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II. DEFINICIONES

24 h-EEMs. Ejes embrionarios de maiz germinados por 24 h

5°-TOP. 5" Tract of oligopyrimidine

5°UTR. 5’ Untranslated region

EEMs. Ejes embrionarios de maiz

IGFs. Factores de crecimiento similares a insulina

mRNA. RNA mensajero (transcrito)

PI3K-TOR. Fosfatidil-inositol 3-kinase — Target of rapamycin

proteinas-(r). Proteinas ribosomales



III. RESUMEN

La germinacidon es un periodo de desarrollo critico para la propagacion de la planta. Estudios
previos han indicado que, durante la germinacidn, las proteinas-ribosomales (r) son producidas
de novo, debido a que la biogénesis de ribosomas es vital para satisfacer la sintesis de proteinas
durante esta etapa de crecimiento acelerado. En consecuencia, teniendo en cuenta que la
expresion de los genes de proteinas-(r) constituye una plataforma principal para el crecimiento
y el desarrollo, la presente investigacidn se llevd a cabo para obtener una visién global de la
regulacidn de la expresion de estos genes durante la germinacidn, un periodo relevante para el
desarrollo de maiz. En este contexto, los ejes embrionarios de maiz (EEMs) de semillas
quiescentes contienen una gran cantidad de mRNAs almacenados, dentro de los cuales los
MRNAs que codifican proteinas-(r) son los mas abundantes. De manera interesante, la gran
mayoria de los mRNAs de proteinas-(r) requeridos para la formacién de nuevos ribosomas, en
este periodo de crecimiento rapido, mantienen sus niveles estables a lo largo de la germinacién,
lo que sugiere que la expresién de sus genes no estd regulada principalmente a nivel
transcripcional durante este periodo de desarrollo. En consecuencia, para confirmar esta
propuesta, se desarrollaron analisis de microarreglos comparativos a partir de muestras de RNA
total y polisomal de EEMs de 24 h de germinacién. Para algunos experimentos, el proceso de
germinacion fue acelerado mediante la adicidn de insulina (equivalente al factor de crecimiento
enddgeno). Los resultados revelaron que los mRNAs de proteinas-(r) se acumulan en gran
medida en los polisomas de tejidos estimulados con insulina, indicando la presencia de un
mecanismo de control traduccional asociado al incremento de la sintesis de proteinas-(r)
observado en este periodo. Estos resultados fueron validados por la determinacién de los
niveles de transcrito de algunos genes candidatos por gRT-PCR. Ademas, analisis
bioinformaticos realizados con las secuencias de los mRNAs para proteinas-(r) de maiz y arroz,
mostraron secuencias similares a las 5’TOP comunmente presentes en los 5°"UTRs de mRNAs
sobre-regulados. Estos datos proporcionan un mayor apoyo a la propuesta de que en maiz
existe un mecanismo de control traduccional que podria regular de forma especifica la
expresion de mRNAs de proteinas-(r) mediante la movilizacién selectiva de estos mRNAs a

polisomas para su traduccidn.



IV. ANTECEDENTES

Biogénesis de ribosomas

Una de las tareas mas importantes de cualquier célula es la biogénesis de ribosomas. En células
eucarioticas, este proceso involucra la sintesis coordinada de cuatro especies de rRNA,
transcritas por la RNA polimerasa | (18S, 28S, 5.85) y la RNA polimerasa Ill (5S), vy
aproximadamente 80 proteinas-(r) traducidas a partir de mRNAs sintetizados por la RNA

polimerasa Il (Larson et al., 1991; Henras, 2008).

En eucariontes, el proceso de biogénesis de ribosomas ocurre secuencialmente en el nucléolo,
el nucleoplasma y el citoplasma. Dicho proceso involucra la sintesis de proteinas-(r), la
transcripcién y el procesamiento de RNAs pre-ribosomales, su correcto plegamiento y
acoplamiento con las proteinas-(r) y el transporte de las particulas pre-ribosomales resultantes
hacia el citoplasma donde ocurren los eventos finales de maduracidon. Ademas de las proteinas-
(r) y de los componentes ribonucleicos que constituyen a los ribosomas citoplasmaticos
maduros, este intrincado proceso requiere la intervenciéon de RNPs, las cuales interactian de
manera trascendente con las particulas pre-ribosomales en distintas etapas de la maduracién

(Henras et al., 2008).



Importancia de la regulacion de la sintesis de proteinas-(r) durante la
germinacion de maiz

Particularmente, la sintesis de proteinas-(r) depende tanto de la maquinaria de traduccién 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 regulaciéon de la
sintesis del aparato traduccional en si, es fundamental para controlar los procesos de

diferenciacidn, crecimiento y proliferacién celular.

La biogénesis de ribosomas es uno de los procesos celulares de mayor consumo de energia, por
lo que su regulacion debe estar finamente acoplada al estado metabdlico de las células (Warner,
1999; Pestota y Hellen, 2000; Rutter et al., 2002; Henras, 2008). La proliferacion celular
normalmente requiere que la célula en crecimiento ajuste su capacidad de biosintesis de
proteinas en respuesta a la biodisponibilidad de nutrientes, asi como a la presencia de factores
de crecimiento y otras sefales quimicas. Esta respuesta involucra cambios coordinados, ya sea
en la velocidad de traduccidn, asi como en la abundancia de la maquinaria de sintesis en si,
especificamente de los ribosomas. En el caso de plantas, la sintesis de proteinas y por lo tanto

de ribosomas es vital durante la germinacién, un periodo de crecimiento rapido

Debido al alto costo que involucra la biogénesis de ribosomas, la sintesis de RNAs ribosomales y
de proteinas-(r) esta altamente regulada (Schmidt, 1999; Warner, 1999). Por lo tanto, la célula
debe responder de manera rdpida a los estimulos de crecimiento extra e intracelulares, y en
consecuencia estas sefales deben ser transmitidas a fin de regular la produccién de ribosomas.

En células de eucariontes, la tasa de traduccion de mRNAs es controlada por sefales de
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crecimiento y, ultimamente, la atencién se ha centrado en determinar cudles son las vias de
transduccién de sefales que estan implicadas en este proceso (Hamilton, 2006). En este caso, la
sintesis de proteinas-(r) en particular, depende principalmente de los mecanismos de control

traduccional que regulan de manera coordinada la biosintesis de ribosomas (Hamilton, 2006).

Regulacion traduccional selectiva de mRNAs con motivos 5°-TOP

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-(r) y para algunos factores de traduccién exhiben una caracteristica estructural
definida: un motivo rico en pirimidinas ubicado en seguida de la estructura 5'CAP que se ha
definido como un elemento de regulacién en cis que comienza con una citosina seguida por 4 a
15 bases de pirimidinas y un motivo rico en GC. Este motivo de nucleétidos, designado TOP (del
ingles, tract of oligopyrimidine) (Meyuhas, 2000), confiere cierta selectividad traduccional a los
mensajes que es inducida por un rango de estimulos metabdlicos y/o nutricionales (Meyuhas,
2000; Proud, 2002; Hamilton, 2006). La sintesis de estas proteinas es delicadamente sensible a
la tasa de crecimiento de la célula (Hamilton, 2006), de tal manera que una disminucion en los
niveles de crecimiento celular y/o de nutrimentos resulta en la inhibicion de la traduccion de
MRNAs 5 -TOP., Este efecto puede ser observado experimentalmente por la movilizacién de los
mMRNAs desde la fraccion polisomal (traduccidn activa) en células en condiciones de crecimiento,
hacia las fracciones sub-polisomales (poblacién sin traducirse) en células en condiciones con

inhibicion del crecimiento (Hamilton, 2006). Los mRNAs 5°-TOP aparentemente existen en dos
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estados: el estado reprimido y el estado activo. En células en crecimiento, la porcion de mRNAs
5°-TOP presentan un incremento en el estado activo y estos mRNAs son traducidos con una
eficiencia maxima (Hamilton, 2006). Asi pues, el motivo 5-TOP confiere un mecanismo de
control traduccional dependiente de las condiciones nutrimentales y de crecimiento el cual se
relaciona directamente con la expresién coordinada de las proteinas que se requieren para la

biogénesis de ribosomas (Hamilton, 2006).

Ruta de seializacion selectiva inducida por insulina e IGFS que incide en el
control traduccional de mRNAs con motivos 5°-TOP

El mecanismo mas estudiado de regulacién traduccional dependiente de las condiciones
nutrimentales y de crecimiento, estd relacionado particularmente con la via de sefalizacién
PI3K-TOR a la cual se asocian los efectos metabdlicos de la insulina y de los IGFs. Estos efectores
controlan procesos como el crecimiento celular, el incremento en la sintesis de proteinas y la
traduccién selectiva de mRNAs que codifican proteinas del aparato traduccional (Proteinas-(r),
elFs y eEFs) (Leevers et al., 2004; Fingar et al., 2004; Hay y Sonenberg, 2008). En mamiferos, se
ha reportado que esta selectividad traduccional de los mMRNAs de proteinas-(r) ocurre a nivel de
la regiéon 5'UTR, ya que la mayoria de éstos exhiben en esta regién motivos 5°-TOP. Si bien
podrian existir otras vias de sefalizacion que pudieran interconectar las condiciones
metabdlicas y fisioldgicas nutrimentales o de crecimiento con el control traduccional de este
tipo de mRNAs, actualmente se ha sugerido que solo la via PI3K-TOR es la responsable de

regular y dirigir este mecanismo al menos en eucariotas no-fotosintéticos.
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Sorprendentemente, reportes previos han demostrado que la insulina y los IGFs también son
capaces de estimular el crecimiento germinativo en diversas especies de plantas, incluyendo
maiz, sorgo, meldn, girasol, pepino, frijol y soya (Goodman y Davis, 1993; Garcia-Flores et al.,
2001; Oliveira et al., 2004). Adicionalmente, se ha observado un incremento en la sintesis de
proteinas-(r) en semillas de maiz al germinar en presencia de insulina o del IGF enddgeno de
maiz (ZmIGF) (Garcia-Flores et al., 2001; Rodriguez-Lopez et al, 2011), a través de un
mecanismo altamente conservado (Reyes de la Cruz et al., 2004; Agredano et al., 2007), similar
al reportado para la mayoria de eucariontes no-fotosintéticos (Kozma et al., 2002; Ruvinsky and

Mevyuhas, 2006; Markou et al., 2010).

Los receptores para la insulina y los IGFs, inductores de esta via, son miembros de una
superfamilia de receptores para factores de crecimiento de tipo cinasa de residuos de tirosina
(Ulrich y Schlessinger, 1990). Estos receptores, presentes en la membrana plasmatica, se activan
con la unién de insulina o IGFs, lo que induce su actividad intrinseca de cinasa de tirosina que
inicia una cascada de reacciones que involucra multiples rutas de sefializacién, tales como las
rutas de la fosfatidil-inositol 3-cinasa (PI3K) y la de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos
MAPKs (del inglés, Mitogen Activated Protein Kinases), responsables de los diversos efectos de
estos factores de crecimiento, tales como los incrementos en la divisién celular, en el tamafio
celular, en la sintesis de proteinas, en la migracidn celular y en la inhibicion de la apoptosis

(Butler et al., 1998; Peruzzi et al., 1999; Imai y Clemmons, 1999).

La ruta PI3K-mTOR juega un papel primordial en los efectos metabdlicos y/o mitogénicos de la
insulina y los IGFs (Ueki et al., 2002). En la figura 1 se presenta un modelo genérico que describe

la ruta de transduccién de sefiales inducida por insulina/IGFs: La unidn de la insulina o de los
- 12 -



IGFs a sus respectivos receptores ocasiona el reclutamiento y fosforilacion de las proteinas
acopladoras denominadas IRSs (del inglés "insulin receptor substrate") para reclutar y acoplar a
P13K a la membrana celular (Stocker y Hafen, 2000). Una vez acoplada a los IRSs, la PI3K fosforila
al lipido fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), produciendo fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato
(PIP3) que a su vez funciona como segundo mensajero al modular la activacién de las cinasas
PKB y PDK1 (Balendran et al., 2000). PDK1 media la fosforilacion de PKB y S6K (Balendran et al.,
2000; Reyes de la Cruz, 2004). Una vez activada por PIP3 y PDK1, PKB media directamente la
fosforilacidn y activacién de GSK3 (Cross et al., 1995) y se ha argumentado que paralelamente
PKB interviene en la activacion de mTOR. Una vez activada, mTOR regula el incremento en la
fosforilacion de 4EBP (elF4E binding protein) (Gingras et al., 2001; Wang et al., 2003) y de S6K
(Reyes de la Cruz, 2004). Esta ultima regula a su vez el estado de fosforilacion de la proteina-(r)
S6 ubicada en la subunidad 40S. Algunos efectores negativos pueden actuar en esta cascada de
transduccién de sefiales como son: la fosfatasa de fosfolipidos (PTEN), el inhibidor del factor de
iniciacion 4E (4EBPI-3) y la rapamicina (Kozma y Thomas, 2002; Gingras et al., 2004; Carrera,

2004).
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Figura 1. Ruta de seializacion de TOR en mamiferos, modelo genérico tomado y adaptado de
Carrera, 2004.

La traduccion eficiente de los mRNAs con regiones 5°-TOP esta estrechamente relacionada a
ciertas condiciones fisioldgicas, a los niveles de fosforilacion de S6K y, consecuentemente, con la
fosforilacidon de la rpS6 (Meyuhas, 2000). Los datos de las investigaciones que se habian hecho

sobre este tema hacian pensar en la hipdtesis de que la fosforilacion de rpS6 incrementaba la
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afinidad de los ribosomas por los mRNAs TOP y que facilitaba la iniciacion de la traduccién de

esta clase de mRNAs (Meyuhas, 2000).

Este modelo habia sido ampliamente aceptado y es frecuentemente citado como el mecanismo
mediante el cual S6K manifiesta su funcion bioldgica; sin embargo, estudios bioquimicos y
genéticos posteriores con cultivos celulares han refutado la relacién entre la fosforilacién de
rpS6 vy la traduccién eficiente de mRNAs TOP (Ruvinsky y Meyuhas, 2006). En relacién con esto,
se ha demostrado que la traduccién de mRNAs TOP es regulada de manera normal en cultivos
celulares de hepatocitos de raton dobles mutantes de S6K1/S6K2. Asi pues, estas observaciones
indican que los MRNAs TOP estan regulados a nivel traduccional mediante una via
independiente de S6K y de la fosforilaciéon de rpS6; o bien, existe una cinasa de S6 aun no
descrita (Ruvinsky y Meyuhas, 2006). Un mecanismo alternativo, podria asociarse a la presencia
de multiples pardlogos de la proteina S6 en varios eucariontes, los cuales presentan sitios no
redundantes de fosforilacidn alternativa. En plantas, la fosforilacion de la proteina S6 es
programada de acuerdo al desarrollo y estd regulada por temperatura, concentraciéon de
oxigeno y otras condiciones de crecimiento (Scharf and Nover, 1982; Perez et al., 1990; Turck et
al., 1998; Williams et al., 2003). Sin embargo, esta asociacién queda por elucidarse. En conjunto,
estos estudios no afirman ni descartan la hipdtesis de que la forma fosforilada de rpS6 y/o las
S6Ks son elementos necesarios para la regulacion de la traduccion de los mRNAs TOP, dejando
abierta la posibilidad de que otros sustratos de la cinasa mTORC1 podrian ser responsables de
esta actividad. Lo extensamente demostrado hasta el momento es que la regulacion
traduccional de los mRNAs TOP estd asociada a la via de PI3K y PKB, la cual involucra a mTOR

(Stolovich et al., 2002; Tang et al., 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Ruta de seializacion PI3K-mTOR, modelo genéri
(2006).

La ruta PI3K-TOR esta conservada en plantas.

celular y progresion del ciclo
celular

co tomado de Ruvinsky y Meyuhas

Es sabido que la mayoria de eucariontes regulan su crecimiento a través de la via de
sefializacién PI3K-TOR, movilizando selectivamente los mRNAs de proteinas-(r) hacia polisomas
para ser traducidos y llevar a cabo la sintesis de proteinas-(r) (Grolleau et al.,

2002; Hamilton et

al., 2006; Markou et al., 2010). Esta via de sefializacion es activada por insulina o por los

miembros de la familia de los factores similares a insulina (IGFs) en todos los eucariontes, desde
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levaduras hasta mamiferos (Leevers et al., 2004; Fingar et al.,, 2004), incluyendo plantas
(Robaglia et al., 2004; Reyes de la Cruz et al., 2004).

En los ultimos afos y de forma paulatina, han surgido un gran nimero de reportes en la
literatura cientifica que ponen de manifiesto la existencia en plantas de proteinas con funcidn,
localizacién y secuencia altamente similares a proteinas asociadas a las vias de sefializacién de la

insulina y de los IGFs de eucariontes no-fotosintéticos (Tabla 1; Oliveira et al., 2004).

Tabla 1. Lista de proteinas que estan asociadas a las vias de sefializacién de insulina o IGFs, que
se encuentran tanto en vertebrados como plantas.

Proteinas Animales Plantas Referencias
Insulina + + Oliveira et al., 1999
Substratos receptores de insulina, proteinas + + Carpi et al., 2002
IRS-1 e IRS-2 + + Dietrich et al., 1997
Transportador de glucosa + + Chiou et al., 1996

Hong et al., 1994

PI3K * * Bovet et al., 2001
Hexocinasa + + Moore et al., 2003
Via de MAPK + + Agrawal et al., 2003
TOR (Target of rapamycin) + + Menand et al., 2002
Cinasa de la proteina ribosomal S6 + + Garcia-Flores et al., 2001

Reportes del grupo de Robaglia y colaboradores (2000-2010) han demostrado en Arabidopsis la
existencia de un gen que codifica una proteina homéloga a la cinasa TOR de eucariontes
superiores no-fotosintéticos (Figura 3A) que se expresa preferencialmente en tejidos sin
diferenciar y con altas tasas de crecimiento (Menand et al, 2001). Al caracterizar
fenotipicamente plantas transformadas de Arabidopsis con iRNA (RNA de interferencia) dirigido

a disminuir la expresion de la proteina homdloga TOR, o bien, mutantes de insercién que sobre-
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expresan dicha proteina, se observé que un incremento o una disminucién en los niveles de
expresion de la cinasa AtTOR induce un incremento o disminucion, respectivamente, en el
tamano celular y tisular en la plantula (Deprost et al., 2007; Figura 3). Por otro lado, la fuerte
disminucién de la expresién de la cinasa AtTOR detiene el crecimiento y desarrollo post-

germinativo de semillas de Arabidopsis (Deprost et al., 2007; Figura 3B).

&—————— N-term region >  Kinase Total B

FRB FATC

AL (2481) B 100
100 100 100 100

Hs (2549 B s
35 58 75 74

Dm (2470} B 3
35 51 75 61

5¢2 (2474) B 39
34 5 73 M

37

Scl (2470 2 mi Col0 35-7 G548

Figura 3. En Arabidopsis existe un gen que es homélogo al gen TOR, que regula el crecimiento
y desarrollo post-germinativo. A) Comparacién de la secuencia de la proteina AtTOR con las
secuencias de la proteina TOR de otros eucariontes no-fotosintéticos. B) Linea control (Col0 wild
type), RNAi-silenciadas (35-7 y 65-1; plantas transgénicas que sobreexpresan un constructo de
tallo-haza derivado de AtTOR bajo el control del promotor 35S que limita la expresidon de AtTOR)
y lineas sobrexpresantes que contienen inserciones de promotores fuertes de T-DNA en Ia
region “rio arriba” del inicio de la traduccién de AtTOR, (Mutantes Gabi G166 y G548; mutantes
Salk S7817 y S7846). Tomado de Deprost et al., 2007

En relacidon a los efectores de la via PI3K-TOR, reportes previos han demostrado que la insulina 'y

los IGFs también son capaces de estimular el crecimiento germinativo en diversas especies de
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plantas, incluyendo maiz, sorgo, melén, girasol, pepino, frijol y soya (Goodman y Davis, 1993;
Garcia-Flores et al., 2001; Oliveira et al., 2004). Recientemente, en maiz se identificd un IGF
denominado ZmIGF que corresponde a un péptido de 5.7 kDa con actividad de IGF. Este péptido
presenta una estructura bien definida de a-hélice, determinada por dicroismo circular, similar a
la ya reportada para la insulina o el IGF-1 (Rodriguez-Lépez et al., 2011). Ademads, datos no
publicados de nuestro laboratorio muestran que el factor ZmIGF es capaz de competir con
insulina por los receptores encargados del transporte de glucosa hacia el interior de las células
de higado de rata. A nivel molecular, ZmIGF manifiesta el mismo efecto metabdlico y fisioldgico
que la insulina bovina: incrementa significativamente la velocidad de germinaciéon y de
crecimiento (Figura 4), asi como la sintesis de proteinas-(r) (Garcia-Flores et al., 2001; Dinkova
et al., 2007), lo cual sugiere que la via de transduccién PI3K-mTOR podria estar conservada en
maiz. Adicionalmente, la actividad de la ZmS6K incrementa durante la germinacién, consistente
con un incremento de la fosforilacidon de su proteina blanco, la proteina-(r) S6, asi como con el
incremento en la expresién del factor ZmIGF (Dinkova et al., 2007). La adicion de insulina o
ZmIGF durante la germinacion de ejes embrionarios de maiz induce la fosforilacion de ZmS6K,
incrementando su actividad como cinasa de la proteina-(r) S6. Estos eventos se restringen en
presencia de rapamicina, un inhibidor de la via de sefializacién PI3K-TOR en eucariotas. La
evidencia de estas observaciones demuestra la conservacion de una via de sefializacién en maiz

similar a la descrita en mamiferos.
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Figura 4. Efecto en el crecimiento durante la
germinacion de ZmIGF e insulina en maiz. Tomado
de Garcia-Flores et al., 2001

En este contexto, en relacion a la expresion de proteinas-(r) durante la germinacion de maiz,
estudios previos han indicado que durante este periodo, las proteinas-(r) se sintetizan con el fin
de satisfacer las necesidades de un crecimiento acelerado, debido a que la biogénesis de
ribosomas es vital para este proceso (Beltran-Pefia et al., 1995). Asi entonces, como
antecedente a esta investigacion, se considerd relevante analizar los niveles de transcritos que
codifican proteinas-(r) entre 0 y 24 h de germinacidn. De forma sorprendente, esta comparacién
reveld que Unicamente unos cuantos mRNAs de proteinas-(r) mostraron un incremento en sus
niveles entre 0 a 24 h de germinacién (Figura 5) (Jiménez-Lépez et al., 2011 [en publicacion]).
Estos datos indican que en la poza de mRNAs totales a las 24 h de germinacién existen niveles
de transcritos de proteinas-(r) similares a aquéllos presentes antes de que la germinacién inicie,
lo cual no explica el incremento en la sintesis de proteinas-(r) observada en este periodo
(Dinkova et al., 2007). Esto sugiere que no existe una sobre-regulacion transcripcional relevante
de genes que codifican proteinas-(r) que podria explicar el incremento en la sintesis de
proteinas-(r) durante la germinacién, y que mas bien podria basarse principalmente en los

mecanismos de control de la traduccién que coordinadamente regulan la sintesis de proteinas-

(r).
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Figura 5. Acumulacion de mRNAs de proteinas-(r) de maiz entre 0 y 24 h de germinacién. De

103 transcritos de proteinas-(r) analizados, Unicamente 6 incrementaron sus niveles entre 0y 24
h de germinacidn. (Jiménez-Lopez et al., 2011 [por publicarse])
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V. HIPOTESIS

Con base en los antecedentes descritos, sugerimos la siguiente hipétesis de trabajo:

La germinacion de maiz es un periodo de rapido crecimiento, durante el cual se da un
incremento en la sintesis de proteinas-(r), mientras que los transcritos correspondientes no
incrementan sus niveles. Entonces, la expresién de proteinas-(r) durante este periodo estara
regulada a nivel traduccional, a través de la movilizacidn selectiva de sus respectivos transcritos
a polisomas, y podria estar asociada a la presencia de motivos 5 TOP-like en las 5’UTRs de

dichos transcritos.
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VI. OBJETIVOS

Objetivo general

¢ Considerando que la expresion de los genes de proteinas-(r) constituye una plataforma
para el crecimiento y el desarrollo germinativo de las plantas, la presente investigacién
se llevd a cabo para investigar si durante la germinacién, un mecanismo de regulacion a
nivel traduccional, basado en la accién del factor ZmIGF o insulina, podria explicar el
aumento en la sintesis de proteinas-(r) en la ausencia del incremento de sus mRNAs en
los ejes embrionarios de de maiz, tomando en cuenta que estos efectores manifiestan

efectos metabdlicos vy fisiolégicos equivalentes

Objetivos particulares

1. Establecer si ZmIGF/insulina son capaces de regular la traduccion de los mRNAs de

proteinas-(r) en la germinacién de ejes embrionarios de maiz,

2. Establecer si la regulacién traduccional de estos transcritos podria estar asociada a la

presencia de motivos 5 -TOPs-like en sus 5°"UTRs.
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VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

1. Medir la sintesis de proteinas-(r) de novo durante la germinacién en ejes
embrionarios de maiz de 0 y 24 h y determinar el efecto sobre su sintesis de los
efectores ZmIGF e insulina.

2. Establecer mediante un analisis comparativo de microarreglos (GeneChip® Maize
Genome Array) el efecto de la insulina sobre los niveles de transcrito de proteinas-
(r), tanto en RNA total como en RNA unido a polisomas, obtenidos de ejes

embrionarios de maiz de con 24 h de germinacion®.

éLa expresion de proteinas-(r) es regulada a nivel traduccional en la
germinacion de maiz a través de ZmiGF/insulina?

Medir la sintesis de proteinas-(r) durante Analizar efecto de insulina sobre niveles de
la germinacion (0 y 24 h) y establecer el transcrito de proteinas-(r) tanto en RNA total
efecto de ZmIGF e insulina sobre ésta. como en RNA unido a polisomas

Ejes embrionarios de maiz

EEMs de 0y 22 h + [3*S]-met en medio MSy germinados por 24 h (-Insulina y

EEMs de 22 h + [*°S]-met en presencia o +Insulina en medio MS)
ausencia de ZmIGF /insulina en medio MS

= " Extraccion de RNA total
_ Extraccion de.prot’emafs y polisomal, Purificacién
ribosomales y citoplasmicas de RNA poly(A)+

Medicion de incorporacion
de marca radioactiva Microarreglos Validacion por gRT-PCR del
(c.p.m. de [35S]- (GeneChip® Maize analisis por microarreglos
metionina/mg de proteina) Genome Array ) para mRNAs de proteinas-(r)
especificos

' El uso de insulina se justifica ya que esta hormona tiene el mismo efecto metabdlico y fisioldgico que ZmIGF en
maiz, en tanto que su disponibilidad es mds asequible.
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3. Analizar las secuencias 5'-UTR de los transcritos de proteinas-(r) de maiz y arroz,

identificando la presencia de 5°-TOPs (ubicacién, tamafio y composicion

nucleotidica).

¢La regulacion traduccional de los transcritos de
proteinas-(r) podria estar asociada a la presencia
de motivos 5°-TOPs-like en sus 5’'UTRs?

Analisis informatico de las regiones
5'UTR de la poblacidn total de mRNAs
o
Blsqueda de las secuencias completas
de los mRNAs de proteinas-(r) en las

bases de datos de arroz y maiz.

Analisis secuencial de las regiones
5°UTRs de los transcritos de proteinas-

{r), clasificados con base a su respuesta
traduccional por estimulo con Insulina,
mediante el algoritmo MEMEQ©
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VIII. METODOLOGIA

Preparacion del material biol6gico (Sanchez de Jiménez & Aguilar, 1984)

En todos los experimentos se usaron semillas de maiz (Zea mays L.) de la raza Mexicana,
Tuxpeiio var (Chalqueiio). Las semillas se germinaron en una incubadora Griffin™ por 24 0 48 h
mediante imbibicidn en agua entre dos capas de algoddn, en oscuridad a 28 °C. Los ejes
embrionarios (EEMs) se disectaron manualmente tanto de las semillas quiescentes como
germinadas, e inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido hasta su posterior uso.
Adicionalmente, para algunos experimentos, EEMs de semillas germinadas durante 22 h a 28° C
en oscuridad se incubaron en medio nutritivo MS (Murashige y Skoog, 1962) por 2 h mas, en la

presencia o ausencia de 200 pU/mL de insulina bovina (Sigma™) o 200 pU/mL de ZmIGF (el ZmIGF se

purificé de EEMs como reportd Rodriguez-Lopez et al. en 2011).

Marcaje in vivo de proteinas ribosomales y citoplasmicas

La sintesis de proteinas ribosomales y citoplasmicas se evalué en EEMs de semillas germinadas.
Brevemente, EEMs de semillas de 0 o 22 h de haber sido germinadas, fueron incubadas por 2 h
en 3 mL de medio MS con 100 uCi [**S]- metionina (Sp. act. 43.475 TBq/mmol, Perkin-Elmer,
Boston, MA, EUA), en la presencia o no de 200 puUnits/mL de insulina o ZmIGF. Las proteinas

ribosomales, asi como las citopldsmicas, se extrajeron de los ejes embrionarios al final de cada
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periodo experimental (Garcia-Flores et al., 2001) y la [*>S]- metionina incorporada se determiné

usando un contador de centelleo liquido

Inmunodeteccion del ZmIGF (Dot blot)

Cincuenta pg de proteina total de ejes embrionarios de maiz fueron transferidos a una
membrana de PVDF (Immobilon-P; Millipore™) usando un “Dot Micro Filtration Apparatus”
(Filtration Manifold System, Rockville, MD, EUA). Para la inmunodeteccion del ZmIGF se empled
como anticuerpo primario un anticuerpo policlonal contra insulina bovina (Sigma™)
desarrollado en cobayo, diluido 1:2000 en 5% leche descremada en polvo. Después de varios
lavados, se usé para la deteccidon de la sefial un anticuerpo de cobayo contra IgG, acoplado a
peroxidasa (Sigma™), diluido 1:2000 (sistema ECL, Amersham Pharmacia Biotech™). Para el

analisis densitométrico se empled el software Quantity One® (Biorad™).

Extraccion de RNA total (Chomczynski y Sacchi, 1987)

El tejido en estudio se homogenizd en un mortero estéril con nitrégeno liquido y se transfirié el
tejido a tubos Eppendorf adicionando el reactivo de Trizol™ en una proporcién de 1 mL por cada
100 mg de tejido. Para remover el material insoluble se centrifugd a 12,000 x g por 10 min a 4°
C. El precipitado resultante contiene membranas, polisacdridos y DNA de alto peso molecular,

mientras que el sobrenadante contiene RNA.
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Posteriormente se incubaron las muestras por 5 min a 15-30° C para permitir la disociacién de
complejos ribonucleoproteicos. Se adicioné 0.2 mL de cloroformo por cada mL de Trizol™
empleado. Los tubos se agitaron vigorosamente con la mano por 15 s, se incubaron a 15-30° C
por 2 o 3 min y se centrifugaron a no mas de 12,000 x g por 15 min a 4° C. Unicamente el
sobrenadante incoloro se transfirid a un tubo nuevo. La precipitacion de RNA se llevé a cabo con
0.5 mL de isopropanol por cada mL de Trizol™ usado en la homogenizacidn inicial. Las muestras
se incubaron a 15-30° C por 1 h para precipitar al RNA. Se removid el sobrenadante mediante
una centrifugacién a 12,000 x g por 10 min a 4° C y el precipitado se lavé tres veces por
centrifugacion con etanol al 75 % mezclado con vortex, a no mds de 7,500 x g por 5 min a 4° C
adicionando 1 mL de etanol por cada mL de Trizol™ empleado. Se agregd agua libre de RNAsas

c.b.p. redisolver el precipitado.

Para la cuantificacion (por triplicado) el RNA se diluyé 1:100 mezclando 1 pL de RNA y 99 L de
agua en una celda de cuarzo y se leyé la absorbancia en un espectrofotémetro UV a 260 nm.

Para obtener la concentracion de RNA en la muestra se empled la siguiente férmula:

Concentracion RNA (pg/ puL)=40*factor de dilucién*Abs 260 nm

1000

Extraccion de RNA polisomal (Arava, 2003)

Dos g de ejes embrionarios se homogeneizaron con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo
fino que se suspendié en 6 volumenes de buffer B1 (200 mM Tris-HCl pH 9, 200 mM KCl, 25 mM
EGTA, 36 mM MgCl,, 5 mM DTT, 50 ug/mL cicloheximida, 0.5 mg/mL heparina, 1% triton X-100,
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1% Tween 20, 1% Brij-35, 1% igepal CA-630, 2% polioxietileno, 1% dacido deoxicdlico) (Arava,
2003). Se homogeneizd en vortex por 1 min y se centrifugd a 15,000 x g a 4° C por 15 min, se
extrajo el sobrenadante evitando la contaminacion con la capa superficial (lipidos). El
sobrenadante se centrifugd a través de un colchdn de sacarosa, en proporciéon de 1 mL de
sobrenadante / 1 mL de colchdén a 1.5 M (50%) de sacarosa en buffer B2 (40 mM Tris-HCI pH 8.4,
0.8 M KCl, 0.1 M MgCl,, 50 pug/mL cicloheximida) por 4 h a 4 °C a 50,000 rpm (rotor Beckman 75
Ti). El sedimento corresponde al precipitado polisomal. Se resuspendid el precipitado en 500 plL
de buffer de resuspension (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 200 mM KCl, 25 mM EGTA, 36 mM MgCl,, 5
mM DTT, 50 pg/mL cicloheximida), se agregaron 25 uL de SDS al 10% y 1 pL de proteinasa K
(Img/mL), se mezcld en vortex y se incubaron a 37° C por 30 min. Posteriormente se agregaron
250 pL de cloroformo y 250 uL de Trizol™, se mezcld en vortex y se centrifugd a 12000 g por 5
min a 4° C. Cuidadosamente se recuperd la fase acuosa en un tubo Eppendorf estéril. Se
adiciond LiCl estéril para obtener una concentracién final 1.5 M y 1 mL de isopropanol frio, las
fases se mezclaron por inversién y almacenadas a -20° C por 1 h para precipitar el RNA. El
precipitado casi imperceptible corresponde al RNA. Se centrifugd a 12000 x g por 10 min a 4° C.
El sobrenadante se removid y se lavd tres veces con etanol al 75%, adicionando 1 mL de etanol
por cada mL de Trizol™ empleado, se mezcld en vortex y se centrifugd a no mas de 7500 x g por
5 min a 4°C. Se agregd agua libre de RNAsas c.b.p. redisolver el precipitado y se cuantificdé por

triplicado.
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Analisis por microarreglos (Lockhart y Winzeler, 2000)

Con el objetivo de eliminar residuos de RNA degradado y otras impurezas y aprobar la calidad
requerida para el andlisis por microarreglos, las muestras individuales de RNA total y polisomal
bajo estudio se purificaron en columnas de exclusidon usando el Kit RNeasy Plant Mini de
acuerdo a la metodologia del manual. Réplicas técnicas de muestras de RNA total y polisémico
de EEMs de 24 h de germinacién tratados con o sin insulina, fueron mezcladas para preparar 4
pg por muestra. La calidad del RNA de las mezclas de RNA fue determinada con el kit Lab on a
Chip® y el bioanalizador Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Las muestras con su respectiva
réplica bioldgica (n=2) fueron procesadas para su posterior hibridacién en el microarreglo
Affymetrix GeneChip Maize de acuerdo al protocolo del fabricante. Estos microarreglos
contenian 17,555 sondas que exploraban aproximadamente 14,850 transcritos de maiz. La
metodologia para procesar las muestras fue la siguiente: 4 ug de los RNAs agrupados fueron
reverso transcritos a cDNA de cadena sencilla usando la reverso-transcriptasa SuperScript I
cebada con oligdmero poli(T). Esto significa que unicamente fueron analizados mRNAs integros
con cola de poli(A). La sintesis de cDNA fue seguida de una transcripcion in vitro, en donde se
incorporaron dNTPs biotinilados con el fin de generar cRNA de cadena sencilla. Los productos de
cRNA fueron fragmentados en cadenas de 200 pb o menos, y 15 pg del producto de
fragmentacién fueron afiadidos al coctel de hibridaciéon (100 mM MES, 1 M NaCl, 20 mM EDTA,
0.01% Tween-20, 0.1 mg*mL™* HS DNA, y 0.5 mg*mL™" albdmina bovina sérica). Después, 300 uL
de estas muestras se calentaron a 95° C e hibridizadas al microarreglo GenChip Maize®
(Affymetrix Inc.®) por 16 h a 45° C. Las muestras fueron lavadas con buffers de alta y baja

astringencia y tefidas con estreptavidina-ficoeritrina usando Affymetrix 450 Fluidics Stations. El
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GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa Clara CA) fue usado para colectar las senales
fluorescentes y mediante el software GCOS se obtuvieron las sefiales de intensidad y los datos

de control de calidad de los microarreglos escaneados.

Tratamiento y analisis de datos de microarreglos (Smyth, 2005)

Cada experimento por microarreglos se replicé dos veces para la robustez biolédgica y estadistica
(ver modelo en apartado de Resultados). Los datos fueron analizados en dos partes: primero, se
realizé un analisis de “bajo nivel” usando un Bioconductor. Este andlisis incluye pruebas de
control de calidad sobre los controles de hibridacidon para generar un rango dindmico de las
intensidades de expresidn. Se aplicaron para ésto dos procesos de normalizacién: normalizacién
por cuantiles (Bolstad et al., 2003) sobre las réplicas técnicas, seguida por una normalizacién de
Loess en todos los microarreglos con el fin de hacerlos comparables y remover variacién

sistematica.

Para identificar los genes expresados diferencialmente se implementéd un modelo linear
mediante una aproximacion Bayesiana usando el software Limma® (Smyth, 2005). La decisién
de expresidn diferencial significativa se basé en dos criterios estadisticos: “2 veces de cambio”
(2 fold-change) y un valor Bayesiano estimado (estadistico-B) cuyo valor limite para cambios
significativos fue de B=2.2 (90%). Los contrastes realizados fueron los siguientes: RNA total de
EEMs-24 h vs RNA total de EEMs-24 h con estimulo de insulina y RNA polisomal de EEMs-24 h vs

RNA polisomal de EEMs-24 h con estimulo de insulina.
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La base de datos de mRNAs de proteinas-(r) con ID Affymetrix asignado se enriquecié mediante

busquedas en las bases de datos de arroz (http://rapdb.dna.affrc.go.jp/) y alineamientos con

BLAST en las bases de datos del NCBI, Maizesequence y Affymetrix Maize-Chip.

Analisis por RT-PCR cuantitativo de los niveles de transcrito de proteinas-(r)

Con el objetivo de validar los patrones de expresién mostrados en microarreglos, la expresion
de genes seleccionados se cuantificd relativamente por qRT-PCR. Diez pug de RNA total o
polisomal integros de EEMs, con o sin estimulo de insulina (ver geles de integridad en
Resultados) fueron tratados con 2 U de TURBO DNA-free™ DNase (Ambion). El cDNA se sintetizd
usando SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen) de acuerdo al protocolo del
fabricante partiendo de 2.5 pg de RNA tratado. Los oligos para el gRT-PCR se generaron
mediante el software Vector NTI Advance® 11 usando las secuencias de las bases de datos de

Maize sequence (http://www.maizesequence.org). El disefio considerd Unicamente las regiones

de union Intron/Intrén (I/1) de acuerdo al splicing que sufren los pre-mRNAs, ésto con el
objetivo de amplificar productos especificos para los mRNAs maduros. Las secuencias de los
oligos especificos se reportan en la Tabla suplementaria 1. Los genes escogidos para su
validacion fueron normalizados respecto al gen de referencia ubc (ubiquitin-conjugating
enzyme). Reportes previos en arroz confirman la viabilidad de usar este gen de referencia en
analisis de gRT-PCR sobre el efecto en la expresidén génica de diversas hormonas y durante la
germinacion (Jain et al., 2006). La ausencia de dimeros de oligos, la especificidad de la reaccién
y la eficiencia de los oligos se confirmaron mediante el analisis de curvas de alineamiento
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(melting) y curvas de eficiencia con diluciones seriales de cDNA (25, 50, 100, 200, 400 ng de
cDNA por reaccion). Las reacciones de qRT-PCR (para este caso ya era gPCR) fueron realizadas
en placas de 96 pozos usando Express SYBR® GreenER ™ qPCR Super Mix Universal (Invitrogen) y
un sistema ABI Prism® 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) para
monitorear la amplificacién especifica de cDNA. Las reacciones se desarrollaron por
tetraplicados técnicos para dos réplicas bioldgicas en una mezcla que contenia 0.2 pL de cDNA
en un volumen de reacciéon de 20 pL (25 ng de cDNA por reaccidn). Se usé un perfil térmico
estandar: 2 min a 50 °C y 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15sa 95 °Cy 60 s a 60 °C. El
umbral medio de ciclo de cuantificacion (Cq) y las cantidades relativas se calcularon usando el
software SDS v2.1 (Applied Biosystems). El analisis estadistico se realizé automaticamente en el

mismo software.

Analisis de motivos en las 5"-UTRs de los mRNAs de proteinas-(r)

Motivos potencialmente regulatorios se encontraron usando la herramienta de busqueda “Find
potential regulatory sequences” en la plataforma informatica MEME v4.3. (Bailey and Elkan,
1994). Se buscaron secuencias con un tamafio de 5 a 22 bases dentro de las regiones 5'UTR de
cada mRNA del set de proteinas-(r), clasificados por subunidad ribosomal y por su respuesta
traduccional en presencia de insulina. No se consideraron ‘gaps’ o discrepancias y el corte de

probabilidad fue de 0.01.
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IX. RESULTADOS

Extraccion de RNA total de EEMs

Para cada una de las réplicas biolégicas del analisis de microarreglos y del qRT-PCR, se
obtuvieron muestras de RNA total extraidas a partir de 0.5 g de tejido de EEMs variedad
Chalquefio, germinados por 24 h sin tratamiento (control) y tratados con insulina. En la figura
1.1 se muestran los datos de concentracién de un ejemplo de las muestras correspondientes a
la ultima réplica bioldgica de los andlisis por microarreglos, asi como la electroforesis en gel de
agarosa que valida la integridad de la muestras. La imagen mostrada en el panel derecho de la
figura 1.1 es representativa también para las muestras de las demads réplicas biolégicas. Todas
las muestras de RNA aisladas para todo estudio, mostraron el bandeo electroforético
caracteristico de un RNA integro, y al medir su relacion de absorbencia 260/280 los valores

oscilaron entre 1.8y 2.1.

Relacion de

Muestra absorbencia Concentracion (ug/ CT3 CT1 CT2 CT4
260/280 Ht)

CI1 ] W) (4ug)  (4u9)  (4M9) (4u9)

T2 13 338

GE] 138 35

T4 138 71

Figura 1.1. Las muestras aisladas de RNA total de EEMs germinados por 24 h sin tratamiento (ejemplo), muestran
integridad para los ensayos de microarreglos y qRT-PCR. A). Cuantificacidn de las concentraciones de las muestras
de RNA total CT1, CT2, CT3 y CT4. Las relaciones de absorbencia 260/280 de cada muestra correlacionan con la
integridad del RNA y su pureza. B). Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las muestras de RNA total CT1, CT2,
CT3 y CT4. En el gel se cargaron 4 pg de RNA y la intensidad homogénea de las bandas valida su concentracidn. La
presente figura es representativa de todas las muestras extraidas para las demas réplicas técnicas y bioldgicas de
todos los experimentos.
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Las muestras de los replicados técnicos y bioldgicos se enviaron al INMEGEN para realizar los
andlisis del efecto sobre los niveles de transcrito de los genes ribosomales al estimular Ia
germinacion con insulina (ver apartado “Control traduccional de la expresion de proteinas-[r]”).
A partir de muestras de RNA total de la ultima réplica bioldgica, fueron sintetizados los cDNAs
que se emplearon para el analisis por RT-PCR en tiempo real (ver apartado “Control traduccional

de la expresion de proteinas-[r]”).

Extraccion de RNA polisomal de EEMS

Después de preparar el material biolégico de acuerdo a Arava, 2003 (ver metodologias), se
extrajo RNA polisomal a partir de lotes de 4 g de tejido de EEMs variedad Chalquefio,
germinados por 24 h sin tratamiento (control, PCE) y tratados con insulina (PIE). Los resultados
del analisis para verificar la integridad del RNA polisomal que se muestran en la Figura 1.2
corresponden a la ultima réplica bioldgica y son representativos para las demas réplicas técnicas

y bioldgicas con las que se desarrollé el andlisis por microarreglos y gRT-PCR.

Relacién de Concentracion (pg/ PCE PIE
Muestra absorbencia 260/280 uL) (4ng) (4

PCE 1.9 1.26 <+— 265
4_

PIE 2.0 2.48 18S

Figura 1.2. Las muestras aisladas de RNA polisomal de EEMs germinados por 24 h sin tratamiento y con insulina,

muestran integridad para los ensayos por microarreglos y qRT-PCR. A). Cuantificacidn de las concentraciones de

las muestras de RNA polisomal de la dltima réplica bioldgica. Las relaciones de absorbencia 260/280 de cada
muestra correlacionan con la integridad del RNA y su pureza; B). Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las

muestras de RNA total de la dltima réplica bioldgica. En el gel se cargaron 4 g de RNA y la intensidad homogénea
de las bandas valida su concentracidn. La presente figura es representativa de todas las muestras extraidas para las
demas réplicas técnicas y bioldgicas con las que se desarrollaron todos los experimentos.

-35-



Las muestras de los replicados técnicos y biolégicos se enviaron al INMEGEN para realizar los
analisis del efecto sobre los niveles polisomales de los transcritos de proteinas-(r) al estimular la

germinacion con insulina (ver apartado “Control traduccional de la expresion de proteinas-[r]”).

Recopilacion de las secuencias de mRNAs de proteinas-(r) y asignacion en la
base de datos de Affymetrix™.

Al explorar la base de datos correspondiente al chip Affymetrix™ de maiz, plataforma empleada
para el analisis por microarreglos, observamos que la mayor parte de los genes no cuentan con
la asignacion de su producto respectivo. Por ello nos dimos a la tarea de generar una poblacién
representativa que englobara a los mRNAs que codifican para la mayoria de proteinas-(r) de
maiz, ya que el nimero de genes-(r) identificados en el arreglo era limitado, y sélo representaba
un 40% del total de genes del grupo de interés. Para lograr ésto, fue necesario realizar la
busqueda del mayor nimero posible de secuencias de mRNAs de proteinas-(r) en maiz; para
ello, se utilizaron las ya reportadas en el Gene Bank, cuyo nimero también es limitado, o se
recopilaron secuencias de otros organismos como Oryza sativa, Arabidopsis thaliana o Triticum
aestivum, las cuales se alinearon mediante BLAST con las recopiladas en las bases de datos de
maiz. Habiendo recopilado un 100% de las secuencias de los mRNAs de proteinas-(r) de maiz, se
les asigno el identificador correspondiente a la base de datos del microarreglo de Affymetrix™
de maiz mediante BLAST. Inicialmente se contaba con 35 secuencias de genes de proteinas-(r)
identificadas en la base de datos del chip Affymetrix™ de maiz, y durante el transcurso de esta
investigacion se amplid la poblacién a 103 transcritos de proteinas-(r). A continuacién se

presenta la lista final de IDs asignados.
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Tabla 2.1. Transcritos ribosomales de maiz asociados a un ID Affymetrix (clasificados por
subunidad ribosomal)

ID
Zm.17000.1.A1_s_at
Zm.74001.A1_at
Zm.40151.A1 a_at
Zm465.1A1 at
Zm.67481.A1_at
Zm.90381.81_at
7mAfix 262 1 A1_s_at
Zm.466.1.51 at
Zm.5862.1.A1_at
Zm14596.1.51_a at
Zm14471 1.A1_a at
Zm.16909.1 AT _at
Zm15495.2.51_a at
Zm.71241A1 a
Zm.66621A1_
Zm.53131A1 a_
Zm13812.1.A1 a_
Zm.7056.1A1 a_at
Zm.6079.1.51_at
Zm5789.6A1 X_at
7mAffx 1516 1 81_s_at
Zm.73001.81_at
Zm.28054.51 a_at
Zm.6207 2 A1_at
Zm.3482A1 a at
Zm.69772.A1_at
Zm.40201.A1_at
Zm.15405.1 A1_at
Zm7081.1.51 x_at
Zm.16747.1A1_at
Zm.7032.1.A1_at
Zm.8781.51_x_at
Zm.17241.81_at
Zm.7636.1.A1_at
Zm.18203.1.51_at
Zm.15891.2A1 at
Zm.16482.3.A1 x_at
Zm.5786.1.A1_at
Zm350.1.51 at
Zm.7081.2.81 a_at
Zm.3188.1.A1_at
Zm.14497.8.A1 s _at
Zm15936.1.A1_a_at
Zm.62061.A1_at
Zm.70041A1 a_at
Zm099.1A1 at
Zm.3892.5 A1 at
Zm.64651.A1 at
Zm.12150.1.51_at
Zm.17856.1 A1_at
Zm.16508.1.51_at
Zm.14283.2A1 at
Zm16502.6.A1_a_at
Zm12634.4.51_a at
Zm.67482 A1 at
Zm.12634.1.A1 x_at
Zm457.1.81_at
Zm.67632 A1 at
Zm.66251.A1 at
Zm.14073.1.51 s _at

Ribosomal Protein mRNA
L10-3
L1
IPO
IP2a-3
L28
L12-1
IP3
IP2a-4
L18B
IQM protein
L7-1
L2723
L17
L33
L20
L12
L1141
L5-1
L25
L3
L2el
IP2a-2
L44
L15
IP3-1
L41
L13a
L18A
L32
L2
L7-2
L35
L4al
La51cl
L11
L13-2
L4a2
L19
IP2b
L24
L40
L27
IP1a
L35a
L7a
L34
L28-1
L23a
L30
La8
L39
L19-3
L36-2
L23-2
L26-1
L23
L29
L21
L9
L28

1D
ZmAffx.1307.1.51_at

ZmAfix 1306.1.51_s_at

Zm.16537.1.51_at
Zm.17271.8.A1_at
Zm.536.1.51_at
Zm.7012.4 A7 _x_at
Zm.16024.1.51_a_at
Zm.7006.1.A7_a_at
Zm.7140.1 Al_at
Zm.516.1.A1_at
Zm.B069.2 51_at
Zm.6207.1 A1_at
Zm.432.1.A1_at
Zm.7146.1 A1_at
Zm.6045.2 A7_a_at
Zrm.341.1.A1_at
Zm.132256.2.A1_at
Zm.16311.2.51_at
Zm.15855.3.A1_a_at
Zm.2157.1.A7_a_at
Zm.3699.7.51_at
Zm.14354.1.81_at
Zm.1056.1.51_sat
Zm.206.4.A1_s at
Zm.4824.5.A7_a_at
ZmAffx.1320.1.51_at
Zm.4447 1 A1_at
m.31.2A7_a_at
Zm.6629.1.81_at
Zm.3223.3 A7_a_at
Zm.14129.1.A1_a_at
Zm.5030.1.57_x_at
Zm.7097.2 A7 _x_at
Zm.2076.1 A1_at
Zm. 12737 1.A1_at
Zm.7072.1.51_at
Zm 15971.1.51_at
Zm.6840.1.81_at
Zm.16049.2.A1_a_at
Zm.7095.1. A7_a_at
Zm.16593.5.A1_a_at
Zm.6569.1.A7_a_at
Zm.598.1.A1_at

Ribosomal Protein mRNA
S7cl
S7-1

SA
£10
S10mit
S8
524
33
S2B
$6-2
SZC
S17-4
827
817
sRACK1
54
39
523B
$25-1
s11
S6
$29
$22
s21
S3a
S2A
$20
S523A
530
813
$241
$14
$18
S$16
$1241
S9B
S527a
526-1
S28
$20
$19
815
slem1 cl

asignados mediante
la plataforma de
Las asignaciones se
riterio estadistico:
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Control traduccional de la expresion de proteinas-[r] en la germinacion de
maiz

Reportes previos han demostrado que la insulina es capaz de estimular el crecimiento en la
mayoria de los eucariontes (Leevers et al., 2004; Fingar et al., 2004) mediante la induccién de la
sintesis selectiva de proteinas-(r) (Hamilton et al., 2006; Markou et al., 2010). Ademads, se ha
demostrado que la insulina y los IGFs también son capaces de estimular el crecimiento
germinativo en diversas especies de plantas, incluyendo maiz, sorgo, meldn, girasol, pepino,
frijol y soya (Goodman y Davis, 1993; Garcia-Flores et al., 2001; Oliveira et al., 2004).
Adicionalmente, se ha observado un incremento en la sintesis de proteinas-(r) en semillas de
maiz, germinando en presencia de insulina o del IGF de maiz endégeno (ZmIGF) (Garcia-Flores et

al., 2001; Rodriguez-Lépez et al., 2011).

Tomando en cuenta estos antecedentes, se considerd relevante investigar si durante la
germinacion, un posible mecanismo de control traduccional puede explicar el incremento en la
sintesis de proteinas-(r) durante esta etapa en ausencia de un incremento en los niveles de
mRNAs de proteinas-(r) en los ejes embrionarios de maiz. Para este fin y como un primer
experimento exploratorio, ejes embrionarios de maiz de 0 y 22 h de germinacién, fueron
expuestos durante 2 h a un pulso de [*°S]-metionina bajo condiciones normales de crecimiento
en ausencia o presencia ya sea de insulina o ZmIGF. Al final de este periodo, fueron extraidas
tanto proteinas citopldsmicas como ribosomales, y la incorporacién de marca radioactiva fue

determinada como c.p.m. de [**S]-metionina/mg de proteina (Figura 3.1)
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Se encontré un incremento significativo en la sintesis de novo de proteinas-(r) entre los
periodos de 0-2 y 22-24 h de germinacién (Figura 3.1 [A]), esos valores se incrementaron
cuando los EEMs de 22 h de germinacién fueron expuestos durante 2 h a un pulso de [**S]-
metionina en presencia de insulina o del factor ZmIGF. Por otra parte, este incremento no se
detectd para las proteinas citopldsmicas (Figura 3.1 [A]), lo que indicéd que la sintesis de

proteinas-(r) se incrementa de forma selectiva durante la germinacion.

Para entender el significado fisiolégico de este fendmeno, el contenido de ZmIGF fue
determinado en EEMs de 0, 24 y 48 h de germinacién mediante un analisis de ‘dot blot’ y
densitometria (Figura 3.1 [B]). Interesantemente, se detectd un incremento en la cantidad de
ZmIGF enddégenos en los EEMs durante la germinacién, la cual fue significativamente diferente
entre 0 y 24 h, fendmeno que correlaciona con el incremento en la sintesis de novo de

proteinas-(r) durante este periodo en ausencia de estimulos externos (Figura 3.1 [A]).

En general, estos datos previos indican que existe un mecanismo de control traduccional que
gobierna el incremento en la sintesis de proteinas-(r) observado en EEMs durante la
germinacion de la semilla, muy probablemente asociado al contenido del factor enddégeno
similar a insulina (ZmIGF). Esto indica que el factor ZmIGF juega un papel endégeno importante
durante la germinacién y, de acuerdo a estos resultados, podria estar controlando directamente

la sintesis de proteinas-(r).
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Figura 3.1. Sintesis de novo de proteinas ribosomales o citoplasmicas y efecto de ZmIGF e insulina sobre ésta. A)
Incorporacion de [35S]-metionina a proteinas ribosomales y citoplasmicas de EEMs de 0 y 22 h de germinacion
expuestas 2 h a ZmIGF, insulina o agua (control). B) Identificacién del péptido de maiz ZmIGF durante la
germinacion (0, 24 y 48 h) en exmotivos de proteina total de EMMs, mediante “dot blot”. Para la inmunodeteccion
del ZmIGF, se emple6 como anticuerpo primario un anticuerpo policlonal contra insulina bovina (Sigma™)
desarrollado en cobayo, diluido 1:2000 en 5% leche descremada en polvo. La estimacién de la concentracién
relativa de ZmIGF se calculo en base a una curva patrén de insulina (50-500 punit/mL) revelada mediante el “dot
blotting” de alicuotas de 10 pL. Las barras de error indican los promedios de tres réplicas técnicas.
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Tomando en cuenta estos resultados, era relevante estudiar si durante la germinacion existe un
mecanismo regulatorio a nivel traduccional que pudiera explicar el incremento de la sintesis de
proteinas-(r) en la ausencia de un incremento en los niveles de mRNAs de proteinas-(r) (ver
antecedentes) en los EEMs. Para este fin, se purificaron RNA polisomal y total de EEMs
germinados por 24 h, estimulados o no con insulina. Los mRNAs con poly(A+) se aislaron de
ambas fracciones para llevar a cabo un andlisis comparativo por microarreglos (ver
metodologias). Dos experimentos independientes se llevaron a cabo, donde los niveles de los
transcritos de proteinas-(r), en RNA total y RNA unido a polisomas, se determinaron mediante
microarrreglos con matrices de oligonucleétidos de maiz. Para ello se considerd el disefio
experimental descrito en la figura 3.2. En esta figura se muestra parte del documento final que
nos hizo llegar el INMEGEN, donde se muestra el conjunto de N=19 muestras, correspondientes
a 3 réplicas bioldgicas establecidas inicialmente para este disefio experimental, y del cual se

descartaron 2 muestras por su pobre calidad para hibridacién.
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Figura 3.2. Los chips que se procesaron durante la investigacion fueron de excelente calidad. El modelo
experimental con el cual se analizaron los resultados mostrados a lo largo de este apartado, implica la siguiente
distribucion de muestras para n=17:Nyai =3 rb +1rt, Neoralins=3rb, Npolis ri=3 b, Npoisins=2 rb. Rb: réplicas bioldgicas,
rt: réplicas técnicas

Los resultados del analisis de microarreglos en RNA total no mostré diferencias significativas
entre los dos conjuntos de mRNAs, con o sin estimulacidn de insulina, lo que indica que este
efector no altera la expresion transcripcional de los mRNAs de maiz (datos no mostrados),
incluyendo los 103 transcritos de proteinas-(r) (Figura 3.3 [A]). Los analisis realizados con RNAs
polisomales, sin embargo, demostraron que las muestras estimuladas con insulina presentaron
una acumulacion de transcritos de proteinas-(r) (Figura 3.3 [B]). Estos datos indican que la
insulina induce el reclutamiento a polisomas de transcritos de proteinas-(r) sin generar un
incremento significativo de los niveles de transcrito totales, lo cual implica la presencia de un
mecanismo de control traduccional selectivo que regula la expresion de proteinas-(r) (Figura

3.3).
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Un examen a profundidad de estos datos experimentales mostraron que los niveles de 44
transcritos que codifican proteinas-(r) se incrementaron significativamente en la fraccién de
mMRNA polisomal extraido del set estimulado con insulina: 20 transcritos correspondientes a
proteinas-(r) de la subunidad grande y 24 de la subunidad chica (Figura 3.4). Otro grupo de 24
transcritos de proteinas-(r) redujo su nivel dentro de la fraccién de RNA polisomal. Este
conjunto estd conformado de 14 y 10 transcritos que codifican proteinas-(r) de la subunidad
grande y pequeia, respectivamente, mientras que los niveles de transcrito en las fracciones
polisomales de 9 y 26 genes de la subunidad pequefia y grande, respectivamente, no cambiaron
después del estimulo con insulina (Figura 3.4). Estos resultados revelaron que el mecanismo de
control traduccional no aplica a todos los transcritos de proteinas-(r), pero parece discriminar
entre mRNAs especificos dentro de este grupo. El analisis de microarreglos realizado en este
estudio proporciond un conjunto de datos sobre los genes de proteinas-(r) que se regulan

traduccionalmente bajo la estimulacién de insulina de una manera selectiva y diferencial.

Adicionalmente, fueron obtenidos datos generados en muestras de RNA total y polisomal de
EEMs-24h con y sin insulina+rapamicina (este Ultimo compuesto es inhibidor especifico de la
cinasa TOR en mamiferos); sin embargo, fueron omitidos para fines de esta investigacion, ya
gue por el momento no tenemos referencia experimental sélida, que nos permita saber si el
efecto en la expresion y traduccién de genes esté asociado a la capacidad inhibitoria de

rapamicina sobre la via PI3K-TOR, o bien sobre su efecto téxico.
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Figura 3.3. Distribucion de los transcritos de proteinas-(r) totales o unidos a polisomas en EEMs germinados por
24 h y estimulados o no por 2 h (22-24 h) con insulina. A) Efecto de insulina sobre la expresién total de transcritos
que codifican proteinas-(r). B) Efecto de insulina sobre la expresién polisomal de transcritos que codifican
proteinas-(r). Los limites de las lineas verticales definen los rangos minimo inferior y maximo superior, dentro de
los cuales se establece si un gen dado incrementa o disminuye su expresion (basado sobre 2 veces de cambio [fold
change]). La linea horizontal define un valor minimo de significancia del 90 % (LogOdds[B]= 2.2).
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Figura 3.4. Efecto de insulina sobre la expresion de mRNAs de proteinas-(r) unidos a polisomas. Ejes embrionarios
de maiz de semillas germinadas por 24 h, fueron estimulados con insulina y la distribucion de los transcritos de
proteinas-(r) fue analizada en RNA polisomal. A) Efecto de insulina sobre la movilizacidn a polisomas de mRNAs
cuyos productos son proteinas-(r) de la subunidad grande. Transcritos con un incremento significativo en sus
niveles polisomales (B>2.2, >2-fold change) son mostrados en barras de color verde. Transcritos sin cambios
significativos en sus niveles polisomales (B<2.2) son mostrados en barras grises, mientras que aquellos que los
disminuyeron (B>2.2, <-2-fold-change) son mostrados en barras rojas. B) Efecto de la insulina sobre la movilizacién
a polisomas de mRNAs cuyos productos son proteinas-(r) de la subunidad pequefia. Transcritos con un incremento
significativo en sus niveles polisomales (B>2.2, >2-fold change) son mostrados en verde. Transcritos sin cambios
significativos en sus niveles polisomales (B<2.2) son mostrados en gris, mientras que aquellos que los disminuyeron
(B>2.2, <-2-fold-change) son mostrados en rojo.
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Control traduccional de la expresion de genes asociados al control del ciclo
celular en la germinacion de maiz

Por otro lado, se sabe que la via de sefializacién PI3K-TOR juega un papel importante en el
control del crecimiento celular en levaduras, animales y plantas (Nakashima et al., 2008;
Deprost et al., 2007). Al interrumpir las funciones de la proteina TOR en plantas y levaduras, las
células inhiben su crecimiento celular y promueven un arresto en su ciclo celular en las fases G1
(G0), asi como en la transicion G2/M, lo cual indica que la via controlada por la cinasa TOR,
juega también un papel importante en la regulacién del ciclo celular y la proliferaciéon (Deprost
et al., 2007; Nakashima et al., 2008). Si bien existe informacién abundante en eucariotas no-
fotosintéticos que propone un importante papel de la cinasa TOR en el control del ciclo celular,
a través de la regulacion de las funciones de la proteina AKT, la cual regula la transicion G1/S,
poco se sabe acerca del probable control traduccional que podria ejercer la via PI3K-TOR sobre

genes intimamente relacionados con la proliferacién celular.

En una aproximacion inicial y breve, en colaboracién con el grupo de investigacion de la Dra.
Laura Pérez de la UAM-I, se analizé el efecto de insulina sobre la traducciéon de un grupo
particular de genes no vinculados a la maquinaria traduccional. En este contexto, se analizaron
en total 70 genes asociados con el control del ciclo celular, que comprenden principalmente
genes que codifican cinasas del tipo CDK, proteinas del ciclo celular cuya expresién a nivel
transcripcional es controlada por el factor E2F, como lo son PCNA, RNA pol Il y lll, asi como
algunas ciclinas tipo D (Avila-Alejandre, tesis doctoral de la UAM-I por ser publicada en 2011).

Los datos de microarreglos revelan que en presencia de insulina existe una acumulacién
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significativa en polisomas de 34 de los 70 transcritos analizados (Avila-Alejandre, tesis doctoral
de la UAM-I por ser publicada en 2011), dentro de los que se destacan las proteinas CDC5,
diversas isoformas de la proteina CDKA, PCNA1, PCNA2, RNA pol I, RNA pol Ill, una ciclina tipo D
(D2) y E2F. Lo anterior representa una amplia evidencia sobre el posible papel que juega en
plantas la via PI3K-TOR a través de su estimulo con insulina, en el control traduccional de genes

asociados directamente con el ciclo celular.

Validacion de datos de microarreglos por qRT-PCR

Para confirmar los datos de microarreglos, la expresidn de algunos genes representativos fue
validada mediante gRT-PCR. En consecuencia, con base a sus patrones de expresién y veces de
cambio (Fold change) observados en los experimentos de microarreglos, 4 de los 44 transcritos
diferencialmente expresados en la fraccidn de RNA polisomal fueron seleccionados para la
validacién (Tabla suplementaria 1). Estos incluyen a los genes que codifican a las proteinas-(r) PO
y SA (sobre-regulados en polisomas por efecto de insulina), y L28 y S19 (reprimidos en
polisomas por efecto de insulina) (Figura 3.3 [A y B]). El gen enddgeno de maiz UBC (ubiquitin-
conjugating enzyme) fue usado como una referencia en este experimento. Las eficiencias de las
PCR para los genes blanco y de referencia fueron del rango de 1.58 a 1.79 (Figura suplementaria
1). La especificidad de amplificacion fue confirmado mediante las curvas de un solo pico en los
analisis de “melting” (Figura suplementaria 1). En dos réplicas bioldgicas observamos que los
transcritos analizados en RNA total (Figura 4.1 [A]) y RNA polisomal (Figura 4.1 [B]) mostraron
patrones de expresion similares en microarreglos y gRT-PCR.
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Figura 4.1. Perfil de expresion obtenido mediante qRT-PCR para 4 transcritos de proteinas-(r) en 24 h-EEMs con o
sin estimulo de insulina. A) Muestras de RNA total preparadas a partir de semillas germinadas por 24 h fueron
usadas como templados para los andlisis de qRT-PCR. (TC= RNA total de 24 h-EEMs no estimulados, Tl= RNA total
de 24 h-EEMs estimulados con insulina). Las barras de error indican los promedios obtenidos de cuatro
experimentos de amplificacidn. Los niveles de transcrito de los genes no fueron regulados mediante el estimulo de
insulina (t-test; P<0.05). B) Muestras de RNA polisomal preparadas a partir de semillas germinadas por 24 h fueron
usadas como templados para los analisis de qRT-PCR. (PC= RNA polisomal de 24 h-EEMs no estimulados, Pl= RNA
polisomal de 24 h-EEMs estimulados con insulina). Las barras de error indican los promedios obtenidos de cuatro
experimentos de amplificacién. Los niveles polisomales de los mRNAs de RPPO y RPSA fueron sobre-regulados
mediante el estimulo de insulina (t-test; **P<0.01, *P<0.05 relativo a los controles PC) mientras que solo el mRNA
de RPL28 fue reprimido (t-test; P<0.01 relativo a los controles PC).
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Analisis bioinformatico de las secuencias 5'UTR de proteinas-(r)

Los datos anteriores nos llevaron a evaluar si este mecanismo de regulacién involucra el
reconocimiento de un blanco especifico en los mRNAs seleccionados para inducir su
movilizacidn a la fraccidn polisomal traduccionalmente activa. En este sentido, para la mayoria
de eucariontes, desde levaduras hasta mamiferos, se ha descrito una via de transduccién de
sefiales conocida como PI3K-TOR, la cual se activa por insulina o IGFs (conocidos como factores
de crecimiento), y regula la sintesis de proteinas-(r) (Hay and Sonenberg, 2004). Esta via tiene
como blanco la maquinaria traduccional y ejerce un fuerte control traduccional a través de la
movilizacién a polisomas de los mRNAs que codifican una gran mayoria de las proteinas que la
constituyen (Hamilton et al., 2006). Aunque el mecanismo preciso para este proceso no se ha
dilucidado completamente, se ha propuesto que un cluster especifico de pirimidinas
consecutivas que empieza con citosina (C), presente en las 5-UTRs de mRNAs especificos,
funciona como sefial blanco de reconocimiento (Meyuhas et al. 2000). Esta region, conocida
como 5°TOP (Tract of oligopyrimidines), se ha asociado a un mecanismo de control traduccional

selectivo (Rubinsky and Meyuhas, 2006).

Para explicar este fenédmeno, se desarrollé un analisis bioinformatico que se basé primeramente
en las secuencias recopiladas de arroz, un cereal cuyo genoma es accesible via internet y que
permite una blsqueda rdpida y precisa de las secuencias de los transcritos de interés (Figura
suplementaria 2), y posteriormente en las secuencias recopiladas de maiz. Analisis
bioinformaticos previos desarrollados en nuestro laboratorio basados en alineamientos de

secuencias, demuestran que existe un alto grado de conservacidon entre las secuencias de
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transcritos de proteinas-(r) de maiz, arroz y sorgo (trabajo desarrollado por Donayre y Mancera-
Martinez en 2010 [datos no mostrados]). Basados en esta informacién y considerando que los
resultados de microarreglos anteriores representan un set adecuado de datos experimentales,
se llevd a cabo el analisis bioinformatico de las 5°UTRs de los transcritos de proteinas-(r), con el
fin de encontrar sefiales que podrian ser responsables del comportamiento traduccional
observado mediado por insulina en maiz. Para ello, desarrollamos un analisis usando las
secuencias de las 5"UTR de los 103 genes de proteinas-(r) de maiz recopilados. Debido a que se
obtuvieron tres diferentes sets de mRNAs cuyos niveles polisomales responden diferencial y
selectivamente al estimulo de insulina, las secuencias de las 5’"UTR de estos transcritos fueron
analizadas por separado. Cada grupo de transcritos de proteinas-(r), clasificado de acuerdo a la
subunidad a la que pertenecen sus productos, fue analizado usando el programa Multiple Motif
Elicitation “The MEME suite” (Bailey and Elkan, 1994). Los resultados mostraron que los mRNAs
sobre-regulados en polisomas por efecto de insulina, comparten un motivo rico en pirimidinas
embebido en sus 5'UTR, que comienza con una C (Figura 5.1) y se asemeja a la secuencia TOP
reportada para otros mRNAs eucariéticos (Meyuhas, 2000; Grolleau et al., 2002). Por otra parte,
las 5'UTRs de los sets de transcritos que disminuyeron sus niveles en polisomas, asi como los
no-regulados por efecto de insulina, no exhibieron este tipo de motivo rico en pirimidinas. En
conjunto, estos datos sugieren fuertemente que un elemento cis, compuesto por un cluster de
pirimidinas, participa en la regulacion traduccional de mRNAs de proteinas-(r) en tejidos
embrionarios de maiz estimulados con insulina. Estos nuevos resultados proporcionan un medio
para comprender el contexto del control de la regulacidn traduccional de proteinas-(r) durante

la germinacién del maiz.
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Figura 5.1. Analisis bioinformatico de las 5°"UTRs de los transcritos de proteinas-(r), usando el algoritmo MEME Suite. A) Analisis de las 5'UTRs de
los transcritos traduccionalmente sobre-regulados con insulina, cuyos productos son proteinas-(r) de la subunidad grande. El motivo rico en pirimidinas
CCTCCCTT es representado en la grafica superior. Las 5'UTRs son distribuidas en orden jerarquico, basado en la predominancia del consenso. B) Analisis
de las 5'UTRs de los transcritos traduccionalmente sobre-regulados con insulina, cuyos productos son proteinas-(r) de la subunidad pequefia. El motivo
CTCCCCT encontrado por MEME es representado en la grafica superior. -51-



X. DISCUSION

La tecnologia de microarreglos para estudios con maiz (Zea mays L.) se ha aplicado
recientemente para evaluar la expresién de genes en diferentes tejidos y estadios de desarrollo
(Lee et al., 2002; Liu et al., 2008; Zhu et al., 2009.), como por ejemplo en hojas jovenes versus
hojas adultas de plantas de cultivos rejuvenecidos (Strable et al., 2008), asi como en la
embriogénesis somatica durante el desarrollo embriogénico (Love and Carriquiry, 2009). Sin
embargo, actualmente, no existen reportes basados en la tecnologia de microarreglos, que

estudien la germinacién, un proceso critico en el desarrollo de maiz.

En el presente estudio, se realizaron experimentos dirigidos al andlisis de los mRNAs de
proteinas-(r), debido al papel relevante que tienen en los tejidos en crecimiento rapido (como
es el caso de ejes embrionarios de maiz durante la germinacién). Reportes previos han indicado
gue todos los componentes necesarios para la reanudacién de la sintesis de proteinas estan ya
presentes desde la quiescencia dentro de las células de embriones de maiz maduros y secos;
estos componentes son los ribosomas, aunque los polisomas estdn ausentes (Bewley, 1997;
Beltran-Pefia et al., 1995). Sin embargo, a pocos minutos de la rehidratacion, se observa una
disminucién en el numero de ribosomas libres, a medida que estos son reclutados en complejos
polisdmicos traduccionalmente activos (Bewley, 1997). Por lo tanto, la sintesis de proteinas
durante la germinacion inicial temprana, depende de los ribosomas pre-existentes y de los
mMRNAs de proteinas-(r) almacenados (Beltran-Pena et al., 1995). Mas tarde, los mRNAs de

proteinas-(r) almacenados se sustituyen por mensajes de nueva sintesis, y es cuando la sintesis
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de proteinas se vuelve mas dependiente de los mRNAs recién transcritos (Holdsworth et al.,
2008). En este contexto, resultados previos a esta investigacién obtenidos en nuestro
laboratorio por Jiménez-Lépez en 2009, indican que no hay cambios significativos en la
concentracion total de transcritos de proteinas-(r) entre 0 y 24 h de germinacion. Por lo tanto,
basados en estas observaciones que sugieren que en esta etapa fisioldgica, el incremento
progresivo de proteinas-(r) sintetizadas de novo, no esta regulado a nivel transcripcional, los
resultados aqui obtenidos indican que se trata de un mecanismo de control de la traduccién, a
través del cual se regula la sintesis de proteinas-(r) (Figura 3.3). Para la mayoria de los
eucariotas, una via de transduccién de sefiales conocida como la via PI3K-TOR, que se activa por
la insulina o péptidos similares a la insulina (IGFs), es la responsable de regular el crecimiento y
la sintesis de proteinas-(r) a nivel de su traduccién (Hay y Sonenberg, 2004; Holdsworth et al.,
2008). La evidencia experimental sugiere la conservacion de la via PI3-TOR en el maiz
(Agredano-Moreno et al., 2007; Dinkova et al., 2007), gobernada durante la germinacién por el
incremento progresivo del factor similar a insulina ZmIGF (Rodriguez-Ldépez et al., 2011) y la cual
es sensible a los estimulos de la insulina (Garcia-Flores et al., 2001; Dinkova et al., 2007). De tal
manera que existe un marco basico para la interpretacién de los datos del analisis por
microarreglos en la presente investigacion. Por lo tanto, los resultados aqui presentados indican
gue durante el proceso de germinacién, ya sea en condiciones normales, donde el ZmIGF
incrementa progresivamente su concentracion, o bien estimulando con insulina, la expresidn
génica de los transcritos de proteinas-(r) se regula a nivel traduccional (Figuras 3.3 y 3.4), al
mismo tiempo que estimula al eje de maiz para crecer (Garcia-Flores et al., 2001). Es interesante

tener en cuenta que la mayoria de las proteinas-(r), necesarias en los ribosomas para mantener
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la sintesis de proteinas, pertenecen a la subunidad ribosomal pequefia (Dresios et al., 2006),
mientras que otras funciones de regulacion se han encontrado en varias proteinas-(r) de la
subunidad grande (Chaudhuri et al.,, 2007). De acuerdo con esta informacién, nuestros
resultados indican que en el conjunto de mRNAs de proteinas-(r) que estan fuertemente
regulados a través del mecanismo de regulacién traduccional mediado por la via PI3K-TOR,
predominan los transcritos de proteinas-(r) de la subunidad pequefia sobre los de la subunidad
grande (Figura 3.4). Es interesante observar que los niveles polisomales de algunos transcritos
de proteinas-(r) de ambas subunidades son significativamente disminuidos por el estimulo de
insulina (Figuras 3.3 [B] y 3.4). En este caso, estos datos podrian interpretarse como un indicio
de cambios en la composicidn del ribosoma que se produce durante este periodo de desarrollo

de rapido crecimiento.

Para la mayoria de los eucariotas, se ha encontrado la presencia de un motivo compuesto por
un motivo de pirimidinas (TOP) en la regiéon 5'UTR de los mRNAs que codifican proteinas-(r) y
factores de traduccién (ladevaia et al., 2008). Por lo que se ha propuesto que esta sefial actla
como un sitio blanco para el reclutamiento selectivo de mRNAs especificos a polisomas para su
traduccion (Patursky-Polischuk et al., 2009). En la actualidad, las secuencias de TOP en mRNAs
de plantas no han sido estudiadas, aunque se ha sugerido que estan presentes en Arabidopsis
(Tzeng et al., 2009). En la presente investigacién, hemos identificado la presencia de una
secuencia TOP-like de 5 a 11 residuos de oligopirimidinas, comenzando con una C, embebida en
la region 5'-UTR de los mRNAs de proteinas-(r) de maiz que son movilizados a polisomas
después de la estimulacidn con insulina (Figura 5.1). Sin embargo, este tipo de motivos estuvo

ausente en mRNAs de proteinas-(r) que redujeron o no afectaron sus niveles por efecto de
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insulina (datos no presentados). Estos datos nos permiten proponer que esta secuencia podria
ser equivalente al TOP que se ha reportado en otros eucariotas (Meyuhas, 2000) y que,
recientemente, se ha confirmado en humanos (Yamashita et al., 2008). Mas apoyo para esta
propuesta viene de la constataciéon de que esta secuencia similar a TOP también se encuentra
en los mMRNAs de proteinas-(r) de otros cereales, como el sorgo (datos no mostrados) y el arroz
(Figura suplementaria 2), lo que sugeriria un mecanismo comun altamente conservado para la

regulacioén de la traduccion de estos mRNAs en estos cereales.

En relacidn a datos encontrados en la literatura, se ha confirmado la presencia de motivos
5°TOP en algunas proteinas-(r), asi como en factores de incio y elongacidn de la traduccion y han
sido descritas como traduccionalmente reguladas por la via PI3K-TOR (Jefferies et al., 1997;
Grolleau et al., 2002; ladevaia et al., 2008). De hecho, en nuestro estudio un gran numero de
proteinas-(r) (Figuras 3.3 [B] y 3.4) y factores de inicio de la traduccién como el elF4E y el elF4A
(datos no mostrados) son sobre-regulados a nivel traduccional en presencia de insulina.
Sorprendentemente, no solo este grupo es regulado a nivel traduccional por efecto de insulina
en maiz, ya que hemos descubierto un gran nimero de genes adicionales. En este contexto,
ademas del control traduccional ejercido por insulina sobre genes relacionados a la maquinara
traduccional, este efector también es capaz de reclutar selectivamente a polisomas transcritos
de proteinas que tienen funciones relacionadas con el ciclo celular. Por ejemplo los transcritos
que codifican CDCS5, diversas isoformas de la proteina CDKA, PCNA1, PCNA2, RNA pol I, RNA pol
[, una ciclina tipo D (D2) y E2F fueron reclutados selectivamente a polisomas en presencia de
insulina (datos no mostrados). En general, se observd un reclutamiento a polisomas

concomitante de transcritos que promueven el crecimiento y la proliferacién celular. Estos
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genes incluyen particularmente a la ciclina D2, la cinasa CDC5 y PCNA, reguladores importantes
de la transicion G1/S. Interesantemente 22 transcritos analizados de los 34 relacionados con el
ciclo celular que fueron reclutados selectivamente en presencia de insulina contienen un motivo

similar a 5°-TOP en sus 5'UTRs (Figura suplementaria 3).

En general, los datos aqui presentados demuestran que la expresion de proteinas-(r) de maiz se
regula traduccionalmente durante la germinacidon, proceso que probablemente ocurre a través
de la via PI3K-TOR. Este mecanismo parece ser una caracteristica funcional general en todos los
eucariotas, incluidas las plantas, y al parecer no es exclusivo para transcritos relacionados con la

magquinaria traduccional.
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XI. CONCLUSIONES GENERALES

La regulacion de la biosintesis de las proteinas ribosomales durante la germinacion de maiz, un
periodo de crecimiento rdpido y relevante en el desarrollo de esta planta, ocurre principalmente
a nivel traduccional, a través de la accidon del factor de crecimiento ZmIGF sobre una via similar a
la descrita en eucariontes no-fotosintéticos, que podria tener como blanco las secuencias

5'TOP-like presentes en las 5’"UTR de los mRNAs que las codifican.

Por otro lado es probable que algunos transcritos que codifican proteinas asociadas con el
control positivo del ciclo celular, estén siendo reclutados selectivamente a polisomas a través de

un mecanismo similar al descrito via motivos 5’ -TOP.

Lo anterior sugiere una interconexidn entre la presencia de estimulos de crecimiento externos,
como la insulina o el ZmIGF, con la biogénesis de ribosomas y, probablemente, con la
promocién de la transicion G1/S en el ciclo celular, que ocurre a través del control traduccional
selectivo de genes involucrados en estos procesos cuyas regiones 5'UTR presentan motivos

similares a los 5"TOPs.
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XII. TABLASY FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Tabla suplementaria 1. Detalles de los primers usados para el qRT-PCR

. . . . Tamaio
Secuencia del primer s Secuencia del primer s,
Gen forward Posicion en reverse Posicion en del
\ \ cDNA (Exon) \ \ cDNA (Exon)  producto
[5'— 3] [5'— 3]
(bp)
UBC AGGAGTTTGTCATGGCGTCTA ler, 2do GTAATCTGGCGGGAAATGAA 3er 191
RPPO CTGTCACTGGCGATCTCGTA 3er TGGGTCCTTGAGGTACTCCT 3er,4to 144
RPSA CATCAGCCAATCAAGGAGTCT 2do, 3er TCAACCATGACTTCCCACTT 3er,4to 209
RPL28 ACCAAGACCAAGAAGCAGAAC 2do CAACCTGGTTTTTCACAGCC 2do, 3er 100
RPS19  TCAGGGCTGCATCTGTAGCAA 2do, 3er TCCACCCTTGGGATCGACAT 3er,4to 197

Los 5 pares de oligos, incluyendo el gen de referencia, mostraron especificidad, eficiencia y

viabilidad adecuadas de acuerdo a los parametros establecidos en la gPCR Technical Guide

(Sigma™), en los manuales del ABI Prism® 7900HT Sequence Detection System (Applied

Biosystems) y en Bustin et al., 2009 (MIQE-Guidelines for qPCR and gRT-PCR). En la figura

suplementaria 1 se presentan las graficas térmicas de alineamiento y los valores de eficiencia

obtenidos. Las graficas térmicas de alineamiento (d(Fluorescencia) vs temperatura) habrian de

mostrar, exclusivamente, un Unico pico que refleja la especificidad particular del fragmento de

interés en los ciclos de amplificacion. De acuerdo al tratamiento matematico de las curvas de

eficiencia (Cq vs Log2[concentracidn]), la eficiencia ideal es E=2 (100%), sin embargo eficiencias

desde E=1.5 son vélidas de acuerdo a Bustin et al., 2009.
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Figura suplementaria 1. Curvas térmicas de alineamiento y eficiencias, obtenidas de la amplificacion de los genes
candidatos mediante reacciones de qRT-PCR (dos pasos, RT-PCR + qPCR), con diluciones seriales de cDNA de 24
h-EEMs. Todos los pares de oligos presentan eficiencias mayores a E=1.5 y un Unico pico en las curvas térmicas de
alineamiento. En la parte inferior del panel se presenta un ejemplo de la grafica de la curva de eficiencia para el par
de oligos con los que se amplificd el gen de referencia UBC. Las eficiencias de reaccion (E = 2('1/5'°pe)), fueron
derivadas de los datos de calibracién obtenidos de las gRT-PCRs realizadas con cDNA serialmente diluido: 400, 200,
100, 50, 25 ng y agua libre de RNAsas, en 20 pL de volumen de reaccién.
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Figura suplementaria 2. Analisis bioinformatico de las 5’"UTRs de los transcritos de proteinas-(r) de arroz, usando
el algoritmo MEME Suite. A) Anadlisis de las 5'UTRs de los transcritos traduccionalmente sobre-regulados con
insulina, cuyos productos son proteinas-(r). El motivo rico en pirimidinas CTCCTCTTCCCCTCCT es representado en la
parte derecha de la grafica. Al igual que en maiz, solo este set de 5"UTRs mostré significativamente un motivo rico

en pirimidinas.
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ciclo celular, usando el algoritmo MEME Suite. A) Analisis de las 5°'UTRs de los transcritos traduccionalmente
sobre-regulados con insulina, cuyos productos son proteinas asociadas con el control del ciclo celular. EI motivo
rico en pirimidinas es representado en la parte derecha de la gréfica. Al igual que para el caso del grupo de
transcritos de proteinas-(r), solo este set de 5°UTRs mostrd significativamente un motivo rico en pirimidinas
respecto a los 36 que no fueron sobre- regulados.
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