCCATGCTCACA 468
Avena s6k 78%  CATAGAGATCTGAAGCCTGAGAACATCTTACTGGATGCTCGTGGCCATGCTATGCTGACC 873

ATPK6 73%  CACAGAGATCTGAAACCCGAAAACATACTCATGGATACAGATGGCCACGTGATGCTAACA 822
ATPK19 CATAGAGATCTTAAACCT GAAAACATACTCATGGAC GTAGAT GGC CATGTGATGTTAACT 840
b4 =17 /RSP ACCAGA -CAAACTCAATGTGTTGGCAC 26

Sorgo S6k GACTTTGGCCTT GCGARGGAA TTCTGTGAAAATACCAGATCAAACTCGATGTGT -GGCAC 527
Avena s6k GATTTTGGCCTGGCAARGGAGTTCGAT GAGAACACT AGATCAAAT TCAATGTGC -GGCAC 932
ATPK6 GATTTTGGT TTA GCAAAGGAA TTTGAAGAAAACACAAGA TCARACTCCATGTGC -GGAAC 881
ATPK19 GATTTTGGT TTA GCAAAA GAATTT GAA GAAAACACAAGA TCARACTCCATGTGT -GGGAC 899

*k hkhk Ak hkhk ok hhkdk kd ok ok

ZmSEK TCTCGAGTACAT GGCCCCGGAAAT TGT TCT TGGCCG GGGGCATGATAAGGC TGCTGACTG 86

Sorgo Sék TCTCGAGTACAT GEGCCCCGGAAATTGT TCT TGGCCGGGGGCATGATAAGGC TGCTGACTG 587
Avena stk CGTGGAGTATAT GGCCCCAGARATTGT TCAGGGCCGTGGTCATGATAAGGCTGCAGACTG 992
ATPKE TACGGAGTATAT GGCACCTGAAAT TGT TCGAGGAAA AGGACATGATAAAGCAGCTGACTG 941
ATPK19 TACGGAGTATAT GGCCCCTGAGAT TGT TCGTGGAAAAGGACATGATAAGGC TGCCGACTG 959

ke hkw Tk hkhkhk dk wk kkhhk kk ke hd hkckkdkhhkdk dk kk hkwkd

ZmS6K GTGGAGCGT GGGAAT CCTGCT GTT TGAAATGCT TACAGGCAAGCCCCCATT TGTTGGG-- 144
Sorgo Sék GTGGAGCGTGGGAAT CCT GCT GTT TGAAATGCT TACAGGCAAGCCCCCATT TGTTGGG-- 645
Avena sbk GTGGAGTGTGGGGAT CCTTCT TTTCGAAATGCT TACGGGCAAGCCTCCATTTTTTGGTGG 1052
ATPK6 GTGGAGCGTAGGGATTCTTCTGTATGAGATGCT CACAGGAAAGCCACCGTTTCTCGGG-- 999
ATPK19 GTGGAGTGTAGGAAT CCT TCT GTATGAGAT GCT CAC TGGAAAGCCGCCGTTTCTCGGG-- 1017

whkdkkhkd hk kk hk kdk kk ok dk ddkkkk kk kk khkkdkd kk ok k ok ko

ZmS6K - AATAGGGAGAAAGT TCAGCAGAAGAT TATARAAGA CAAACT GAAGCT TCC TTCATTTCT 203
Sorgo S6k -AATAGGGA GAA AGT TCA GCAGAAGAT TATAAAAGA CAAACT GAAGCT TCCTTCATTTCT 704
Avena sék TAACAGGGACAAAAT TCA GCAGAAGAT AGT GAGGGA GAAGAT GAAGCT TCCGTCGTATTT 1112
ATPK6 -AGCAAAGGAAA GATACA GCAGAAAAT TGT GAAGGA CAAGAT CAAGCT TCCGCAGTTTCT 1058
ATPK19 -AGCAAAGGAAAGATACA GCAGAAAAT CGT TAAGGA CAAGAT CAAGCT TCCACAGTTTGT 1076
* * * * % * kR kkkokdkhk ko * LA B 3 3 & ko okdk ok khok * ok ok
ZmS6K GTCTAGTGAAGC TCATTCCCT CCTGAGAGGCCT GCTACACAAGGAACCCARCAAGCGGCT 263
Sorgo Sé6k GTCTAGTGAAGCTCATTCCCT CCTGAGAGGCCT GCT ACACAAGGAACCCAACAAGCGGCT 764
Avena sé6k GTCTAGTGAAGT TCATTC TTT GCT TAAAGGGCTACT GCACAAAGAAGC TGGTAAGCGACT 1172
ATPK6 GTCTAATGAAGC TCATGCAATACT GAAAGGGCT GCT GCAAAAAGAGCCAGAAAGGCGACT 1118
ATPK19 GTTTAATGAAGCTCATGCCTTGCT GAA AGGGCT GCT GCAAAAAGAGCCAGAARGGAGACT 1136
hhk hk whkkdkk hhkk Ak & * hk ok wkk kk kk kk ko ko * * & * Kk
ZmS6K GGGCAGCTGCCC CGGAGGCAGCAACGAGATAARAAA CCACAAGTGGTTCAAGCCAATCAR 323
Sorgo S6k GGGCAGCTGCCC CGGAGGCAGCAACGAGATAAAAAR CCACAAGTGGTT CAAGCCAATCAR 824
Avena sék GGGAAGCGGTCT GGGCGGCAGCGA TGAAATAAA GAA CCACAAGTGGTT CAAAGCAGTARA 1232
ATPK6 TGGAAGTGGACT GAGCGGAGCAGA GGAGATAAAACA GCACAAATGGTT CAAGGGAATAAA 1178
ATPK19 GGGAAGTGGACC GAGCGGAGCAGAGGA GATAARAAAACA CAAATGGTT CAAGGCGATARA 1196
*k hh * W * wk * dk whkhkk * ddkkkd kokkokkhdd * hk
ZmS6K CTGORRR -~ o i e i SR SR S SRS S e R S T S samens 330
Sorgo S6k CTGGAGGAAGCT GGAGGC CCGGCAGAT CCAGCC GAGCTT TCGGCCGAACGT CGCCGGGCT 884
Avena sé6k CTGGAAGAGACT CGAGGC TCGACAGATCCAGCCAAGCTTCTGCCCGARTGT TGCCGGGCA 1292
ATPK6 CTGGAAGAAGCT GGA GGC TAGAGAAGT GATGCCAAGTTT CAAGCCGGAAGTATCGGGAAG 1238
ATPK19 CTGGAAGAAGCT GGAGGC TAGAGAAGT ACAACCAAGTTT CAAGCCGGCGGT TTCGGGAAG 1256
koW
EMSEK. 00 moelon oo S sl S dbie i i eee s e e e S LS S s a2 T
Sorgo S6k TACCTGTATCGC CAACTT GCA CGAGTGCTGGACGAA GACGCCCGT GCTGGACTCTCCGGT 944
Avena sé6k GACCTGCAT TGCAAACTT TGA CGAGTGCTGGAC GAGTAT GCCGGT GCT GRACTCTCCAGT 1352
ATPK6 GCAATGCATAGCAAATTT TGA CAAGTGTTGGAC TGACATGTC TGT TTTGGATTCTCCGGC 1298
ATPK19 ACAATGCATAGC TAATTT TGACAAGTGTTGGACTGA CAT GTCTGT TTTGGATTCTCCAGE 1316

Figura 14. Alineamineto del fragmento del gen de la ZmS6K. Alineamiento de la
secuencia obtenida del fragmento de 330 pb con las secuencias de nucledtidos de los
genes putativos correspondientes a las S6Ks de plantas. Los asteriscos indican los
nucledtidos idénticos en todas las secuencias.
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MVS SEIPSVTTTHTHGPKLFRGMILLP KGP POV ILP ENVEFD FNDVFGPVAVHT PTEAST
MVSSQRPVPNK- - -- --- - IQKQQYLS ISP SNSVLKDDVELEFSDVFGPLP - - - - -- - --
MVS SQCSVANKNQTG - -KPFQKHLSLS ISPPKSVLGDNLELQFSDVFGPMPE-- -~ - - -~

VTPDSPAPLAESGEEVYNDPVVITKRSHSLVGP TLLVSQSLPLSKLTLHES ESS SDLLEC
--------- EEANDIAYDEPAVVY SRSHSLVGF CSLDSHSLELTKLTLLET EDS IDLVEC
—————— ANS EEACDVAYDEPAVVY SRSHSLVGP SLVVSHSLKMNKLTLRET EDS VDLVEC

............................ MT EDEGIGLDDIQI LKLVGQGAF GKV FQVRKK
LSKEKQSNQEALSDEELSN- - - - - - -~ ~-TKENEAVGLDN FEV LKLVGQ GAF GKV YQVRMK
LEGESLKENDDF SGNDDSDNE KALEGDLVKVSGVVGIDD FEVMKVVGK GAF GKV YQV RKK
VEGESIKENDEF SGNDDTDSEKSPE- - - -EVSGVVG IED FEV LKVVGQ GAF GKVYQVRKK

NTSEIYAMKVMRKDR ILEKNH SEYMKAERE ILT KVDHPF IVQ LRY AFQ TKY RLY LVLDFI
GTSEILY AMKVMRKDKILEKNHAEYMKAERDILT KVDHPFVVQLRY SFQTKY RLY LVLDFV
ETSEIYAMKVMRKDH IMEKNHAEYMKAERD ILT KIDHPF IVQLKY SFQTKY RLY LVLDFI
DTSEIY AMKVMRKDK IVEFKNHAEYMKAERD ILT KIDHPF IVQLKY SFQTKY RLY LVLDFI

NGGHLF FQLYKQGLF ~-RELAR IYTAEI VSAVAH LHANGIMHR DLKPEN ILLDAD GHAMLT
NGGHLF FQLYQQGLFREELAR IYTAEIVSAVAHLHANGI MHR DLK PEN ILLDAR GHAMLT
NGGHLF FQLYHQGLFREDLARVYTAEI VSAVSH LHE KGIMHR DLK PEN ILMDTD GHVMLT
NGGHLF FQLYHQGLFREDLARVYTAEIVSVVSHLHEKGIMHR DLKPEN ILMDVD GHVMLT

----------- TRST SCVGTLEYMAPE IVL GRGHDK AADWWS VGI LLF EMLTGK PPFVG-
DFGLAK EFC ENT RSN SMCGTL EYMAPE IVLGRGHDK AADWWS VGI LLF EMLTGKPPFVG-
DFGLAK EFD ENT RSN SMCGTVEYMAPE IVQGRGHDK AADWWS VGI LLF EML TGKFPFFGG
DFGLAK EFE ENT RSN SMCGTT EYMAPE IVR GKGHDK AADWWS VGI LLY EMLTGK PPFLG-
DFGLAK EFE ENT RSN SMCGTT EYMAPE IVR GKGHDK AADWWS VGI LLY EML TGKPPFLG-

*k ok kW drdk o ok kok Fohkhkhkh kA k hh ko Ak okhk kdkk &
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NREKVQOKT TKDKLKLPS FLS SEAHSLLRGLLHKEP NKR LGS CPGGSNEIKNHKWFKPIN
NRDKIQQKIVREKMKLPSYLS SEVHSLLKGLLHKEAGKRLGS GLGGSDEIKNHKWFKAVN
SKGKIQQOKIVKDKIKLPQFLSNEAHAT LKGLIQKEP ERRLGS GLSGAEEIKQHKWFKGIN
SKGKIQQKT VKDKIKLPQFVFNEAHAL LKGLLQKEP ERRLGS GPS GAE ETKKHKWFKAIN
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WRKLEARQIQPSFRPNVAGLT CIANLHECWTKT PVLDSPVST PAGGAQQ- - LRGVHLRQA
WKRLEARQIQPS FCPNVAGQT CIANFDECWTSMPVLDSPVAS PVAADSN- - FUGFSYVRP
WEKKLEAREVMPS FKP EVS GRQ CIANFDKCWTDM SVL.DSPASS PSSDPKANP FTNFTY VRP
WEKLEAREVQPS FEKP AVS GRQ CIANFDKCWTDM SVLDSPASS PNSDAKANP FTNFTY VRP
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Figura 15. Alineamiento del fragmento del gen de la ZmS6K. Alineamiento del la
secuencia deducida de aminoacidos del fragmento del gen de la ZmS6K con las
secuencias deducidas de aminoacidos de los genes putativos de plantas. La flecha
indica la Serina correspondiente a la Treonina 229 de la p70%K, Los asteriscos indican

los aminoacidos idénticos. Los puntos indican los aminoacidos conservados.
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Figura 16. Secuenciacion de los extremos 5" y 3’ del gen de la ZmS6K. Diagrama
representando al gen de la ZmS6K clonado en la biblioteca de cDNA del tejido “ear”
(grano de elote de maiz) en el vector Lamba ZAP (Promega)(Panel superior). Las
flechas huecas en el diagrama de enmedio representan los oligos disefiados con el

fragmento de 330 pb.
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Figura 17. Secuenciacion de los extremos 5’ y 3’ del gen de la ZmS6K. Fragmento
de PCR (P) obtenido con oligonucléotidos disefiados de los extrmos 5’ y 3’
respectivamente de la ZmS6K clonada en la biblioteca de cDNA. El fragmento se
obtuvo por la técnica de RT-PCR, utilizando como templado RNA poli A" de ejes de
semillas germinadas por 24 h. Estandares de peso molecular en pb (M).

Efecto de insulina y ZmIGF sobre la expresion del mRNA de la ZmS6K. Con el
fragmento inicial de 330 pb obtenido anteriormente se realizaron los estudios para analizar
los patrones de expresion del gen de la S6K de maiz durante la germinacion y la regulacion
de la expresion del gen por los reguladores de crecimiento insulina y ZmIGF y los
inhibidores de la ruta de transduccion de sefiales rapamicina y wortmanina (Figura 18). Para
este fin se realizé el siguiente experimento. Se extrajeron ejes embrionarios de maiz de

semillas quiescentes (0 h) y germinadas durante 3, 6, 9, 12, 15, 21 y 24 h o de semillas
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germinadas por 22 h y estimuladas con insulina 200 pU/mL, insulina 200 pU/mL mas
rapamicina 0.1 pM, insulina 200 pU/mL mas wortmanina 1 pM, ZmIGF 200 pU/mL,
ZmIGF + rapamicina o wortmanina en concentraciones idénticas a las anteriores. Se extrajo
el RNA total de cada grupo de ejes y se realizaron estudios de expresion mediante la técnica
de RT-PCR semicuantitativo. Los resultados obtenidos demuestran que la expresion del gen
incrementa conforme se incrementa el tiempo de germinacion (Figura 18 A). Con respecto al
efecto de los factores de crecimiento e inhibidores, los resultados demuestran que la insulina

incrementa la expresion del gen y la rapamicina reduce su expresion (Figura 18 B).
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Figura 18. Anilisis de la expresién del gen de la ZmS6K. A) Se analizé h expresion del
gen de A ZmS6K durante la germinacion por la técnica de RT-PCR semicuantitativo,
utilizando los oligonucledtidos con los que se obtuvo el fragmento de 330 pb y como
templado 100 ng de RNA total de ejes embrionarios extraidos de semillas germinadas en los
tiempos indicados (panel superior). EITRNA 18 S se utilizé como un control de la cantidad
del RNA usado para el ensayo (panel inferior). B) Se analizé la expresion de la ZmS6K por
RT-PCR semicuantitativo, utilizando los oligonucledtidos de A) y como templado RNA
total de ejes embrionarios de 22 h de germinacion estimulados o no con 200 pU/mL de
insulina por 2 h, en ausencia y presencia de 100 nM de rapamicina (panel superior). G3PDH
representa el producto de RT-PCR de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa de maiz,
como control de la cantidad de RNA total utilizado. Analisis densitométrico de los
productos de PCR (panel inferior) ajustados con el producto de la G3PDH.



VIIIL. DISCUSION.

En este trabajo se caracteriza por primera vez, una proteina cinasa de ejes
embrionarios de maiz (ZmS6K) que fosforila a la S6rp en la subunidad 40S del ribosoma.
Esta proteina es ortdloga de la p70°™" de mamiferos, enzima clave en la via de transduccién
de senales que regula el crecimiento celular en animales (Schmelzle and Hall, 2000). ZmS6K
es una proteina de ~62 kDa con estructura similar a la de la p70°°F, como lo demostré su
reconocimiento por anticuerpos contra la p70°* de humano (Figura 5). Ademas, esto lo

apoya un fragmento de cDNA de 1861 pares de bases, el cual codifica para un péptido de 488

S6K

]

aminoacidos, de masa molecular y punto isoeléctrico tedricos similares a los de la p70
con la firma caracteristica de una cinasa de serinas y treoninas. ZmS6K muestra un 48 % de

OS(}K

identidad con la p7 y un 62 % a los genes potenciales reportados en Arabidopsis para S6

cinasa. Es importante resaltar que, la secuencia deducida de aminoacidos del cDNA de maiz,

S6K P
, los sitios

conserva los dos sitios importantes para la regulacion de la actividad de la p70
equivalentes a la Treo-389 y a la Treo-229 (Dennis, 1996). Sin embargo, la evidencia mas
fuerte es la demostracién de que ZmS6K posee actividad sobre la proteina ribosomal S6 de la
subunidad 40S de ejes embrionarios de maiz (Figura 6 B) a la cual fosforila en forma
selectiva, asi como a un péptido sintético (péptido RSK) disefiado como sustrato de la p70>°*
por contener los sitios fosforilables de la Sérp (Law et al., 2000) (Figura 6 C). La afinidad de
la ZmS6K por ATP y por el péptido RSK resulté ser semejante a la de la p705% (Law et al.,
2000) (Figura 7).

La cantidad de proteina ZmS6K durante la germinacion permanece constante (Figura
8 A), sin embargo es muy importante resaltar que su actividad es nula en el estado quiescente
en los ejes de 0 h de germinacién y se incrementa considerablemente conforme avanza la
germinacion, siendo muy activa en los ejes germinados por 48 h (Figura 8 B). Estos datos
sugieren un papel importante para esta enzima durante la germinacién. Al respecto, la ruta de
sefializacion que involucra la fosforilacion de la S6rp correlaciona con el incremento en la
sintesis de proteinas ribosomales, indispensable para el crecimiento y proliferacion celular en
mamiferos (Jefferies et al., 1997; Rhoads, 1999; Thomas 2002). Ademas, muchos estudios
indican que la estimulacién mitogénica de células quiescentes induce la activacion de la

p70°°¢ y consecuentemente la fosforilacion de la S6rp. En paralelo, las semillas quiescentes

tienen un metabolismo practicamente nulo, sin embargo, durante la germinacion el
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crecimiento celular (elongacion) es uno de los eventos mas evidentes. seguido por la
proliferacion celular en los tejidos meristematicos del embrion, los cuales requieren de mas
ribosomas para crecer. La traduccion concomitante de los mensajes 5’TOP bajo esas
condiciones de estimulacion, ha conducido a que varios autores propongan que la
fosforilacion de la S6rp, seguida de la activacién de la p?OS‘"K, incrementa la afinidad de los
ribosomas por los mensajes 5’TOP facilitando asi su iniciacion en la traduccion en estos
sistemas experimentales (Thomas y Thomas, 1986; Jefferies et al., 1997). Esta hipotesis ha
sido respaldada por multiples evidencias correlativas derivadas de experimentos en higado
de rata en regeneracion y la inanicion de células en cultivo (Meyuhas, 2000). Estudios en
Drosophila y ratén han llevado a la conclusion de que la activacién de la S6K y la
fosforilacion de la S6rp son importantes para determinar el tamafio celular, puesto que la
inactivacion de los genes que codifican para la S6K, induce genotipos caracteristicos: moscas
pequeiias (Montagne et al., 1999) y ratones pequefios (Shima et al., 1998) con numero de
células similares a los animales normales.

05°F se ha correlacionado con la fosforilacién de la enzima

La activacion total de la p7
hasta en 8 sitios especificos en dominios determinados (Pullen y Thomas, 1997).
Particularmente, existen evidencias de que la fosforilacion en el residuo de treonina en la
posicion 389 (Treo-389) induce un cambio conformacional en la proteina que deja accesible
a la treonina 229 (Treo-229) en el dominio catalitico, indispensable para la activacién
completa de la enzima. El grado de fosforilacion de la ZmS6K en el residuo equivalente a la
Treo-389 de la p70°®® se incrementa también durante la germinacién (Figura 8 A). Por otro
lado, los analisis por Western blot de los extractos de ejes embrionarios resueltos por
electroforesis en 2D muestran cambios importantes en la movilidad electroforética de la
proteina conforme avanza el periodo de germinacién (Figura 9 A). Algunos de estos sitios
desaparecen por el tratamiento previo de los extractos con fosfatasa alcalina (Figura 9 A),
indicando que algunas de estas modificaciones son por fosforilacion (Figura 9 B). Todos
estos datos sugieren que existe un incremento en la actividad de los componentes de la
cascada de transduccion de sefiales que conducen a la fosforilacion de esos residuos y al
incremento en la actividad de la ZmS6K y que el mecanismo que regula la actividad de la

enzima de maiz es similar a la de mamiferos.
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El analisis de la secuencia deducida del gen de la ZmS6K, realizada por el programa
ScanProsite (Expassy Molecular Biology Server), indica que la proteina tiene 4 sitios
putativos de N-glicosilacion y 4 de N-miristilacion, lo que podria explicar la presencia de las
distintas manchas en los geles bidimensionales, ademas de las modificaciones por
fosforilacion (Figura 9 y 12).

Estudios in vivo realizados en ejes embrionarios marcados con [**P]-ortofosfato,
demuestran que la fosforilacion de la ZmS6K se incrementa cuando los ejes son estimulados
con insulina (Figura 11 A), evento que coincide con el incremento en la fosforilacion de la
proteina ribosomal S6 (Figura 11 B), sugiriendo que la ZmS6K es la proteina encargada de
fosforilar in vivo a la S6 en ejes embrionarios de maiz. El incremento en la fosforilacion de
ambas proteinas es inhibido por el tratamiento de los ejes con rapamicina (Figura 11) asi
como la activacion de la ZmS6K (Figura 12), sugiriendo fuertemente la presencia en maiz de
la proteina homologa a la mTOR, al igual que en Arabidopsis (Menand et al., 2002).

La activacion de la cascada de senalizacion que conduce al incremento en la actividad
de la p70°°™ esta muy estudiada en mamiferos y la insulina y los IGFs son unos de los
compuestos que activan esta cascada (Rhoads, 1999). El tratamiento de ejes embrionarios
con insulina (Sanchez de Jiménez et al., 1999), con el ZmIGF (Garcia-Flores et al., 2001) o
con auxinas (Beltran-Pefia et al., 2002) ha demostrado inducir un incremento en la
fosforilacion de la S6rp. En este trabajo se demostré que el tratamiento de ejes embrionarios
con todos estos compuestos, como se esperaba, incrementa tanto la fosforilacion en el
residuo equivalente a la Treo-389, como la actividad de la ZmS6K (Figura 10).

La fosforilaciéon de la proteina ribosomal S6 es uno de los eventos mas tempranos
detectados en los estimulos mitogénicos. La fosforilacion de esta proteina ha atraido la
atencion porque correlaciona temporalmente con la iniciacion de la sintesis de proteinas, y ha
sugerido que ribosomas con altas proporciones de S6rp tienen una ventaja selectiva para
movilizar los mensajes que codifican las proteinas ribosomales (mensajes 5’TOP) hacia
polisomas (Jefferies et al., 1994). Esto hace que se produzca mas maquinaria de sintesis de
proteinas necesaria para hacer frente a la incrementada demanda de sintesis de proteina
durante el crecimiento y la division celulares (Meyuhas et al., 2000). Es importante
mencionar que algunos autores han indicado que la transmision correcta de la sefial inducida

por mitégenos/IGFs es dependiente de un estado energético positivo de los tejidos blanco, en
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los cuales la falta de aminoacidos no permite que la sefal sea eficientemente transducida
(Tang et al., 2001; Stolovich et al., 2002). Por otro lado, existe evidencia de que el grado de
fosforilacion de la S6rp en plantas puede ser regulado durante respuestas a estrés ambiental y
durante el desarrollo. El estrés por calor indujo una disminucion en la fosforilacion de una
proteina de 30 kDa de ribosomas de células en cultivo de tomate (Scharf y Nover, 1982) en
Arabidopsis (Turk et al., 1998) y en ejes embrionarios de maiz (Beltran-Pena et al., 2002). La
deprivacion de oxigeno indujo también una disminucion en la fosforilacion de la Sérp de
raices de maiz (Bailey-Serres y Freeling, 1990; Williams et al., 2003). Por el contrario,
incrementos en la fosforilacion de la S6rp se ha visto en cotiledones de calabaza esimulados
con 6-bencilaminopurina (Yakovleva y Kulaeva, 1987) y en ejes embrionarios de maiz
estimulados con auxinas (Pérez et al., 1990; Beltran-Pefia et al., 2002) o con insulina
(Sanchez de Jiménez et al., 1999; Garcia-Flores et al., 2001). La regulaciéon de la traduccion
de los mensajes que codifican para proteinas relacionadas con el aparato traduccional en
correlacion con la fosforilacion de la S6rp también se ha estudiado en plantas (Turck et al.,
2004; Reyes de la Cruz et al., 2004). En Arabidopsis se demostrd el incremento en la
movilizacion de los mensajes de la S6rp y de la S8 Arp hacia polisomas en correlacion con el
incremento en la actividad de la S6K y la fosforilacion de la S6rp (Turck et al., 2004). Por
otro lado, en ejes embrionarios de maiz se observo lo mismo con el mensaje de la S6rp y el
mensaje del factor del inicio de la traduccion elFiso4E (Reyes de la Cruz et al., 2004)
indicando que plantas y animales comparten el efecto que tiene la ruta de sefializacién que
modula la fosforilacion de la S6rp sobre la traduccién.

Los datos presentados en este trabajo en relacion a la regulacion de la ZmS6K por
rapamicina, el reciente descubrimiento de la proteina TOR en Arabidopsis y las
observaciones anteriores expuestas, sugieren fuertemente que en plantas existe también una
ruta de sefializacion regulada por factores de crecimiento, similar a la ruta de senalizacion de
mamiferos que regula el crecimiento y en la cual ZmS6K tiene un papel predominante.
Aunque en términos generales estas vias tienen un papel semejante en plantas y mamiferos,
también existen diferencias que plantean diferentes opciones para las plantas. Esto es asi que
en contraste con los sistemas de mamiferos, los transcritos de las proteinas ribosomales de
plantas, generalmente no inician con el tracto de polipirimidinas (Turck et al., 2004;

Williams et al, 2003). Tal es el caso de la proteina S28A, las dos copias de la proteina S6 de
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Arabidopsis (Turck et al., 2004), y las dos copias de la S6 de maiz, aunque al menos estas
ultimas poseen tractos de polipirimidinas dentro de la region 5’UTR (Williams et al., 2003)
sin empezar en la base +1 como en los mensajes de mamiferos (Meyuhas et al., 2000). Esta
situacion es similar al modelo de D. melanogaster, donde los transcritos de las proteinas
ribosomales del insecto son susceptibles del control traduccional ain cuando muchas de ellas
no poseen la secuencia 5’TOP (Meyuhas et al., 1996). Seria interesante entonces, el
profundizar en los mecanismos directamente involucrados en la traduccion de los mensajeros
de las proteinas ribosomales en plantas, dilucidando los elementos cis y trans involucrados
en esa regulacion y en los componentes del aparato traduccional susceptibles a modulacion
por las cascadas de transduccion de sefiales desencadenadas durante los eventos de demanda
de sintesis de proteinas, como el crecimiento y proliferacion celular. También es importante
dilucidar otros componentes de esta ruta de sefializacion en la que podrian participar otros
posibles efectores involucrados en la regulacion de la expresion genética y en el ciclo celular

de las células vegetales.
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IX. CONCLUSIONES.

Los datos obtenidos con este trabajo permitieron llegar a las siguientes conclusiones:

Iis

Se identificéd y purificé la ZmS6K de ejes embrionarios de maiz, ortologa de
la p70>°® de mamiferos. Se determiné su actividad de cinasa, la cual resulté
ser especifica sobre la proteina ribosomal S6 en la subunidad 40S.

ZmSo6K es activada por fosforilacion en el residuo equivalente a la Treo-389
de la p70™°~.

La actividad y la fosforilacion de la ZmS6K se incrementan conforme avanza
el periodo de germinacion, sugiriendo un papel clave durante este proceso.
Ademas de la fosforilacion, la ZmS6K estd sujeta a otros cambios
postraduccionales  (glicosilaciones y miristilaciones), sin cambiar
practicamente la cantidad de la proteina durante la germinacion.

Insulina y ZmIGF regulan la expresion del mRNA de la ZmS6K e inducen su
actividad y su fosforilacion.

La activacion y fosforilacion de la ZmS6K son sensibles a rapamicina lo que
implica que una proteina ortéloga de la mTOR esta presente en maiz.

Los ejes embrionarios de maiz expresan por lo menos un gen completo de la

ZmS6K con alto grado de identidad al de la p70°* de mamiferos.

62



X. PERSPECTIVAS.

Aunque no es nuevo el descubrir que muchos de los mecanismos del metabolismo
basal y de los mecanismos que regulan el crecimiento y proliferacion de las células
eucarionticas se han conservado a lo largo de la evolucion en las diversas especies, si es
novedoso el descubrir que cada especie las ha acoplado en forma diferente para su
sobrevivencia. También es novedoso el dilucidar, que por la direccion antropocéntrica que se
le ha dado a la investigacion, algunos mecanismos que se creian exclusivos de células
animales, operan también en plantas. En el caso de la ruta de transduccion de senales en
cuestion, es necesario hacer notar que en mamiferos, los dos sustratos mejor caracterizados
de lamTOR son la 4EBP y la p70°°*. De esta forma, por un lado mTOR regula la traduccién
CAP dependiente y por otro lado la traduccion de los mensajes del aparato traduccional.

Es importante destacar también que, aunque ya se ha reportado la presencia de la
proteina TOR en Arabidopsis, hasta la fecha no se han reportado proteinas homdlogas a la
4EBP. Ademas, las plantas poseen dos isoformas del factor eIF4E, por lo que la regulacion a
nivel traduccional seria diferente. Por otro lado, hasta la fecha no se ha reportado en plantas
la presencia de una cinasa semejante a la PI3K, una de las enzimas iniciadoras de la cascada
de traduccién de senales dependiente de factores de crecimiento, ademas de que se
desconocen tanto el receptor como el primer sustrato que recibe la sefial después del receptor.

Por lo anterior, seria importante profundizar en el conocimiento en maiz, acerca de la
presencia y el papel de la proteina TOR, de otros componentes importantes en la ruta de
sefializacion, de otras rutas que pudieran hacer “cross talk” con esta y de los posibles
efectores de esas rutas para profundizar en el conocimiento acerca de como las células
vegetales pueden acoplar los estimulos externos, a los que son mas sensibles que las
animales, a las modificaciones que sufre el aparato traduccional para regular la expresion
genética a este nivel durante los periodos en que se llevan a cabo los procesos de crecimiento,

proliferacion y diferenciacion celular.
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ABSIRACT: Ribosomal protein S6 (S6rp) is phosphorylated by the p705°K enzyme in mammals, under
mitogen/IGF regulation. This event has been correlated with an increase in 5"TOP mRNA translation. In
this research, a maize S6 kinase (ZmS6K) was isolated from maize (Zea mays L.) embryonic axes by
human p703°¥ antibody immunoprecipitation. This enzyme, a 62 kDa peptide, proved to be specific for
Sérp phosphorylation, as revealed by in vive and in vitro kinase activity using either the 40S ribosomal
subunit or the RSK synthetic peptide as the substrates. ZmS6K activation was achieved by phosphorylation
on serine/threonine residues. Specific phospho-Threo recognition by the p7056% antibody directed to target
phospho-Threo residue 389 correlated with ZmS6K activation. The ZmS6K protein content remained
almost steady during maize seed germination, whereas the ZmS6K activity increased during this process,
consistent with Zm6SK phosphorylation. Addition of insulin to germinating maize axes proved to increase
ZmS6K activity and the extent of S6rp phosphorylation. These events were blocked by rapamycin, an
inhibitor of the insulin signal transduction pathway in mammals, at the TOR (target of rapamycin) enzyme
level. We conclude that ZmS6K is a kinase, structurally and functionally ortholog of the mammalian
p703¢% responsible for in vivo S6rp phosphorylation in maize. Its activation is induced by insulin in a

533

Functional Characterization of a Maize Ribosomal S6 Protein Kinase (ZmS6K). a

TOR-dependent manner by phosphorylation on conserved serine/threonine residues.

A substantial proportion of total cellular energy is devoted
to the synthesis of new ribosomes during growth and
proliferation (/). This costly metabolic process must be
closely monitored and regulated as a function of nutritional,
hormonal, and developmental states (2). The mRNAs that
encode most ribosomal proteins, termed 5'TOP' mRNAs,
are characterized by the presence of a 5'-terminal oligo-
pyrimidine track (3, 4). Translation of these messages is
selectively stimulated by mitogen/IGF (insulin-like growth
factor) and also by amino acids, through a signal transduction
pathway, at present not completely understood. Under
mitogen/IGF stimulation, phosphorylation of the S$6 riboso-
mal protein (S6rp) on the 40S ribosomal subunit has been
elucidated (5, 6). It has also been stated that activation of
S6rp kinase (p705¢%) is another pathway target in mammals
(7, &) and in other eukaryotes (S6rpK) (9, /0). This activation
depends on the phosphorylation of specific enzyme target
sites by a process that involves the TOR (target of rapamycin)
kinase (71/).

In plants, information about this kind of signal transduction
pathway is scarce. However, it has been shown that insulin
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kinase; mTOR, mammalian target of rapamycin; 5TOP, 5'UTR track
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(/2) or an insulin-related peptide isolated from maize
(ZmIGF) (/3) induces seedling growth, as well as Sé6rp
phosphorylation and ribosomal protein synthesis in germinat-
ing embryos, suggesting the presence of a mitogen/IGF-
induced pathway in plants, similar to the one regulating cell
growth and proliferation in animals.

Despite the fact that S6K has not yet been characterized
in plants, reports indicate that S6rp phosphorylation is tightly
regulated in these organisms, during physiological (/4) as
well as stress (/3) conditions. Two clones designated AtS6k1
and AtS6k2 have been isolated from an Arabidopsis thaliana
c¢DNA library (/6). These clones were found to be identical
to two previously identified clones termed Atpk1/ATPK6
(17, 18) and ATPK19 (17), respectively. Database analysis
of AtS6k1 and AtS6k2 showed a high level of conservation
of catalytic domains compared with p705°%. AtS6k2, ectopi-
cally expressed in the human 293 cell line, phosphorylated
mammalian and plant ribosomal S6 protein in vitro and in
vivo (16), demonstrating that AtS6K2 might correspond to
the mammalian p703¢K,

Because of the relevance of the mitogen/IGF-induced
pathway in regulating growth in a wide range of eukaryotes,
and probably also in plants (/3), further investigations were
undertaken. Thus, the objective of this research was to isolate
and characterize an S6 protein kinase from germinating maize
embryonic axes (ZmS6K) and to determine if this enzyme
is functionally equivalent to the mammalian p70%°¥. Data
presented herein demonstrate that ZmS6K is a TOR-
dependent activated kinase, regulated through an insulin/IGF-
stimulated signal transduction pathway, similar to that
reported in other eukaryotes,
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MATERIALS AND METHODS

Biological Material. Seeds and embryonic axes of maize
(Zea mays L. cv. Chalqueno) were used for all experiments.
Maize seeds were germinated in water-imbibed cotton at 24
4+ 2 °C in darkness. After the stated period (0—48 h),
embryonic axes were manually dissected and frozen in liquid
nitrogen.

Preparation of Maize Axes Extract. Axes (400 mg) were
placed in Murashige-Skoog medium (MS) (/9) and incubated
for the stated period, then frozen in liquid Ny, ground in a
mortar, and homogenized in 8 mL of freshly prepared
extraction buffer [SO mM HEPES (pH 7.6), 50 mM NaP,0,,
I mM Na,VO,, | mM Na;MoO,, 4 mM EDTA, 20 mM
EGTA, 20 mM NaF, 80 mM f-glycerophosphate, 200 mM
mannitol, 2 mM DTT, 0.2 mM PMSF, and 1 mM benz-
amidine]. The homogenate was centrifuged at 27000g and
4 °C for 30 min and the supernatant likewise at 280000g
for 3.5 h on a sucrose cushion (1.5 M sucrose and 800 mM
KClI in extraction buffer). The new supernatant was termed
the axes extract.

ZmS6 Kinase Immunoprecipitation. ZmS6K was obtained
from the axes extract. Five hundred microliters of axes extract
(3 mg of cytoplasmic protein) was diluted in Eppendorf tubes
with 500 uL of buffer A [10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150
mM NaCl, | mM EDTA, and 0.05% (w/v) Nonidet-P40]
with 2 mM benzamidine and 1 4uM PMSF, and 5 uL of
p705°% antibody (Santa Cruz Biotechnology catalog no. SC-
230) was added to the mixture. The immunoprecipitated
mixture was incubated at 4 °C overnight with constant
shaking. Then 100 uL of protein A—Sepharose beads
(Zymed Laboratories catalog no. 10-1141) was added to the
mixture and the mixture incubated at 4 °C for a further 4 h.
The immunoprecipitated mixture was passed through a
microcolumn using a micropipet tip blocked with glass fiber.
The protein A—Sepharose—antibody—protein complex was
washed three times with buffer B [100 mM Tris-HCI (pH
7.5), | mM NaCl, 0.05% (w/v) Nonidet-P40, and 0.25% (v/
w) Triton X-100] and twice with buffer A and eluted with
300 uL of sample buffer [60 mM Tris-NaOH (pH 7.5), 2%
(w/v) SDS, and 10% (w/v) glycerol].

408 Ribosomal Subunit Preparation. Maize ribosomes
from quiescent seeds were obtained as described previously
(20) except that the ribosome suspension was layered on a
10 mL hyperbolic sucrose cushion (from 5 to 45% sucrose
in extraction buffer) and centrifuged at 19000g and 4 °C
overnight in a Beckman rotor SW40. The gradient was
fractioned, and the fractions were read at 260 nm. The
fractions enriched with the 40S ribosomal subunit were
centrifuged again at 360000g and 4 °C for 2 h; the
supernatant was discarded, and the pellet was washed and
dissolved with 40 uL of resuspension buffer (20). The 40S
ribosomal suspension was frozen and thawed three times
prior to being used as a kinase substrate.

ZmS6 Kinase Assay and Kinetic Analysis. The protein
kinase assay was performed using the immunoprecipitate
obtained as described above with some modifications. The
protein A—Sepharose—antibody—protein kinase complex
was collected at the bottom of Eppendorf tubes by top-speed
centrifugation in a microfuge. Then the supernatant was
discarded and the pellet washed three times with buffer B
(1 mL) and then twice with buffer A. The pellet was
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resuspended in dilution buffer [50 mM MOPS (pH 7.2), 10
mM p-nitrophenyl pyrophosphate, 1 mM DTT, 10 mM
MgCls, and 0.1% (w/v) Triton X-100]. Ten microliters of
this complex was used for a routine kinase assay (2/) in a
reaction mixture containing reaction buffer [50 mM MOPS
(pH 7.0), 10 mM MgCl,, | mM DTT, 10 mM p-nitrophenyl
pyrophosphate, and PKC and PKA specific inhibitors (500
and 150 ng, respectively)], 100 uM ATP, 5 uCi (3000 Ci/
mmol) of [y-**PJATP, and ecither 40 ug of 40S maize
ribosomal subunit or 5 nM RSK peptide (Calbiochem Co.
catalog no. 559280) in a final volume of 20 uL. The reaction
mixture was incubated for 30 min at 24 + 2 °C, and then
the reaction was stopped. (A) With the 408 ribosomal subunit
as the substrate, addition of 5 uL of 5x SDS—PAGE sample
buffer [0.05 M Tris-HCI (pH 6.8), 0.02 M EDTA, 10% (v/
v) glycerol, 1% (w/v) SDS, 1% (w/v) fi-mercaptoethanol,
and 0.002% (w/v) bromophenol blue], and boiling for 3 min.
After electrophoresis, the SDS—PAGE gel was Coomassie
stained and dried, and the autoradiography was obtained. (B)
With the RSK peptide as the substrate, the reaction was
stopped by applying 20 uL. of the reaction mixture to p81
phosphocellulose paper circles (Whatman Co. catalog no.
3698323), and then the mixture was extensively washed with
0.85% (v/v) phosphoric acid for 24 h and finally washed
with acetone. The papers were dried at room temperature
and placed in vials for liquid scintillation counting. For the
determination of kinetic parameters, RSK and ATP were used
as substrates at different concentrations (0—13.5 nM and
0—500 uM, respectively).

In Vivo ZmS6K and S6rp Phosphorylation. Two sets of
maize embryonic axes from seeds germinated for 22 h were
dissected and incubated in | mL of MS medium for a further
2 h with 400 uCi of [**P]orthophosphate (10 mCi/mL,
Amersham Pharmacia Biotech), in the presence or absence
of 200 microunits/mL insulin. In some experiments, rapa-
mycin (0.1 xM) was applied 15 min before insulin addition.
One set of axes was used to obtain ZmS6K as indicated
above. The other set was homogenized in liquid nitrogen
with a mortar and pestle and the powder mixed with
extraction buffer [20 mM Tris-HCI (pH 7.8), 5 mM MgCl,,
20 mM KCl, 1 mM PMSF, 5 mM NaF, 0.5% 2-mercapto-
ethanol, 1% Triton X-100, and 0.25 M sucrose]. The mixture
was clarified by centrifugation at 27000g and 4 °C for 30
min, and the supernatant was layered on a sucrose cushion
(0.5 M sucrose and 0.8 M KCI in extraction buffer) and
centrifuged at 280000g for 3.5 h to obtain the ribosomes.
The ribosome pellet was resuspended in buffer [20 mM
Hepes (pH 6.5), 20 mM KOH, 5 mM magnesium acetate,
125 mM potassium acetate, and 5% 2-mercaptoethanol], and
ribosomal proteins were extracted with acetic acid, precipi-
tated with acetone, and resuspended in water. The *?P-labeled
proteins (ribosomal and immunopurified proteins) were
analyzed by SDS—PAGE and autoradiography.

Two-Dimensional Electrophoresis Analysis of ZmS6K.
Two-dimensional electrophoresis analysis of axes extracts
(200 ug of protein) from seeds germinated for 0, 6, 12, 24,
and 48 h was performed according to the method of O'Farell
(22) using a pH gradient from 3.5 to 10 and 12% SDS-—
polyacrylamide gels. Equal amounts of proteins from the
same set of axes were treated with 4 units of alkaline
phosphatase (Sigma Chemical Co. catalog no. P-0762). The
polyacrylamide gels were transferred to PVDF membranes
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FIGURE | Immuno-identification and activity of a maize peptide
S6rpK (ZmS6K). Maize axes extract from 24 h germinated seeds
(lanes 1) or ZmS6K immunoprecipitated from the maize extracts
by anti-human p70%%% antibody (lanes 2) were resolved by SDS—
PAGE A) Coomassie stained gel and B) analyzed by Western blot
using anti-human p705K anubody. The 62 kDa band corresponds
to ZmS6K protein. Protein kinase activity was assessed in the 62
kDa maize immunoprecipitated peptide (ZmS6K) by an in vitro
assay. Substrates used: 5 wCi [*?P]-y-ATP, and maize 40S
ribosomal subunit (20 ug) in the assay buffer in a final volume of
20 uL. The reaction was incubated 30 min at 24 °C and the products
were analyzed by SDS—PAGE and auto-radiography (C, upper
panel). ZmS6K (Zm), rat p70°%% (R) or none (-E) indicates the
source of enzyme. The arrow points to [*2P)-S6rp (31 kDa). Western
blot analysis of a similar gel was performed with Sérp antibody to
identify the 31 kDa band (C, lower panel).

(Millipore Co. catalog no. IPVH0010) and assayed by
Western blot analysis using anti-human p705%% (Santa Cruz
Biotechnology).

RESULTS

Immunoidentification of a Maize Peptide Recognized by
the Anti-Human p7(F*X Antibody. To isolate and characterize
the maize S6 kinase protein, extracts from germinating maize
embryonic axes were immunoprecipitated with the anti-
human p70%% antibody and further purified with protein
A—Sepharose and successive buffer detergent washes to
eliminate the antibody (Materials and Methods). SDS—PAGE
(Figure 1A) and Western blotting (Figure 1B) were per-
formed on both the crude extract and immunoprecipitated
protein. A protein with an apparent molecular mass of 62
kDa that cross-reacted with the anti-human p705¢€ antibody
was observed in both cases. Serum from nonimmunized
rabbit and antibody against maize elF4G were also tested,
with negative results (data not shown).

Full-Length ZmS6K ¢DNA Sequence. The ZmS6K gene
sequence was obtained by RT-PCR using maize RNA poly
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A+ as a template and oligonucleotide primers designed from
the most conserved regions of the S6Ks ¢cDNA sequences
The RNA was obtained from embryonic axes dissected from
maize seeds germinated for 48 h. This ¢cDNA sequence
(NCBI GenBank entry AY389497) was analyzed with the
Translate and ScanProsite tools (ExPASy Molecular Biology
Server). Results indicate that the ZmS6K c¢cDNA sequence
encodes a 488-amino acid protein with a theoretical molec-
ular mass of 54.1 kDa and an isoelectric point of 6.19,
compared with the corresponding parameters for p70%°% (56.1
kDa and a pl of 6.02, respectively) (pl/MW tool). The
ZmS6K nucleotide sequence predicts a protein that contains
a serine/threonine protein kinase signature and that is 48%
identical to human p70%% (NCBI1 GenBank entry P23443)
and 62% identical to A. thaliana ATPK6 (NCBI GenBank
entry AY096555). Most importantly, the protein conserves
two of the main target residues essential for the activation
of p705K in animals: Thr-389 (Thr-468 in ZmS6K) and Thr-
229 (Ser-308 in ZmS6K).

The 62 kDa Protein Has S6 Kinase Activity (ZmS6K). To
determine if the 62 kDa protein has S6 kinase activity, an in
vitre assay system was established. Immunoprecipitated
ZmS6K from maize extract germinated for 24 h was used
as the enzyme source, and [y-*P]JATP and the 408 ribosomal
subunit were used as substrates (Figure 1C). ZmS6K activity
was indicated by the amount of P incorporated in S6rp.
This was determined by autoradiography of the electrophore-
sed 408 ribosomal proteins (Figure 1C, Zm). Rat liver p703¢¢
isolated in the lab by p705°% antibody immunoprecipitation
was used as a positive control of the assay (Figure 1C, R),
using also maize 40S subunits as the substrate. A negative
control without enzyme was also set (Figure 1C, —E). Results
of the autoradiography indicated incorporation of **P in only
a 31 kDa protein from the set of 40S ribosomal subunit
proteins, both with maize and rat enzyme but not in the
negative control (Figure 1C, top panel). This band was further
identified as S6rp by Western blot analysis with the rat Sérp
antibody (Figure 1C, bottom panel).

ZmS6K Activity Correlates with Phosphorylation on
Equivalent Threo Residue 389. Previous reports have dem-
onstrated that p7056% kinase activity correlates with the
enzyme phosphorylation on Threo residue 389 (8, 23, 24).
To analyze this, the following experiment was set up. Maize
axes extracts from different germination periods (from 0 to
48 h) were resolved by SDS—PAGE and analyzed by
Western blotting using either anti-human p705* to measure
total ZmS6K protein content or anti-phospho Threo residue
389 antibodies to test whether the equivalent Threo residue
in the ZmS6K protein is phosphorylated. Results indicated
that the ZmS6K protein level was similar for all germination
periods that were tested (from 0 to 48 h) (Figure 2A, top
panel). On the other hand, phosphorylation on equivalent
phosphorylated Threo residue 389 was not observed in
quiescent axes (0 h) but started to be noticed ~6 h later,
and the level of phosphorylation increased toward the end
of germination (Figure 2A, bottom panel), suggesting that
the activity of this enzyme is developmentally regulated
during germination. To confirm that ZmS6K activity cor-
relates with phosphorylation on equivalent Threo residue 389,
an in vitro assay was set up with the RSK peptide as the
substrate, measuring the amount of *P incorporated into
RSK. Different concentrations of the synthetic RSK peptide
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FIGURE 2: ZmS6K expression and activation during germination,
Embryonic axes extracts from seeds germinated for 0. 6, 12, 24
and 48 h were SDS—PAGL resolved and analyzed by Western blot
either with anti-human p70%* (top panel) or anti 389 phospho Thr-
389 p705%% (lower panel). B) Immunoprecipitates from the same
embryonic axes extracts were analyzed by in vitro ZmS6K activity
using RSK peptide (5 ug) and [*P]-y-ATP (5 uCi) as substrates.
Results are shown as mean values + standard error of three
independent measurements of the incorporated [**P]. These experi-
ments were reproduced three times with similar results.

and [y-*P]JATP were tested to define the assay conditions
(see Materials and Methods), and the substrate concentrations
that were chosen were based on the obtained kinetic
parameters. These concentrations turned out to be very close
to those reported for the mammalian enzyme (25) (data not
shown). Thus, the ZmS6 kinase activity was determined in
each of the axes extracts from the germination experiment
described above. Results showed zero ZmS6K activity in
quiescent axes and very low activity after germination for 6
h, slowly increasing toward the end of this period (48 h)
(Figure 2B). These data indicate a positive correlation
between the phosphorylation status determined by the Threo
residue 389 antibody (Figure 2A, bottom panel) and the
amount of ¥P incorporated in vitre into the RSK substrate
(Figure 2B), which confirms the dependence of the ZmS6K
activity on phosphorylation on equivalent Threo residue 389.

Full activation of the mammalian p705¢* can be reached
after multiple phosphorylation steps of different sites besides
Threo residue 389 (8, 23, 34). Thus, the phosphorylation
status of the ZmS6K protein during germination was further
analyzed. To this end, embryonic axes extracts from germi-
nated seeds at different germination times were resolved by
two-dimensional (2D) gel electrophoresis within a pH range
of 3.5—10 in the first dimension and analyzed by SDS—
PAGE and Western blot with anti-human p705¢K antibody
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FIGURE 3: 2-D electrophoretic analysis of the S6K phosphorylated
forms during germination. A) Crude extracts from embryonic axes
germinated for the indicated periods were prepared. Two hundred
ug of proteins were analyzed by 2D electrophoresis and Western
blot using the anti-human p70%K antibody. B) Maize embryonic
axes from 22 or 46 h germinated seeds were incubated in MS
medium for 2 h in the presence of [*?P]-orthophosphate. The
incubation system for the 22 h axes also contained insulin 200 U
mL~!. Crude extracts from each axes set were prepared and the
same amount of proteins as i A) were resolved in the 2D
electrophoresis and analyzed by Western blot (upper panels) and
autoradiography (lower panels). The asterisk marks a protein that
was nonspecifically recogmized by the antibody.

(Figure 3). In quiescent axes (0 h), the basal ZmS6K shows
two spots. However, as germination progresses, more spots
appear toward the acidic pH (five well-defined spots after
germination for 24 h and at least eight after 48 h) (Figure
3A), suggesting the appearance of posttranslationally modi-
fied ZmS6K forms. To test this possibility, two sets of maize
embryonic axes dissected from seeds germinated for either
22 or 46 h were incubated in MS medium in the presence of
[*?PJorthophosphate for 2 h. During this period, the 22 h
axes were stimulated with insulin, which is known to result
in S6rp phosphorylation in maize axes (/2, 13). Extracts from
both sets of axes were resolved by 2D gel electrophoresis
and analyzed by autoradiogrphy and Western blotting (Figure
3B). The Western blot revealed five spots in the extract from
insulin-stimulated axes (Figure 3B, top left panel) and eight
spots in the 48 h axes extract (Figure 3B, top right panel) as
observed previously (Figure 3A, 24 and 48 h). On the other
hand, the autoradiography showed three spots (Figure 3B,
bottom panels, c—e) in both axes extracts, indicating that
spots a and b correspond to the unphosphorylated ZmS6K
whereas ZmS6K spots ¢—e are due to phosphorylation,
Notice that there is a spot toward the right side of the Western
blot (labeled with an asterisk), which seems to be due to
unspecific antibody recognition since it is not phosphorylated.

Insulin Stimulates ZmS6K Activity in Germinating Axes.
Insulin and insulin-like growth factors (IGFs), widely
distributed among eukaryotic organisms (26), stimulate a
signal transduction pathway that targets p705K activation and
the subsequent S6rp phosphorylation on the 40S ribosomal
subunit (5). Because it has been shown that insulin induces
maize S6rp phosphorylation in growing tissues (/2), the
insulin effect on ZmS6K activity was measured in maize
embryonic axes germinated for 24 h. For these experiments,
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FIGURE 4: Insulin stimulates ZmS6K activity. Maize seeds were
24 h germinated, their axes were dissected and incubated in MS
medium without (24 h) or with 200 gUmL™" insulin (24 h + I).
Quiescent (nongerminated) axes extract (0 h) was also set as control.
ZmS6K was obtained from axes extracts by immunoprecipitation
with anti-human p70%* antibody and ZmS6K activity was in vitro
assessed using 40S ribosomal subunit as substrate and the same
amount of immunoprecipitated ZmS6K from each axes extract. The
ribosomal proteins were resolved by SDS—PAGE and auto-
radiography (A, upper panel) and analyzed by Western blot with
anti-S6rp antibody (A, lower panel). Each of the maize extracts
from (A) were further analyzed by Western blot either with anti-
human p70%¢% antibody to assess total amount of ZmS6K protein
(B, top panel) or with antibody raised against the target phospho
389-Threo p70%* region (B, lower panel). The numbers stand for
fold of 24 h + I increment as compared with the 24 h control,
determined by densitometry,

axes were or were not stimulated with insulin. At the end,
ZmS6K was immunoprecipitated from the axes extracts and
its activity measured in vitro using 408 ribosomal subunits
as the substrate and the same amount of ZmS6K protein in
each case (Figure 4A). ZmS6K, immunoprecipitated from
nongerminating axes (0 h), was also set as a control. Results
showed that ZmS6K activity increased nearly 3-fold (2.6)
after insulin stimulation with respect to the value of the axes
not stimulated for 24 h, as indicated by the intensity of the
[*2P]S6rp bands resolved on SDS—PAGE and autoradiog-
raphy (Figure 4A, top panel) and measured by densitometry.
On the other hand, the immunoprecipitated ZmS6K from the
0 h extract did not show S6rp phosphorylation, indicating
the lack of ZmS6K activity in quiescent axes, as shown
previously (Figure 2A, bottom panel). Identification of the
Sérp in the gels, the endogenous substrate of ZmS6K, was
performed by Western blotting with the anti-Sé6rp antibody
(Figure 4A, bottom panel). The endogenous phosphorylation
status of ZmS6K in the 24 h nonstimulated and insulin-
stimulated maize extracts was further determined. To this
end, the same axes extracts from the above experiment were
analyzed by Western blotting with both the anti-p705¢&
antibody that recognizes the ZmS6K protein (Figure 4B, top
panel) and the anti-phospho Threo residue 389 antibody that
recognizes only the ZmS6K phosphorylated in the equivalent
position (Figure 4B, bottom panel). An increased level of
ZmS6K phosphorylation was found in the extract from
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FIGURE 5: Rapamycin inhibition of ZmS6K and S6rp phosphory-
lation from in vivo insulin-stimulated axes. Maize embryonic axes
from 22 h germinated seeds were incubated in MS medium with
either 200 gUmL ™" insulin (1), 200 xUmL"" insulin plus 100 nM
rapamycin (I+R) or deionized water (C) and [**P]-orthophosphate
(400 uCi) for 2 h more. Autorradiography (A, top panel) and
Western blot with p705K antibody (A, lower panel) of immuno-
precipitated ZmS6K from each axes set. Ribosomal proteins
obtained from the same axes set resolved by SDS—PAGE and
analyzed by autoradiography (B top panel) and Western blot of
these proteins using anti-S6rp antibody (B, lower panel).

insulin-stimulated maize axes (2.7-fold) as compared with
phosphorylation of the ZmS6K in the 24 h control (Figure
4B, bottom panel), whereas both extracts exhibited similar
amounts of ZmS6K protein (Figure 4B, top panel). The
extract from quiescent axes (0 h) did not exhibit reaction
with the anti-phospho Threo residue 389 antibody but
exhibited almost the same amount of ZmS6K protein by its
reaction with the anti-p70%¢¥ antibody. These data indicate
that maize ZmS6K is activated after insulin stimulation of
maize axes and confirmed that its activity correlates with
the level of ZmS6K phosphorylation on the equivalent target
threonine residue of the p705%% enzyme, as reported for the
mammalian kinase (29).

Effect of Rapamycin on ZmS6K Activity and Phosphory-
lation. TOR (target of rapamycin) kinase is a main target of
the insulin/IGF-stimulated signal transduction pathway that
regulates S6K activation in animals (/7). To test whether
ZmS6K activation is also TOR-dependent, an experiment
was designed where embryonic axes from seeds germinated
for 24 h were insulin-stimulated either alone or in the
presence of rapamycin (applied 15 min before the insulin
stimulus). This immunosuppressant drug is an inhibitor of
the insulin/lGF-stimulated signal transduction pathway at the
TOR level (4, 27). A nonstimulated axes group was also set
as a control. The axes were fed with [*?P]orthophosphate
for 2 h as described in Materials and Methods. At the end
of this period, half of the axes were used to isolate ribosomal
proteins and the other half to immunoprecipitate the ZmS6K.
The two groups of proteins were SDS—PAGE resolved and
their autoradiographies revealed with a phosphorimager.
Results show an increased level of phosphorylation on
ZmS6K as well as on S6rp in the insulin-stimulated axes
(top panels of parts A and B of Figure 5, respectively),
whereas the nonstimulated axes showed low phosphorylation
levels in both proteins. The protein load controls in the SDS—
PAGE gels showed similar amounts of the tested proteins
by Western blotting with the corresponding antibodies
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FIGURE 6: Rapamycin effect on endogenous ZmS6K activity from
maize. A) [n vitro ZmS6K activity measurements made with RSK
(5 ug) peptide and [*?P]-y-ATP (5 uCi) as substrates in axes extracts
from 48 h germinated seeds incubated either with (Zm + R) or
without (Zm) rapamycin. Controls correspond o reaction mixture
without enzyme (-E) or without substrate (A—P), respectively. B)
2-D electrophoresis and Western blot analysis of axes extracts
prepared as in Figure 3 using the same p70%¢K antibody,

(bottom panels of parts A and B of Figure 5, respectively).
On the other hand, the levels of ZmS6K and Sérp phospho-
rylation in the axes that were insulin-stimulated in the
presence of rapamycin did not show an increment, but their
levels were similar to the control (top panels of parts A and
B of Figure 5). These data indicate that rapamycin blocked
the insulin stimulatory effect on ZmS6K and as a conse-
quence on S6rp. The positive correlation observed between
in vivo ZmS6K activation and Sérp phosphorylation indicates
that ZmS6K is the enzyme responsible for in wvivo Sérp
phosphorylation, and also that a similar TOR kinase may
lay upstream of the ZmS6K within the corresponding signal
transduction pathway in maize.

Further, the effect of rapamycin on ZmS6K endogenous
activity was analyzed. Axes from seeds germinated for 48
h, where ZmS6K is already fully active (Figure 2), were
incubated with or without rapamycin under similar conditions
as described above. ZmS6K was immunoprecipitated from
the two sets of 48 h axes and its activity measured in vitro
with RSK and [y-*2P]ATP. As seen in Figure 6A, rapamycin
inhibited ZmS6K endogenous activity, to a significant extent
(more than half) compared with the enzyme from axes not
incubated with rapamycin (Figure 6A). A control without
RSK substrate was also set to test whether ZmS6K is capable
of autophosphorylation. Figure 6A (A-P) shows that this is
not the case.

To complete these data, analysis of the phosphorylated
status of the 48 h axes ZmS6K, with or without rapamycin,
was performed by isoelectrofocusing and Western blotting
on maize extracts from axes germinated for 48 h with the
anti-human p70%¢% antibody. Results showed that the samples
not treated with rapamycin for 48 h presented at least eight
strong spots within the acidic pH range (Figure 6B, top
panel). With rapamycin present, however, many of these
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spots were not present in the pattern, and the intensity of
the most acidic spots decreased relative to the control (Figure
0, bottom pancl). From this result, it can be concluded that
rapamycin inhibits ZmS6K endogenous activity as well.

DISCUSSION

This research characterizes, for the first time in plants,
the role of a protein kinase (ZmS6K) specific for Sérp
phosphorylation in maize ribosomes. cDNAs encoding for
putative S6Ks have, however, been reported previously for
Arabidopsis, where two cDNAs were found, namely AtpK1/
ATPK6 and AtpK2/ATPKI19 (16, /7, 18). For maize, our
data indicate one main active ZmS6K multiphosphorylated
protein, as judged by the higher mobility toward the acidic
1EF pH region observed after enzyme activation (Figures 3
and 6B), coincident with the [*?P] incorporation found on
the most acidic spots (Figure 3B, lower panels). Furthermore,
this spots where not present when maize extract were alkaline
phosphatase treated (data not shown). All these data are
consistent with the seven putative phosphorylation sites
predicted by the ScanProsite analysis of the ZmS6K cDNA
sequence. This analysis also indicates four N-glycosilation
and four N-myristoylation sites, suggesting that other ZmS6K
posttranslational modifications, besides phosphorylation,
might account for the spots that migrate above the normal
ZmS6K molecular mass (Figure 3, 48 h and Figure 6B).

The 62kDa maize ZmS6K presents several similarities with
the correspondent mammalian enzyme. Indeed, ZmS6K and
p705%K proteins share structural and functional characteristics,
such as specific recognition by the same anti-human p7056%
antibody (Figure 1B), and substrate specificity: the endog-
enous S6rp on the 408 ribosomal subunit (Figs. 1C, and 4A)
and the synthetic RSK peptide (Figs. 2B and 6A) (8, 28).
Furthermore, both enzymes seem to have a similar activation
mechanism. ZmS6K showed several phosphorylated sites in
the active enzyme (Figures 2 and 3) that positively correlates
with its activity and the phosphorylation on a target site
recognized by the 389-Threo specific antibody residue
(Figures 2 and 4 lower panels), correspondent with p705%
activation (8, 23, 24, 29). Moreover, both enzymes proved
to be highly sensitive to rapamycin inhibition indicating its
dependency on TOR kinase activity, an enzyme located
upstream p705¢% within the insulin/IGF signal transduction
pathway (Figures 5 and 6) (/7). All these data clearly indicate
that ZmS6K is the ortholog maize enzyme of the human
97051‘)1{_

Several studies have shown that the S6K signaling pathway
induced by mitogens/IGFs plays a critical role in animal cell
growth (/0, 30, 31). This pathway is known to induce the
activation of the rapamycin-sensitive mTOR and p705%%
enzymes, and correlates with the increase of specific transla-
tion of the STOP mRNA messengers (32), that results in
the regulation of cell growth and proliferation (33, 34). In
maize, an insulin-related growth factor (ZmlIGF), with
structural and functional similarities to insulin, has been
isolated and purified from maize embryonic axes (/3).
Moreover, ZmIGF as well as insulin have proved to stimulate
Sérp phosphorylation and ribosomal protein synthesis in
maize axes, as well as to accelerate seed germination and
seedling growth (/2, /3). These data strongly suggest that
ZmIGF is the endogenous effector of a signal transduction
pathway that regulates cell growth and proliferation in maize.
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This interpretation is further supported by the results from
the insulin-stimulated axes experiments, showing significant
 vteo and o pitro. increments on ZmS6K activity in a
rapamycin-sensitive manner (Figs. 4A and 5).

The above data and the recent finding of a TOR gene in
A thaliana (35), showing high level of identity with the
human mTOR gene (36, 37), strengthen our interpretation
that maize, and probably plants in general, regulate cell
growth and proliferation through a similar pathway as animal
cukaryotes.

In summary a maize protein kinase, ZmS6K, structurally
and functionally ortholog to the mammalian p705% is
reported. ZmS6K showed to be specifically activated by
phosphorylation, subject to regulation by insulin stimulation
and inhibited by rapamycin. This information strongly
suggests that this enzyme 1s part of an endogenous insulin-
like growth factor (ZmIGF)-stimulated signal transduction
pathway that regulates cell growth and proliferation in maize
tissues.
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Summary

Insulin and “insulin-like” growth factors (IGFs) regulate cell growth in eukaryotes by
stimulating a signal transduction pathway that exerts translational control. No
similar pathway has been described in plants. However, insulin or an insulin-
related maize peptide (ZmIGF), have shown to accelerate maize seed germination,
seedling growth and protein synthesis. The objective of this work was to inquire
whether these effects are induced through a pathway similar to the one described
for insulin/IGF in animals.

Insulin/ZmIGF dose-response experiments were performed to define optimum
concentration for maize seedling growth. ZmIGF was immunolocalized in situ in
root and coleoptile meristems of germinating maize axes. Significant increment on
ribosomal protein synthesis was induced by Insulin/ZmIGF in maize axes and
changes in the novo synthesized cytoplasmic proteins were also observed. RT-
PCR analysis of total and polysomal RNA, isolated from insulin/ZmIGF-stimulated
axes, revealed specific mMRNA recruitment into polysomes for translation, and
activation of the endogenous S6 ribosomal protein kinase (ZmS6K). The above
effects were reversed by rapamycin, an inhibitor of the insulin-induced signal
transduction pathway in animals. Taken together these data strongly suggest that a
signal transduction pathway, similar to that stimulated by insulin in animals,

regulates translation and cell growth in maize seedlings.



Introduction

Gene expression is translationally regulated in eukaryotic cells during a variety of
cellular responses (1). Such regulation is exerted mainly at the level of translation
initiation. Particularly, ribosomal protein synthesis is known to be under
translational control in higher organisms (2, 3) including plants, (4, 5). In mammals,
the mechanism for this regulation has been largely investigated, since it is part of
an overall insulin/IGF-stimulated pathway that regulates cell growth and/or cell
proliferation (6). Indeed, insulin and members of the family of peptidic growth
factors, IGFs | and Il (“insulin-like” growth factors), stimulate the phosphatidyl
inositol-3-kinase pathway (7, 8) that targets two main protein kinases, mTOR
(target of rapamycin) and p70°® (S6 ribosomal protein kinase). Both kinases have
been demonstrated to play a central role on cell growth regulation (9, 10) through

activation of target proteins involved in translation rate stimulation.

In animals, the mTOR kinase targets two main downstream effectors, the elF4E
binding protein (4E-BP), and the ribosomal protein S6 kinase (11, 12). On one
side, mTOR directly phosphorylates 4E-BP increasing the levels of free elF4E for
overall, as well as, specific translation initiation. On the other, the S6 kinase
activated by the insulin/IGF  signal pathway induces ribosome
hyperphosphorylation of S6 ribosomal protein (S6rp) on the 40S ribosomal subunit
(13, 14). Although the precise mechanism involved in these process is not
completely understood, selective recruitment into polysomes of mRNAs containing

a track of pyrimidines at their 5’'UTR (5'TOP) (2) is observed in the activated cells.



These events result in specific increment of ribosomal protein synthesis, since
most of the encoding ribosomal protein mMRNAs contain the 5° TOP signal (15). By
this signal transduction pathway, the insulin/IGF stimulatory effect ultimately results

in increased cell growth/proliferation (16).

Although in plants no similar pathway has been described, insulin-related peptides
have been reported in several species (17, 18, 19). The physiological role of these
peptides has not been elucidated yet. However, it has been demonstrated that
insulin stimulates seed germination and seedling growth of several dicot and
monocot plants (4, 20). Furthermore, insulin application to germinating maize axes
showed induction of ribosomal protein synthesis and S6rp phosphorylation,
suggesting that a signal transduction pathway responsive to this stimulus is
present in maize. Recently, a maize insulin-related peptide (ZmIGF), sharing
specific epitopes with insulin, was found to produce growth acceleration effects
similar to those induced by insulin on seed-germinating tissues. Thus, suggesting
that ZmIGF might represent the endogenous effector for a signal transduction

pathway similar to that stimulated by insulin (21).

Based on the above information the objective of the present work is to search
deeper into the biochemical events involved in the signal transduction pathway that
regulates cell growth in maize seedlings by insulin-related factors. According to our
results we conclude that a signal transduction pathway, similar to the one
described to promote cell and organ growth in animals by insulin/IGF, is present in

maize tissues and might perform similar function.



EXPERIMENTAL PROCEDURES

Biological Material and Germination Conditions

Maize (Zea mays L.) seeds from a Mexican variety (Chalqueno) were used for all
experiments. Sets of 100 seeds each, were imbibed between two rolled filter
papers, either in water (control), ZmIGF (final concentration: 100, 200, 400, 600
uUml"y or water plus 200 uUml™" bovine insulin (Sigma, St. Louis, MO), during 72 h
at 24 + 2 °C in darkness. Seedling size (root and coleoptile) was measured in each

set at the end of the period.

Purification of ZmIGF SDS-gel electrophoresis

ZmIGF was purified from maize axes according to (21) by affinity chromatography
column using insulin antibody as trapping agent. SDS-PAGE was performed with
12 % polyacrylamide gels (22). ZmIGF units were approximately calculated based
on a dot blot standard curve performed with bovine insulin as previously reported

(21).

Immunofluorescence.

Small pieces of maize embryonic axes were fixed with freshly prepared 4%
paraformaldehyde in phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4 for 60 min at room
temperature. Samples were then processed for histological techniques. Briefly, the
samples were dehydrated in a graded ethanol series at room temperature and

embedded in paraplast. Sections of 3 um in thickness were obtained and mounted



on silanized slides. Samples were then deparafinized and rehydrated and an
antigenic recovery procedure with proteinase K (Proteinase K ready to use, Dako)
for 5 min at room temperature was performed. The samples were incubated with
goat anti-guinea pig IgG secondary antibody coupled to Cy3 (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc.) diluted 1:20 in PBS, for one and a half hours
at room temperature. The sections were counterstained with 0.1 ul/ul of DAPI for
DNA and then mounted with antifading in fluorescence medium (Vector, H-1000,
Burlingame, CA). The samples were analyzed with a Nikon E800 epifluorescence
microscope equipped with a Plan Fluor 63X objective (N.A. 1.4) and a triple band
filter (Chroma). Images were taken with a DAGE-MTI DC-330 CCD camera

coupled to a computer using the software Flashpoint 3D FPG.

Protein synthesis and electrophoretic analysis

Maize embryonic axes (500 mg) were manually excised after 22 h of seed
germination and incubated for 2 h in MS medium with 200 pU of either ZmIGF or
insulin, or water (control), in the presence of 200 uCi [**S]-methionine (1000 Ci
mmol”, Amersham). Axes were homogenized and cytoplasmic and ribosomal
proteins were obtained accordingly (5). Samples of both ribosomal and cytoplasmic
proteins were counted in a liquid scintillation counter. Protein concentration was

determined by the Bradford procedure (23).

Cytoplasmic proteins were analyzed by 2-D electrophoresis. For the

isoelectrofocusing (IEF), IPG strips forming a linear 3 to 10 pH gradient (BIORAD)



was used. IPG strips were rehydrated for 12 h at 20°C with the rehydration/sample
buffer containing 8 M urea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0.2% Bio-lyte and 150 pug of

protein.

IEF was performed at 20°C and run in a PROTEAN IEF Cell (BIORAD) for 20 min
at 250 V, 2h at 4,000 V and 5 h at 10,000 V. Before the second dimension, each
IPG strip was incubated at room temperature for 15 min in equilibration solution | (6
M urea, 0.37 M Tris pH 8.8, 2% SDS, 20% glycerol, 2% (W/V) DTT) and for 15 min
in equilibration solution Il (6 M Urea, 0.375 M Tris PH 8.8, 2% glycerol, 2.5% (W/V)
iodo acetamide). Proteins were then resolved by polyacrilamide gels as indicated.

The gels were analyzed by fluorography and Coomassie blue staining.

Total and polysomal RNA isolation. RT-PCR analysis

Maize seeds were germinated on moisturized cotton, in the dark at 25 °C, for 22 h.
The embryonic axes were excised and incubated for 2 h in MS medium (1.5 ml g‘1
axes) alone (control) or in the presence of 200 uM mi™ of either insulin (insulin-
stimulated), or ZmIGF (ZmIGF-stimulated). Rapamycin (0.1 uM), an inhibitor of the
insulin-related signal transduction pathway (24, 25), was included in some
experiments. After incubation, the axes were either frozen in liquid nitrogen and

stored at —70 °C or used immediately.



Total RNA was isolated from 0.4 g of maize embryonic axes by the TRIZOL
reagent method (BRL, Life technologies/Invitrogen). Additional RNA purification

with LiCl followed according to (26), to further clean the RNA preparation.

Polysomes and polysomal RNA were isolated from 0.75 g of embryonic axes
according to (27) and modified by LiCl precipitation (26). RNA concentration was
calculated by spectroscopic measurements and samples for reverse-transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) were diluted to 0.1 pg ul”* with DEPC-treated
water. For RT-PCR assays, 200 ng of total or polysomal RNA were reverse-
transcribed-amplified with gene specific oligonucleotides designed from maize-
coding sequences in a one-step reaction (one step RT-PCR, Platinum Tagq,
Invitrogen). The primer sequence were as follows: for Glyceraldehyde 3-P-
dehydrogenase (GA3PDH) FW: 5CCTTGACCGCAGCCTTGATCCTACATC3', RV:
5'-ACCCATCCTCGTTTCCTCCGTCTAG-3'; for ribosomal protein “6 (rp S6) FW;
5-TGATGCTCTGGGTGAGGAGTTAAA-3', RV: 5-

TTCCTTCAGCCTCTGGGCAAGAAG-3'; for eukaryotic translation initiation factors

(elF4E) FW: 5-ATGGCCGAGGAGACCGACACCA-3’; RV: 5'-
TTCCAGATCAAACC-3'; and (elFiso4E) FW: 5'-
GCGACATGGCGGAGGTCGAGGCT-3, RV: 5'-

GGCCTTCTTGACGTCCAGCTTAC-3'.



S6rp-phosphorylation

Maize embryonic axes (500 mg) excised from 22 h germinated seeds were
stimulated or not with 200 uUmI™ ZmIGF and fed with 400 pCi [**P]-ortophosphate
(Amersham Pharmacia Biotech) and incubated for 2 h in liquid Murashige-Skoog
medium (MS) (28). At the end of this period, ribosomes and ribosomal proteins
were obtained from the axes as described (5). Ribosomal proteins were analyzed

by SDS-PAGE and autoradiograpy.

ZmS6K immunoprecipitation and activity assay

ZmS6K was obtained by immunoprecipitation with anti-human p70%°¢ antibody
from extracts of maize embryonic axes. The ZmS6K immunoprecipitate was
incubated with A-sepharose (Amersham Biosciences) for 2 h at 4 °C according to
Reyes de la Cruz, et al. (29). The A-sepharose-antibody-protein kinase complex
was collected at the bottom of 1.5 ml Eppendorf tubes by centrifugation in a GS-
15R microfuge. The supernatant was discarded and the pellet washed three times
with 1 ml each of buffer B and then twice with buffer A. Finally, the pellet was
resuspended in dilution buffer.

ZmS6K activity was assayed in vitro on 10 pl of this complex according to (29), in a
20 ul reaction mixture containing: reaction buffer, 100 uM ATP, 5 uCi (3000 Ci
mmol ™) [**P]-y-ATP, 5 ug RSK peptide (Calbiochem Co.) as substrate, and PKC
and PKA inhibitors (100 and 150 ng respectively). The reaction mixture was
incubated 30 min at 24 + 2 °C, stopped by applying the 20 ul of the reaction mix to

p81 phosphocellulose circle papers (Whatman Co.), extensively washed with 0.85



% v/v phosphoric acid during 24 h and finally washed with acetone. The papers

were dried at room temperature and placed in vials for liquid scintillation counting.

Western blot assays

ZmIGF was identified by Western blot using guinea-pig polyclonal antibody raised
against bovine insulin (Sigma Co.) (dil. 1:3000) as the first antibody. Anti-guinea-
pig IgG antibody coupled to peroxidase (Sigma Co.) (dil. 1:2000) was used as
second antibody. For ZmS6K, a rabbit antibody raised against human p705%¢ (Sta.
Cruz Biotechnologies) (dil. 1:2000) was used as first antibody and the anti-rabbit
igG antibody coupled to peroxidase (BIO-RAD) (dil. 1:2000) as second antibody.
All membranes were developed by a chemoluminiscent method (ECL; Amersham

Pharmacia Biotech).

10



RESULTS

ZmIGF content and physiological effect on maize axes during germination
Maize embryonic axes extracts from different germinating periods, 0 h (quiescent
stage) to fully germinated seeds (48 h) were resolved by SDS-PAGE and analyzed
by Western blot with anti-bovine insulin as first antibody (Fig. 1 A). Data showed an
increased content of a cross-reacting-protein of 20 kDa (ZmIGF). To use as
effector, ZmIGF was isolated from (24-48 h) germinating maize axes, according to
previous report by affinity chromatography using anti-bovine insulin antibody as the
ligand agent. Its concentration was estimated by dot blot versus an insulin-
standard curve (21).

Different concentrations of either insulin or ZmIGF were applied to maize seeds to
test their physiological effect on seed germination. Groups of 100 maize seeds
each were germinated with water or water-plus-effector in a range of
concentrations (100 to 600 uU mL™"). Most seeds germinated within 28 to 36 h; the
insulin/ZmIGF-stimulated seeds germinated faster. At 72 h, measurements of root
and coleoptile length were performed on the growing seedlings. Average length
values were recorded and presented as a dose-response plot (Fig, 1 B). Data
show a significant length increment in both, coleoptile (Fig 1 B left) and root (Fig. 1
B right) for the insulin- and ZmIGF-stimulated seeds (p<0.01), compared with the
control. Growth stimulation proved to be a function of insulin/ZmIGF concentration

with a maximum stimulus at approximately 200 yU mL™". Higher concentrations

11



produced an inhibitory effect, more pronounced on coleoptile than on root

enlargement (Fig. 1 B).

ZmIGF in situ immunolocalization in maize axes

Localization of the ZmIGF peptide by in situ immunofluorescence was performed in
tissues from embryonic axes using anti-insulin primary antibody and a secondary
antibody coupled to rhodamine. Counterstaining was used to localize DNA. Intense
red fluorescence labeling was observed in the cytoplasm of cells from the apical
(Fig. 2 a-b) and the root (d-e) areas. These cells correspond to actively growing
tissues (meristematic zone). No signal was detected in the controls where the
primary antibody was omitted (Fig. 2 c, f). The distribution of the signal was not
homogeneous but was observed as discrete spots. In addition, the intracellular
distribution displays a cytoplasmic pattern resembling that of the endoplasmic
reticulum. In spite of observing fluorescence labeling in several cells, not all cells in
the area were labeled. A faint fluorescence labeling was also noted in some other

cell types.

Insulin/ZmIGF effect on protein synthesis

Insulin/IGF-induced selective translation of ribosomal proteins has been reported in
animal tissues (1). To investigate whether ZmIGF might exert a similar regulatory
effect on maize tissues, maize embryonic axes isolated after 22 h of germination

were incubated with 200 pU mL™" of either ZmIGF, insulin or water and [*°S]-

methionine (200 uCi, 1000 Ci mmol™) for 2 h. Cytoplasmic and ribosomal proteins



were obtained from these axes and the incorporated radioactivity was determined
by liquid scintillation counting. Total amount of [**S] incorporated into ribosomal
proteins significantly increased in the insulin/ZmIGF-stimulated axes whereas this
was not the case for the cytoplasmic proteins, where similar values of incorporated
[**S]-methionine were found in the three experimental groups after correction for

[**S]-methionine uptake (Fig. 3 A).

To test whether the specific increase in ribosomal protein synthesis was due to
activation of a signal transduction pathway, similar to that induced by insulin in
metazoan, rapamycin (0.1 uM) was added to some of the axes. This macrolide is
an inhibitor of the insulin-induced signal transduction pathway in animals (15, 24).
Results showed that, indeed, the increment of ribosomal protein synthesis was

blocked by rapamycin in the stimulated axes (Fig. 3 A).

The Insulin/ZmIGF effect on the translation process was further analyzed. Although
the total amount of [>°S] incorporated was not significantly increased by the effector
stimulation, specific changes may occur for some proteins that could be masked by
the total amount of [*°S] incorporated. Thus, cytoplasmic proteins were resolved by
2-D gel electrophoresis and fluorography. Indeed, the patterns of the
ZmlIGF/insulin-stimulated axes showed clear differences in some labeled spots,
compared with the control (Fig. 3 B). Taken together, the above data indicate a

ZmIGF/insulin stimulatory effect on translation of specific mMRNAs.
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Selective mRNAs recruitment into polysomes

It has been demonstrated that insulin-stimulated animal cells selectively recruit
mRNAs, encoding ribosomal proteins and translation factors into polysomes for
translation (6, 13). These mRNAs are known as 5'TOP mRNAs due to a pyrimidine
cluster present at their 5’'UTR. To test whether the increment on specific ribosomal
protein synthesis observed for the insulin/ZmIGF-stimulated axes is due to a
similar mechanism, total as well as polysomal RNAs were isolated from axes under
the same conditions as described above. RT-PCR was performed on these RNAs
with oligonucleotide probes designed for four genes (see Materials and Methods).
These were: glyceraldehyde 3-P dehydrogenase (GA3PDH) as control, and three
mRNAs encoding for translational apparatus proteins: S6 ribosomal protein, and
translation initiation factors elF-4E and elF-iso4E. Similar quantities for these
mRNAs were found in the total RNA fraction for ZmIGF, ZmIGF + rapamycin,
insulin or control samples (Fig. 4 left), indicating that ZmIGF or insulin do not
stimulate transcription of these genes. It is interesting to notice that the Sérp
mRNA, in the ZmIGF or insulin-stimulated axes was present even on lower
amounts than in the control, but its content was restored in the rapamycin-
containing set. On the other hand, the RT-PCR products of the polysomal mRNAs
revealed a differential effect (Fig. 4 right). elFiso4E and S6rp mRNAs showed a
significant increment in the samples from stimulated axes, compared with the
control. On the other hand, the elF4E and GA3PDH mRNAs did not increase, but
remained unaltered after ZmIGF or insulin-stimulation (Fig. 4 right). These data
indicate selective mRNA recruitment (S6rp and elFiso4E) into the polysomes by

the influence of the effectors. Furthermore, rapamycin, the specific inhibitor of the
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insulin-stimulated signal transduction pathway, blocked the ZmlIGF-induced
mRNAs recruitment, since the levels of S6rp and elFiso4E mRNAs in the
corresponding polysomal RNA samples remained similar to those in the control.
These data are consistent with the results of the protein synthesis experiments and
further confirm the translational control exerted by insulin/ZmIGF in maize, where
the synthesis of ribosomal proteins and of other proteins related to translation, as

elFiso4E, are selectively regulated.

Insulin/ZmIGF-induced S6rp kinase activity and Sérp phosphorylation

The following experiments were performed to elucidate whether the signal
transduction pathway exerted by ZmIGF involves S6 kinase activation, as the
mechanism that has been described for insulin in the mammalian system (6).
Activation of the insulin-stimulated pathway in mammals induces a cascade of
phosphorylation reactions (6, 30), among which activation of mTOR kinase and
p70%%¢ have been identified. Both kinases play a central role in cell growth
regulation (6, 8, 24). In order to test whether the maize orthologue enzyme
(ZmS6K), might also be activated in vivo by insulin/ZmIGF, the following
experiments were performed. Duplicate sets of maize axes were stimulated with
ZmIGF (Z) or insulin (1) or not (C), as above. In one set [*°P]-orthophosphate was
also included for 1 h in the incubation medium. After the incubation period, ZmS6K
was immunoprecipitated by human p70°®" antibody and its activity in vitro assayed
as reported (25, 29). Total enzyme content was determined by Western blot in the
axes extracts. Results showed that while the amount of ZmS6K protein remained

constant in all the experimental samples (Fig. 5A), the ZmS6K activity was higher
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in both, the ZmIGF- and the insulin-stimulated axes, compared with the control
(Fig. 5 B). On the other hand, the [32P] labeled axes set was used to confirm that
ZmS6K activation resulted in in vivo S6rp phosphorylation in the 40S ribosomal
subunit. Indeed, the isolated ribosomal proteins from these axes, resolved by SDS-
PAGE and autoradiography, showed higher [**P] incorporation into Sérp from the

ZmIGF-or the insulin-stimulated axes, compared with the control (Fig. 5 C).
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Discussion

Many reports have demonstrated that cell growth/proliferation is tissue-specific
regulated in eukaryotes through an insulin/IGF-stimulated signal transduction
pathway (11, 30). In this research, we approached the biochemical basis
underlying a mechanism that regulates cell growth proliferation in maize seedlings.
To our knowledge, this is the first report on a pathway, similar to that stimulated by

insulin in animals, described for plants.

Indeed, our results show that seedling growth (Fig. 1 B) and specific translation of
ribosomal proteins (Figs. 3 A, and 4) can be induced in maize embryonic axes,
similarly as in animal systems after insulin/IGF stimulation (2, 6). In the present
case, the stimulation was obtained either by ZmIGF or insulin at concentrations of
the same order of magnitud as that used in animal systems (Fig. 1) (21).
Antecedents from lower eukaryotic organisms (31), such as flies (32), nematodes
(33) and also plants (19, 21, 34) indicate the presence of insulin-related peptides
(IGFs) in these organims. It seems that these peptides share common epitopes
with insulin that allow their recognition either by insulin antibody (Figs. 1 and 2) or,
by the insulin-receptor (35). Recent reports also indicate that chick embryonic
tissues, at very early developmental stages, express a proinsulin protein, not
intented to be processed to insulin, but instead, having itself a very important role
as apoptotic attenuator during differentiation (36). All this information strongly
suggest that proinsulin/IGF-related peptides have a common and early
evolutionary origin (32, 33), thus allowing to assume that they also might have

similar basic functions in all these organisms. In agreement with this proposal, our
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data showed that a basic signal transduction pathway is present in maize tissues,
susceptible to be stimulated by insulin/ZmIGF, that responds with physiological and
biochemical processes similar to those reported for several other eukaryotes (11,
13, 30) mainly: accelerated growth (Fig. 1B), specific 5’TOP mRNA recruitment for
translation into polysomes (Fig. 4), specific phosphorylation of S6 ribosomal protein
in the 40S subunit activation by phosphorylation of the ZmS6 kinase (Fig. 5), the
ortholog enzyme of the mammalian p?OSGK (29), and its sensitiveness to
rapamycin (Figs. 3, 4) the specific inhibitor of the mTOR (Target of Rapamycin)
kinase (24). It is interesting to note that this enzyme lies upstream p70°®" in the
transduction pathway that regulates cell growth in animals (13, 24), as well as in
plants as follows from recent report demostrating that disruption in Arabidopsis of
AtTOR leads to the premature arrest of endosperm and embryo development (37),

further supporting the central role of these enzymes in cell growth regulation.

Although the identification of a putative receptor for insulin/ZmIGF has not been
described in plants, plant membrane-receptors with similar characteristics of those
described for animals have been reported (38). Further, a hetero-dimeric
insulin/IGF receptor present in the chick embryonic retina (35) has shown to also
bind proinsulin, all this indicating the existance of a wide family of similar receptors
type. Since the specific effector-receptor recognition is mainly based on peptide
secondary and tertiary structural similarities, it shall be pointed out that the
insulin/ZmIGF stimulatory effect on maize axes has proved to be dependent on
these grownds. In fact, tertiary structural cues present in these effector peptides

are relevant for this recognition, since DTT disruption of insulin structure or trypsin
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digestion of ZmIGF completely abolish their stimulatory effect in maize axes (21).
This information strongly suggest that a basic structural specific recognition,
evolutionary conserved in these effectors, is necessary in order to stimulate the cell

growth regulated- signal transduction pathway in maize.

On the other hand, ZmIGF is localized in restricted regions corresponding to
meristematic cells of maize embryonic axes where cell growth and proliferation
take place (Fig. 2). This strengthens the role of ZmIGF as the putative endogenous
effector (or else its precursor). That regulates TOR function within this signal
transduction pathway in actively growing maize tissues. Such interpretation is also
supported by the fact that expression of a TOR kinase in other plant species was

found in primary meristems but not in differentiated cells (39).

All these data drive to the conclusion that in plants, a highly conserved signal
transduction pathway regulates cell growth, in a similar fashion as the one
described for non-plant eukaryotes (32, 40). Indeed, ZmS6K (ortholog for
mammalian p70°®) and TOR kinases seems to be the main players of this
pathway whereas induction of ribosomal protein synthesis (Fig. 3A), and selective
5TOP mRNA recruitment into polysomes (Fig. 4) are the main targets of the

pathway that regulates cell growth in maize tissues.

In summary, the data presented here reveal the existence in maize, of a signal
transduction pathway that regulates cell growth by stimulating basic mechanisms

of translational control. This pathway proved to have similar characteristics as the
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insulin/IGF-induced pathway that regulates cell growth in animals. Such findings

allow proposing that this cell-growth regulatory pathway has evolved in eukaryotes

from a common origin, before separation of the plant and animal kingdoms.
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Figure legends

Figure 1. ZmIGF identification in maize axes during germination by Western
blot. A) Maize axes dissected from seeds at different periods of germination (0 to
48 h) were used to prepare protein extracts. Proteins were resolved by SDS-PAGE
and either stained by Coomassie blue (left) or transferred to PVDF membranes
and analyzed by Western blot, using an antibody against bovine insulin (dil 1:5000)
as first antibody (right). The detection of positive bands was made by anti-Guinea
Pig IgG conjugated to peroxidase and chemoluminiscence using the ECL system
(Amersham). Positive control: bovine insulin 1 ug mL™". The arrow indicates the
positive reacting maize peptide. MM standards are at left channel. B) Sets of 100
maize seeds disinfected with 5% sodium hypochlorite were germinated either in
water alone (control) or in water plus different concentrations (0 to 600 uU mL™) of
Insulin (0) or ZmIGF (m). After 72 h of incubation under darkness at 24°C the
seedlings were collected and root and coleoptile measurements were performed.
Average values of three independent sets are expressed as length (cm) + SD.

Asterisk (*) stands for significant differences (P<0.01).

Figure 2. Immunolocalization of ZmIGF in Zea mays axis. Transversal sections
of maize embryonic axes meristems obtained from 48 h germinated seeds. Red
fluorescence color shows localization of the protein ZmIGF and blue stands for the
DNA in the nucleus. Figs. 2 a-c show apical cells at low (a, 20X) and high (b, 60X).
Figures 2 d-f show root meristem tissue also at low (d, 20X) and high (e and f, 60X)

magnification. As a control, the first antibody was omitted but not the DNA staining
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procedure (c, f). Red fluorescence labeling is observed mainly in the cytoplasm of

cells in meristematic zones.

Figure 3. Effect of Insulin/ZmIGF on protein synthesis. A) Embryonic axes (0.5
g each) extracted from seeds imbibed in water for 22 h were incubated with [*°S]-
methionine in presence of either water (C); 200 pU mL™" insulin (1), 200 U mL
ZmIGF (Z), 200 pnU mL™" plus 0.1 uM rapamycin (Z+R) or 0.1 uM rapamycin alone
(R). Then, the axes were homogenized and the cytoplasmic () and ribosomal
proteins (M) were obtained according to Materials and Methods. Aliquots of each
sample were used to measure [*°S]-methionine incorporation by a scintillation
counter. C Sample values were taken as 100 %. Values are the average of 3
independent experiments. B) The cytoplasmic proteins were further analyzed by 2-
D electrophoresis and fluorography. The migration of molecular mass markers is
indicated on the left. The direction and polarity of electrophoresis is indicated
above. Circles in the fluorographies indicate specific changes on labeled spots

induced by insulin/ZmIGF.

Figure 4. Recruitment of mRNAs into polysomes. Total and polysomal RNA
were obtained from sets of maize embryonic axes excised from seeds imbibed in
water for 22 h. The axes were incubated for 2 h in the presence of either water
(CH), 200 uU mL™" insulin (I m), 200 pU mL™ ZmIGF (Z @), or 200 pU mL™" ZmIGF
plus 0.1 gM rapamycin (Z+R ). Semi-quantitative RT-PCR analysis was carried

out with specific oligonucleotides for cDNAs encoding S6rp, elF4E and elFiso4E

27



translation initiation factors and glyceraldehyd phosphate dehydrogenase
(GA3PDH) (upper panel). Densitometric analysis of RT-PCR products corrected
with  GA3PDH product as reference (lower panel). These data have been

reproduced twice with similar results.

Figure 5. Insulin/ZmIGF induces activation of ZmS6K. Sets of 30 maize
embryonic axes (200 mg) from 22 h germinated seeds were dissected and
incubated in MS either with 200pU mL™" insulin (1), 200 pU mL™" ZmIGF (Z) or water
(C) and fed with [**P]-orthophosphate during 2 h. The ZmS6K protein was
immunoprecipitated and its content in the extracts from each set of axes was

determined by SDS-PAGE and Western blot using an anti-human p705%

antibody
(A). The ZmS6K activity was measured using the RSK peptide and [**P]-y ATP as
substrates (B). These results are the average of three independent experiments.
The ribosomal proteins were obtained from the same extracts and resolved by
SDS-PAGE and analyzed by autorradiography (C). The amount of S6rp was
determined by SDS-PAGE and Western blot using anti-Sérp antibody (C lower

panel).
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