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2. Resumen

El proceso de crecimiento y desarrollo de las plantas, y de cualquier organismo
eucarionte, conlleva una estricta regulacion transcripcional y traduccional para
controlar la expresion de genes especificos en respuesta a sefiales externas. Estos
procesos dependen de funciones celulares bésicas que estdn altamente
conservadas entre los eucariontes, como la ruta de sefalizacion mediada por la

proteina Target of Rapamycin (TOR, inhibido por la rapamicina).

TOR es una cinasa ubicada como regulador central de varias cascadas de
sefalizacion del metabolismo celular, y tiene un papel relevante en diversos
procesos dentro del crecimiento, desarrollo y percepcion de sefiales ambientales en

organismos multicelulares.

En plantas la via TOR ha sido principalmente explorada en Arabidopsis thaliana y
no se ha esclarecido el rol de todos sus componentes. En el caso de maiz, no se
han explorado los niveles de expresion de la mayoria de los elementos de la via,
siendo que su rol primordial en etapas tempranas de crecimiento de la plantula ha
sido reportado. Este proyecto abordd el analisis in silico de diferentes genes
codificantes e integrantes de la sefializacion por TOR en maiz, y su expresion
durante la germinacién (maiz Chalquefio) e induccion de callos embriogénicos (maiz
Tuxpefo). El sistema de induccién de callos embriogénicos de maiz en respuesta a
elevadas concentraciones de la auxina sintética 2,4-Diclorofenoxi acético (2,4-D),
se utilizé para evaluar posibles cambios en la acumulacién de transcritos en

respuesta a estimulos externos.

Los componentes de la ruta TOR se buscaron en el genoma de maiz disponible en
Phytozome, seleccionando las secuencias con mayor homologia a las reportadas
para Arabidopsis thaliana y con rol establecido para la via en plantas o animales.
Los resultados indicaron que la abundancia de transcritos PDK1, ROP2, ROP4,
TOR y S6K se incrementan durante la germinacién, PTEN, RAPTOR y LST8
mantienen niveles constantes y VPS34 disminuye. La mayor parte de estos
transcritos disminuye su abundancia en callos inducidos respecto a embriones

inmaduros de 15y 23 dias.
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3. Introduccion

Las plantas son organismos seésiles que presentan complejos mecanismos de
respuesta a sefiales externas, de desarrollo y retos ambientales. Los mecanismos
de sefalizacion en respuesta a nutrientes y energia constituyen las vias
fundamentales por las que se regulan procesos tales como el crecimiento y
desarrollo de cualquier organismo, esto a través de una estricta regulacion

transcripcional y traduccional.

Estas vias de sefalizacién dependen de funciones celulares basicas que estan
altamente conservadas entre los eucariontes, se cree que cada organismo ha
utilizado estas similitudes durante su proceso de evolucion y las han adaptado a sus
necesidades especificas, como lo han hecho las plantas. Un elemento que se ha
demostrado que comparten entre si la mayor parte de los organismos eucariontes
y que tiene una gran importancia en el desarrollo de estos organismos
multicelulares, es la presencia de una cinasa denominada TOR (Target of
Rapamycin) que define una via de sefalizacion intracelular. Esta ruta, denominada
TOR, ha sido ampliamente estudiada en la planta modelo Arabidopsis thaliana, pero

Se conoce poco en otras especies que son de interés agricola, como el maiz.

3.1Sefializacion por Target of Rapamycin (TOR)

TOR pertenece a la familia de cinasas PI3K (fosfatidilinositol 3-cinasa), que
fosforilan residuos de Serina/Treonina en proteinas blanco especificas. Su
estructura proteica presenta dominios conservados en organismos eucariontes
incluyendo animales, levaduras y plantas (Figura 1). En el extremo N-terminal la
proteina presenta repeticiones en tdndem de aproximadamente 40 aminoacidos
llamados HEAT (Huntington, elongation factor 3, la subunidad de PP2A y TOR1)
cuya funcion es mediar las interacciones proteina-proteina y las asociaciones con
membrana. El dominio FAT (FRAP-ATM-TTRAP), de aproximadamente 500
aminoacidos, junto con el dominio FATC en el extremo C-terminal modula la
actividad del dominio cinasa. Este ultimo se encuentra flanqueado por el dominio
FRB (FKBP-rapamycin-binding) y FATC. (Rexin et al., 2015; Romero Aguilar, 2018;
Shi et al., 2018).
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Figura 1. Conservacion de los dominios principales de TOR en diferentes organismos
eucariontes. Modificado de Rexin et al., 2015.

El nombre de TOR, por el acrénimo en inglés (Target Of Rapamicyin), hace
referencia al antibiético rapamicina, proveniente de Streptomyces hygroscopicus el
cual dio paso al descubrimiento de esta cinasa cuando se realizaban pruebas en

levaduras para identificar mutantes resistentes al compuesto (Dobrenel et al., 2016).

El uso de la Rapamicina como inhibidor de TOR permitio aclarar varios aspectos de
la funcién de esta cinasa en levaduras y mamiferos, asi como dilucidar la accién de
los diferentes complejos que forma. Entre algunos de estos descubrimientos se
encuentra la presencia de dos complejos proteicos, TORC1y TORC2, presentes en
levadura y mamiferos, de los cuales sélo TORC1 es sensible a Rapamicina. La
diferencia estructural de estos complejos, radica en la presencia de una proteina
reguladora llamada RAPTOR (regulatory-associated protein of mTOR) en el
complejo TORC1, mientras que en TORC2 se identificé otra proteina denominada
RICTOR (rapamycin-insensitive companion of mTOR) (Loewith etal.,, 2002;
Waullschleger et al., 2006). Cada uno de estos complejos responde a estimulos
diferentes por lo que, a su vez, cumplen funciones distintas en los organismos, estas

diferencias son explicadas mas adelante, en la seccion 3.1.2.

En general, TOR integra sefiales de nutrientes, energia, hormonas, factores de
crecimiento y condiciones ambientales para controlar la proliferacion, el crecimiento
y el metabolismo en diversos organismos multicelulares. Se ubica como regulador
central en varias cascadas de sefializacion del metabolismo celular, también modula
funciones como autofagia, sintesis de proteinas, ciclo celular, respuesta a estres,
entre otras. Dado que cada organismo tiene sus respuestas propias a distintos
estimulos endogenos y exdgenos, las funciones de TOR también se han

especializado y diferenciado (Shi etal.,, 2018). Por ejemplo, en animales la
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sefalizacion por TOR esta involucrada en la biogénesis de lisosomas y ensamblaje
del proteasoma, mientras que en plantas participa en la formacion de pared celular
y metabolismo secundario. Entre las funciones conservadas en todos los
organismos se encuentra la regulacion de crecimiento y proliferacion durante el
desarrollo (Figura 2). En plantas, TOR es requerido para el crecimiento de raiz y
hojas, en la activacion de meristemos, floracién, asimilacion de nitrégeno, entre

varias otras actividades(Shi et al., 2018).

Procesos celulares conservados

{ Metabolismo de glucosa,
nucleétidos, lipidosy

aminodcidos S P
. s Asimilacion de nitrogenoy
Biogénesis lisosomaly Ciclo celular azufre
i i Autofagia S <
m|tocondr|a| Transcrgi On Biosintesis de pared celular
Ensamblaje de proteosoma e ducci':’) i Metabolismo secundario

Animales Plantas

Activacion de meristemos

Oncogénesis 2R = A
Crecimiento deraiz y hoja

Desarrollo neuronal Embriogénesis 5 i = i
Sistema inmune Proliferaciony crecimiento  E on'?.adcnc‘;n ﬂe pearaciciiiar
adaptativo Senescencia/envejecimiento " ertilidady floracion

Respuestaa estrés

| J

Procesos de desarrollo
conservados

Clave

s?:‘%)f LST8

.. RAPTOR

Figura 2. Procesos regulados por la via TOR que se encuentran conservados. Aquellos
procesos conservados entre plantas y animales se encuentran en el centro de la imagen, también
se sefialan aquellos procesos especializados so6lo en plantas o animales. Modificado de Shi et al.,
2018.
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En mamiferos, se han caracterizado con detalle diversos componentes que forman
parte de las rutas de sefializacion en las que TOR esta involucrado. Debido a las
funciones esenciales de TOR para el metabolismo, en los udltimos afios ha
aumentado el interés por establecer la conservacion o no de estos componentes en

otros organismos eucariontes incluyendo las plantas.

El avance que se ha hecho en cuanto al conocimiento de esta via especificamente
en plantas aun es limitado, queda pobremente explorada la sefializacion y
mecanismos en los que TOR participa, especificamente aquellos componentes de
la via que, homologando con la via en mamiferos, ayudan al crecimiento y desarrollo
del organismo. A continuacidén, se hara una descripcion y comparacion de los
componentes en mamiferos respecto a los que se han descrito en plantas y que

tienen esta funcion en crecimiento y desarrollo.

3.1.1 Regulacion rio arriba de TOR
Los organismos multicelulares tienen diferentes mecanismos para regular la
respuesta a estimulos externos tales como factores de crecimiento (como el factor
tipo insulina, IGF), aminoacidos, hormonas, etc. Ante la presencia de algun
estimulo, se activan vias de sefalizacion dentro de las células para coordinar

actividades como el crecimiento, la proliferacién y la diferenciacion, entre otros.

Si consideramos a TOR como el componente central dentro de estas vias, podemos
encontrar distintos elementos que sensan las sefiales ambientales y las integran
para generar una respuesta que es transducida hacia TOR regulando asi su

actividad, estos elementos son considerados como reguladores rio arriba

A su vez, TOR actia como regulador sobre otras proteinas que se encuentran “rio
debajo” de él, estas proteinas sensan la sefializacion de TOR para asi estimular

distintos procesos bioldgicos.

En la Figura 3, se resume la identificacion de componentes rio arriba de TOR
(reguladores de TORC) como PI3K, VPS34, PTEN, PDK, entre otros; también a los
interactores en complejos TOR (componentes de TORC) y proteinas que dependen

14



de la actividad de los complejos TOR (blancos de TORC) en humano, S. cerevisiae
y S. pombe, el alga C. reinhardtii (evolutivamente cercana a plantas) y la planta
modelo A. thaliana. Se puede observar la ausencia de RICTOR, quien forma parte
de TORC2, tanto en el alga como en la planta, por lo que se considera que sélo
TORCL1 funciona en las plantas. También llama la atencion la ausencia de una
cinasa PI3K de clase 1, TSC1 (harmatina), TSC2 (tuberina) y Rheb en levaduras,
algas y plantas, siendo estos reguladores clave en la actividad de TOR en
mamiferos. Tampoco se ha demostrado, hasta el momento, la presencia de las
proteinas candnicas 4E-BP (4E binding protein) en levaduras y plantas, siendo que

éstas se han descrito como blancos importantes de TOR en mamiferos.

D
& §°® g-& . \c,o(’
g & & .&F
& Qo & &\ o
WG ¥
Reguladores de TORC
PI3K I= | JoJeJoJo)
VPS34 o00O0OQ
PTEN 00000
PDK 00000
PLD 00000
a L X JoJele)
2 @@000
| X _JoJoJe)
Componentes de TORC
TOR 00000
RAPTOR 00000
LsT8 00000
weor @@ @O0
SIN1 0000
Blancos de TORC
S6K 0000
4E-BP | JoXoleole)
Mei2-like 2 : 2 :: @ Presencia
ATG )
PP2A 00000 O Ausencia

Figura 3. Componentes identificados de la via TOR. Representaciébn esquematica de los
componentes identificados de la via TOR en Homo sapiens, Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomyces cerevisiae, Chlamydomonas reinhardtii y Arabidopsis thaliana. Modificado de Rexin
etal., 2015.
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La via PISK-AKT es una de las mejor descritas en animales (Figura 4). Las cinasas
de la familia PI3K son enzimas claves en la respuesta a la presencia de factores de
crecimiento, estos factores activan receptores en la superficie de las células que a
Su vez activan a estas cinasas lipidicas (Ruggero & Sonenberg, 2005). Se han
identificado tres clases diferentes que pueden distinguirse entre si, por la

organizacion de sus subunidades y su especificidad a sustratos.

La clase | de PI3Ks est4 compuesta de una subunidad regulatoria y una unidad
catalitica, es esta clase la que se encuentra presente en mamiferos y regula
diversos fendmenos celulares tales como el crecimiento, progresion del ciclo celular,
sintesis de DNA y el reacomodo de actina, entre otros. Esta clase utiliza como
sustrato a PtdIns(4,5)P2 para generar a los fosfolipidos: fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PtdIins(3,4,5)P3) y PtdIns(3,4)P2 en la membrana plasmética de las

células.

Factores de Creumlento @

Traduccion global Traduccion de mRNAs especificos

|

I Crecimiento, Proliferaciony supervivencia celular

Figura 4. La via PI3K/Akt/mTOR en mamiferos. Los factores de crecimiento, una vez reconocidos
por su receptor, activan a PI3K y Akt, quien directamente fosforila a mTOR e inhibe a los complejos
TSC1/2, propiciando la activacion de la via. Rio abajo, esto resulta en estimulacion de la sintesis de
proteinas global mediante una mayor transcripcién de rRNA y biogénesis de ribosomas, asi como la
traduccion de mRNAs especificos mediante la fosforilacion de la cinasa S6K y de 4E-BP. Estos
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mRNAs corresponden a proteinas involucradas en el crecimiento, proliferacién y supervivencia
celular. Modificado de Ruggero y Sonenberg, 2005.

La clase Il s6lo usa como sustratos a los fosfatidilinositol y fosfatidilinositol-4-fosfato.
Se sugiere que tienen un rol en la supresion de la muerte celular por apoptosis, en

exocitosis, organizacion del citoesqueleto, entre otros.

La clase Il sélo utiliza como sustrato a los fosfatidilinositol, produciendo asi
Ptdins3P. La primer PI3K de esta clase fue descubierta en Saccharomyces
cerevisiae y se le denominé VPS34 (vacuolar protein sorting 34), debido a su funcion
en la regulacion del trafico vesicular en el sistema lisosomal donde se encarga de
reclutar proteinas que contienen dominios de union a PtdIns3. Entre otras de sus
funciones se encuentra la autofagia que, en conjunto con otra cinasa de clase Il
(VPS15), es activada en respuesta a deficiencia de nutrientes. También se ha
demostrado que esta cinasa juega un rol en la activacion directa de mTORCL1 en
respuesta a la disponibilidad de aminoacidos y glucosa (Backer, 2008; Byfield et al.,
2005; Lee et al., 2009).

En mamiferos, la actividad de PI3K y la presencia de PtdIns(3,4,5)Ps desencadenan
una serie de sefializaciones que resultan en el reclutamiento de diversas proteinas
a la membrana plasmatica, esta actividad es contrarrestada por PTEN (phosphatase
and tensin homolog deleted on chromosome 10), una fosfatasa que convierte al
PtdIns(3,4,5)Ps de nuevo en PtdIins(4,5)P2 actuando asi como un regulador negativo

de la via.

Entre las proteinas que son reclutadas por la actividad de PI3K se encuentran PDK1
(3-phosphoinositide-dependent kinase 1) y AKT/PKB (protein kinase B), la actividad
cinasa de PDK1 contribuye a la activacion de AKT quien necesita ser fosforilada en

dos sitios especificos, en el residuo Thr308 y Ser473. (Wullschleger et al., 2006)

PDK1 fosforila a AKT en el residuo Thr308, mientras que la cinasa encargada de la
fosforilacion de Ser473 es mTORC2, estas fosforilaciones son esenciales para la
activacion completa de AKT y su subsecuente efecto en mTORCL1 (Sarbassov et al.,
2005).
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El rol de AKT en la sefializacion hacia mTORC1 se debe a su papel como inhibidor
del complejo de esclerosis tuberosa (TSC, tuberous sclerosis complex), compuesto
por TSC1ly TSC2, al fosforilar a TSC2 en cinco residuos (S939, S981, S1130, S1132
y T1462). TSC1y TSC2 actian como un heterodimero que regula negativamente a
MTOR mediante la inhibicion de la actividad GAP (proteina activadora de GTPasas)

de TSC2 necesaria para la GTPasa pequefia Rheb.

Al ser parte de la familia de GTPasas Ras, Rheb necesita de la hidrélisis de un
fosfato en la molécula de guanosin trifosfato (GTP), produciendo guanosin difosfato
(GDP), para estimular la actividad de mTORCL1 al unirse directamente en su dominio
cinasa. Se ha propuesto que una manera en la que TSC regula a Rheb es a través
del secuestro de Rheb-GDP para evitar su cambio a Rheb-GTP, este proceso se da
principalmente cuando hay una deficiencia de factores de crecimiento o nutrientes.
También se ha planteado que Rheb pueda activar de manera indirecta a mTORC1
mediante la estimulacion de la fosfolipasa D1 (PLD1), quien cataliza la hidrolisis de
fosfatidilcolina a &cido fosfatidico (PA), este Ultimo podria activar alostéricamente a
MTORCL1 al interactuar directamente con su dominio FRB. (Dibble & Cantley, 2015)
Incluso se ha visto que la actividad de VPS34 dependiente de aminoacidos pueda
ocurrir a través de la produccion de PA mediada también por PLD (Yoon et al.,
2011).

Las plantas, caracterizadas por estudios en el modelo Arabidopsis thaliana, al
parecer carecen de varios de los componentes reguladores de TORC presentes en
mamiferos, tales como PI3K de clase 1, AKT, el complejo TSC y Rheb. Con lo que
se sabe hasta el momento con relacién a la conservacion de esta via en plantas se
han propuesto varias hipotesis ejemplificadas a través de la Figura 5. Para esta ruta
hipotética, se plantean como reguladores de TOR a VPS34, PTEN y PDK1 debido
a su conservacion y presencia en plantas. El uUnico regulador rio arriba ya
establecido para TOR en plantas serian las GTPasas ROP. El complejo TOR y sus
componentes rio debajo como S6K y rpS6, se mantienen conservados respecto a

la via en mamiferos.
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Figura 5. Via de sefalizacidon hipotética de TOR en plantas. Las lineas punteadas indican
interacciones hipotéticas con VPS34, PTEN y PDK1 debido a su conservacién y presencia en
plantas.Para el resto de los componentes ya se ha establecido su presencia y funcién para esta via
en plantas. Se confirmo el rol de las GTPasas ROP sobre la activacion de TOR en plantas y su
subsecuente efecto sobre el reinicio de la traduccién a través de S6K y elF3h, asi como el efecto
directo en traduccion a través de rpS6.(Dinkova et al., 2007; Schepetilnikov & Ryabova, 2018)

La regulacién de TOR en plantas hasta el momento no es clara debido a la ausencia
de reguladores directos de la cinasa que si estan presentes en otros organismos,
pero estas discrepancias podrian deberse a las diferencias evolutivas entre
organismos, dado que las plantas presentan modos distintos de adquisicién de
nutrientes y responden de manera considerablemente diferente a estimulos

externos por tratarse de organismos sésiles.

Varios analisis para poder comprobar la regulacion de TOR estan aun pendientes,
entre ellos se encuentra el comprobar si VPS34 juega un papel regulador en
respuesta a aminoacidos, asi como ha sido descrito en cultivos celulares humanos
y levaduras, ya sea a través de la accion de alguna otra cinasa como PDK1 o a
través de la produccion de PA mediada por PLD ya que este Ultimo se encuentra
presente en 12 isoformas en Arabidopsis. Al hacer un analisis funcional de una de

estas isoformas, PLDa3, se demostro que bajo condiciones de estrés hiperosmético
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aumentaba la actividad de esta proteina y los niveles de transcrito de TOR también

incrementaban (Hong et al., 2008).

En cuanto a la cinasa PDK1 se ha demostrado que contribuye a la activacion
completa de la cinasa ribosomal S6 (S6K), quien es también blanco directo de TOR.
(Rexin et al., 2015) El perfil de la actividad de PDK1 en Arabidopsis demuestra que
es activada por un mayor rango de sustratos comparado con el de los animales,
ademas de mostrar activacion bajo la presencia de PA en vez de PtdIins(3,4,5)P30
PtdIins3P. (Anthony et al., 2004)

PTEN se encuentra expresado a través de 3 isoformas en Arabidopsis, AtPTEN1,
AtPTEN2a y AtPTEN2b. AtPTEN1 exhibe una actividad fosfatasa in vitro
comparable con la de mamiferos, aunque a su vez presenta afinidad por Ptdins3P
y demuestra ser esencial en el desarrollo de polen. Las otras dos isoformas tienen
una mayor expresion en diversos tejidos y su rango de sustratos es mayor, desde
PtdIns3P, PtdIns(3,4)P2, PtdIns(3,5)P2, pero no a Ptdins(3,4,5)P3(Rexin et al., 2015).

Dentro de los estimulos que se han confirmado que activan la via de TOR en plantas
se encuentra la fitohormona auxina a través de la activacion de una pequefia
GTPasa denominada ROP2 (Rho-like small GTPase 2). De hecho, debido a la
ausencia de un ortélogo de Rheb, la familia de GTPasas ROP/RACS es la Unica
candidata como regulador especifico de TORC1 en plantas. ROP2 de Arabidopsis
interactla directamente tanto in vivo como in vitro con TOR en respuesta a la
presencia de auxinas, independientemente de su union a GTP, pero sélo activa a la

cinasa cuando se encuentra unida a GTP.

Las auxinas son reconocidas por el receptor TIR1 (Transport Inhibitor Response 1)
y la sefial es transmitida al citosol donde ROP2 se une directamente a TOR a través
de su motivo C-terminal rico en lisinas, el cual es similar a Racl en mamiferos.
ROP2-GTP activo recluta al complejo de TOR en la membrana de endosomas
donde se comprob6 que activa a mecanismos que controlan el reinicio de la
traduccion en plantas, especificamente en mMRNAs que contienen un marco de

lectura abierto rio arriba (UORF). (Figura 6) Los uORFs son regiones que codifican

20



para proteinas pequehas localizadas en el extremo 5 de varios mRNAs en
eucariontes, generalmente actian como supresores del inicio de la traduccion del
ORF principal, pero son regulados en respuesta a sefiales especificas o estimulos

externos. (Schepetilnikov et al., 2017; Schepetilnikov & Ryabova, 2018)
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Figura 6. Mecanismo de activacion del reinicio de la traduccion de mRNAS con uORF através
de TOR. TOR fosforilado se une a polisomas para mantener un estatus de alta fosforilacién en S6K1
y, a su vez, en elF3h quien promueve el evento de reiniciacion. Modificado de Schepetilnikov &
Ryabova, 2018.

3.1.2 Complejo TOR
Previamente se menciond que TOR forma dos complejos diferentes en mamiferos,
MTORC1 y mTORC2. El complejo mTORC1 se encuentra conformado por una
proteina llamada RAPTOR que se cree funge como regulador de la actividad cinasa
y la especificidad por sustratos de TOR en este complejo. En mTORC2, por otro
lado, se encuentra en su lugar RICTOR quien le proporciona a este complejo
insensibilidad hacia el efecto inhibitorio de la Rapamicina (Rexin et al., 2015). Las
mutantes de estos dos componentes presentan fenotipos diferentes, la mutante nula
de RAPTOR provoca la reduccion del tamafio celular (Bjornsti & Houghton, 2004),
mientras que de RICTOR provoca la pérdida de polimerizacion de actina y

propagacion celular (Wullschleger et al., 2006).
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Un elemento que comparten estos dos complejos es la presencia de la proteina
mLST8 (mammalian Lethal with Secl3 protein 8), esta proteina se asocia
directamente con el dominio cinasa de TOR e interviene en su actividad, tanto asi
que se comprobo que la sobreexpresion de esta proteina estimula la actividad de la
cinasa (Kim et al., 2003).

MTORC1 responde a varios estimulos tales como aminoécidos, glucosa, insulina y
factores de crecimiento, los cuales determinan diversas funciones en el organismo,
tales como sintesis de proteinas, metabolismo, biogénesis de ribosomas, autofagia
y regulacion de la transcripcidon. Mientras que mTORC2 controla la organizacion de
la actina lo que conlleva a la regulacion de la forma de la célula a través del
citoesqueleto, también estd involucrada en glucdlisis, gluconeogénesis Yy
lipogénesis via la fosforilacion de AKT (Wullschleger et al., 2006; Xiong & Sheen,
2014).

Con el descubrimiento del ort6logo de TOR en Arabidopsis, y su relacion con el
crecimiento de la planta, se afianzo el estudio de esta via. Las mutantes nulas de
TOR en Arabidopsis han demostrado ser letales durante la embriogénesis y la
inactivacion de TOR afecta el crecimiento de la planta, de hecho, la expresién de
esta cinasa ocurre a lo largo de todos los tejidos en Arabidopsis, particularmente en
raices primarias y laterales, meristemo apical y floral (Menand et al., 2002).

En la actualidad sabemos que en plantas TOR actua a través de un s6lo complejo,
el cual esta4 conformado por los ortélogos de RAPTOR y LST8, ya que no se han
encontrado ortélogos para RICTOR. Tanto para RAPTOR como para LST8 fue
posible localizar dos genes codificantes para las proteinas en Arabidopsis
(RAPTOR1/RAPTOR2 y LST8-1/LST8-2), mientras que para TOR sélo se encontr
un gen. Al contrario de mamiferos, mutantes nulas de LST8 o de RAPTOR en
plantas no son letales, aunque resultan en defectos en el desarrollo (Schepetilnikov
& Ryabova, 2018; Shi et al., 2018).

RAPTOR-1 se une al dominio HEAT de TOR y LST8-1 al dominio FRB tanto en

Arabidopsis como en el alga verde Chlamydomonas reinhardtii, lo que sugiere que
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ambas cumplen funciones similares a las descritas en los ortélogos de mamiferos.
Ademas, las funciones de este complejo en plantas son similares a las
correspondientes al complejo mTORC1 en mamiferos, donde sefales de
disponibilidad de nutrientes y de crecimiento son percibidas a través de la activacion
de TOR y resultan en incrementos de la biogénesis de ribosomas y regulacion de la

traduccion de mRNAs especificos (Deprost et al., 2007).

De manera similar a lo observado en animales, TOR funge como regulador del
metabolismo en plantas. En Arabidopsis fue posible visualizar esta actividad
mediante perfiles metabdlicos y transcripcionales en donde la inhibicion quimica de
TOR o mutaciones en LST8 llevan a la acumulacion de almidén, acido tricarboxilico
gue es un intermediario de los triacilgliceroles, y cambios asociados en los perfiles
de expresion génica del metabolismo intermedio. A su vez se establecio el rol de
AtTOR en la autofagia mediante un mecanismo similar al de los mamiferos, donde
TOR fosforila a ULK1 (unc-51-like autophagy-activating kinase 1) lo que evita la
fosforilacién de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK). Se han encontrado
ortélogos funcionales a estas proteinas tanto en algas como en Arabidopsis (Rexin
et al., 2015).

3.1.3 Efectores rio debajo de TOR
Entre los efectores més estudiados rio debajo de mTORC1, y que influyen en la
regulacion traduccional y el crecimiento, se encuentran: el inhibidor de inicio de la

traduccion 4E-BP y las cinasas de la proteina ribosomal S6 (S6K1 y S6K2).

S6K1 se ha reconocido como la cinasa que interactta con diversos efectores para
el control de la traduccién. Para su activacion se requiere de la fosforilacion en dos
sitios especificos, uno de esos sitios es en el motivo hidrofébico en el extremo C-
terminal y el otro sitio es un bucle-T en el dominio cinasa. MTORC1 media la
fosforilacién de Thr389 en el motivo hidrofébico, mientras que PDK1 es responsable
de la fosforilaciéon del bucle-T. La fosforilacion de mTORC1 esta auxiliada por
RAPTOR, este ultimo media la interaccion entre TOR y S6K1. El sitio Thr389 se
encuentra conservado en la S6K1 de plantas.
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Cuando S6K1 se encuentra activa, ésta fosforila a la proteina ribosomal S6 (S6rp)
en la subunidad 40S lo que provoca un aumento en la traduccion de un conjunto de
MRNAs que contienen en su extremo 5 oligopirimidinas (5 TOP). Entre los
productos codificados por este tipo de mRNAs se encuentran componentes del
aparato de la traduccion tales como otras proteinas ribosomales y factores de
elongacion, se estima que son entre el 15-20% del total de mRNAs celulares
(Wullschleger et al., 2006). También se ha demostrado que otra manera de
intervenir directamente con la traduccion es a través del factor de inicio de la
traduccion en eucariontes elF3, quien actia como una proteina tipo
“scaffold/andamiaje” entre mTORC1 y S6K (Holz & Blenis, 2005).

En animales se encuentran las proteinas 4E-BPs, las cuales son fosforiladas por
MTORC1 quien permite la liberacion de elF4E, esto permite que este factor se
asocie con elF4G para estimular el inicio de la traduccion (Bjornsti & Houghton,
2004).

En Arabidopsis se descubrieron dos ortélogos de S6K, AtS6K1 y AtS6K2, de los
cuales AtS6K1 es el que presenta mayor similitud con S6K1 de mamiferos. Para
Arabidopsis, se ha descrito la interaccion entre RAPTOR, TOR y S6K1. La manera
en la que TOR regula la traduccién en las plantas es a través de S6K1, ya que no
se han observado ortélogos para las proteinas 4E-BPs. Se ha descrito que
aminodcidos, auxinas e infecciones virales promueven gque TOR fosforile a S6K1,
quien a su vez induce la hiperfosforilacion de S6rp y la fosforilacién de elF3h,
resultando en la traduccion selectiva de mRNAs 5TOP o con uORF, cuyos
productos son necesarios para el crecimiento celular (Dinkova etal., 2007;
Schepetilnikov & Ryabova, 2018; Xiong & Sheen, 2015).

Hay ciertas funciones novedosas de la via TOR-S6K en plantas, donde esta
sefalizacion influye en la reiniciacion de la traduccion en mRNAS virales y mRNAs
especificos de plantas. El reinicio de la traduccién del mMRNA del virus del mosaico
de la coliflor (CaMV) se ve promovido por una proteina viral TAV (translational
tranasctivator/viroplamin). TAV estimula la hiperactivacion de TOR y la fosforilacion

de S6K, esto facilita la asociacion de TOR en polisomas mediante la intervencion
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del complejo elF3 y la proteina de soporte de la reiniciacion (RISP). También se
mostro que las auxinas promueven la asociacion de TOR a polisomas que contienen
MRNAs con uORFs a través de la actividad de ROP2. La reiniciacion se da cuando
S6K se disocia de TOR y este es reclutado por el complejo de elF3h, manteniendo
asi su estado de fosforilacion para continuar promoviendo la reiniciaciéon de la
traduccion (Schepetilnikov et al., 2011, 2013).

TOR también fosforila de manera directa a TAP46 (2A-phosphatase-associated
protein 46 kDa), esta proteina regula la actividad de la fosfatasa 2A (PP2A) quien
controla genes de estrés, autofagia, metabolismo del nitrégeno y traduccién. Otra
de las proteinas que interactiia con TOR es ATG1, ortélogo de ULK1 en mamiferos,

y también controla la inhibicién de la autofagia en plantas (Rexin et al., 2015).

Recientemente, a través del estudio de la reduccién enddgena de glucosa en
semillas quiescentes de Arabidopsis, se estableci6 que TOR censa y dicta la
reprogramacion transcripcional de genes involucrados en ciclo celular. El factor de
la transcripcion E2Fa es fosforilado y activado por TOR lo que produce el aumento
de la transcripcidn de genes involucrados en la fase S del ciclo. También el factor
E2Fb y otros factores de la transcripcion son fosforilados por TOR lo que promueve
la activacion del ciclo celular. A su vez, esta via de sefalizacion TOR-glucosa
también activa mas de 100 genes que codifican para proteinas ribosomales,
proteinas que procesan RNA ribosomal y proteinas que regulan la biogénesis de

ribosomas en Arabidopsis (Xiong & Sheen, 2015).

3.2 El maiz
El maiz (Zea mays) es una planta de origen mesoamericano perteneciente a la
familia botanica Poaceae o Gramineae, al igual que el trigo, el arroz, la cebada, el

centeno y la avena.

Este cultivo, como lo conocemos hoy en dia, se origin6 mediante el proceso de
domesticacion que llevaron a cabo los antiguos habitantes de Mesoamérica hace
aproximadamente 10,000 afios; surgio a partir de los “teocintles” que crecen de

manera natural principalmente en México y en parte de Centroamérica.
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Historicamente esta planta ha acompafiado a las antiguas civilizaciones de América,
como lo fueron los Aztecas, Mayas, Zapotecas, Mixtecas, Purhepechas, Totonacas,
Mazatecas, Chinantecas, Zoques, etc. El desarrollo de estas culturas se
fundamenta en el cultivo y aprovechamiento de este grano, tanto que sus cronicas,
cantares, leyendas, referencian al maiz como sustento de sus pueblos (CONABIO,
2020).

México y los paises centroamericanos son considerados como centro de la
diversidad de maiz con 59 razas. Actualmente, el maiz es uno de los cuatro
principales cultivos producidos en el mundo, con 695 millones de toneladas
producidas en 2007. El mayor productor es Estados Unidos, con 282 millones de
toneladas anuales y tan sélo en México su produccion ocupa el 50.3% de la
superficie agricola (INE et al., 2008).

El maiz se utiliza principalmente como alimento humano, cerca del 40% de su
produccién en tropicos es usado como alimento animal y el resto esta destinado a
otros usos, tales como materia prima para la elaboracion de productos alimentarios
como aceites comestibles, almidén, jarabe, dextrosa, jarabe de alta fructosa,

alcoholes, etc. (Paliwal & Nations, 2001).

Dada la relevancia cultural y agricola que tiene esta planta, especialmente en
México, ultimamente ha cobrado mucho interés como modelo de estudio. Tanto asi
que se han creado diversos proyectos a nivel nacional para la conservacion, rescate

y mejoramiento genético de maices criollos y razas nativas.

3.21 Estructura de la semilla
La semilla, constituye un érgano de dispersion y representa la culminacién de la
evolucién reproductiva de las plantas. Se forma mediante una embriogénesis
cigética que comprende los cambios morfolégicos, estructurales y de expresion
génica que tienen lugar desde la formacion del cigoto hasta el final del desarrollo y

maduracion del embrion (Matilla, 2008).

Este 6rgano, el cual contiene en su interior el eje embrionario, esta equipado

estructuralmente para sostener el crecimiento de la plantula y permitir el
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establecimiento de esta. Los componentes que dan forma a la semilla permiten la
reanudacion de eventos metabdlicos tras la rapida absorcion de agua (Bewley,
1997).

En el caso del maiz, una semilla madura (cariopsis) esta compuesta de tres partes:
el pericarpio, el endospermo y el germen o embrion. El pericarpio es la parte externa
transparente de la semilla que actia como una barrera para retener el agua
alrededor de la semilla, a su vez esta se divide en mas capas que estan
representadas en la Figura 7. La base del grano estda compuesta de tejidos
denominados pedicelo o pilorriza quien ayuda a la maduracion de la semilla gracias

a su capacidad de absorber agua y nutrientes.

El endospermo representa aproximadamente el 85% del total del peso del grano
seco, se compone de 87% almidon, 8% de proteinas y menos del 1% son grasas.
Esta parte es la principal fuente de nutriente para el embrién durante la germinacion

y formacion de la plantula.

El embrion tiene un eje central o eje embrionario en donde en su parte basal se
encuentra la raiz primaria y en el otro extremo se encuentra la punta que dara forma
a la parte aérea de la planta. En esta parte de la semilla se encuentra toda la
informacion genética y enzimatica necesaria para la germinacion y establecimiento
de la plantula (Vincent, 2012).
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Figura 7. Morfologia de una semilla de maiz madura. Tomada de Hoseney, 1991.

3.3 Germinacion
La germinacién es un proceso complejo que puede definirse de diversas maneras
dependiendo del contexto. Por ejemplo, en la agricultura se puede definir como el
momento en que la plantula emerge del suelo. El proceso empieza cuando una
semilla seca quiescente se pone en contacto con agua (imbibicién) y finaliza con la

elongacién del eje embrionario que conlleva a la protrusion de la radicula (Bewley,
1997).

La semilla latente, la cual contiene en su interior el eje embrionario, esta equipada
estructuralmente para sostener el crecimiento de la plantula y permitir el
establecimiento de esta. Los componentes de la semilla permiten la reanudacion de
los eventos metabdlicos, como la sintesis de proteinas y el metabolismo energético,

tras la rapida absorcién de agua.
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Una manera de describir el proceso de la germinacion ha sido dividiéndolo en fases
(Figura 8). La fase 1 inicia con la imbibicion rapida de agua por la semilla quiescente,
la cual estd metabolicamente inactiva, provocando cambios estructurales
principalmente en las membranas celulares hasta el punto en el que todas las
matrices y contenidos celulares se encuentran hidratados. La fase Il es un periodo
de absorcion constante y limitada de agua, algunas semillas no se ven modificadas
en esta fase y no completan la germinacibn como es el caso de las semillas
dormantes. La fase lll se caracteriza por un nuevo aumento en la absorcion de agua

y se le suele denominar fase post-germinativa.

Germinacion Post-germinacion

Fasel Fase lll

Fasell

Crecimiento de la nlantula
Movilizacién de reservas en tejidos de
almacenamiento

Protrusion de la radicula
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Respiracion y reparacion mitocondrial

4 |MbibiCiGN
]

Oh Tiempo 24h 48h

Figura 8. Linea temporal de los eventos fisicos y metabdlicos que ocurren durante la
germinacién. Modificado de Nonogaki et al., 2010.

Uno de los primeros eventos metabodlicos que se reanudan en la fase | es el
metabolismo energético. Las semillas secas maduras contienen mitocondrias y

algunas enzimas funcionales las cuales son necesarias para la respiracion como

29



algunas enzimas del ciclo de Krebs. Las semillas de Arabidopsis o maiz contienen

muchas especies de mMRNAs, denominados mensajeros almacenados o residuales.

Los mRNAs almacenados dan paso a la sintesis de proteinas de novo antes de que
se reanude la actividad transcripcional y nuevos mensajeros estén disponibles. A
los pocos minutos tras la rehidratacion, los ribosomas son reclutados en complejos
de sintesis de proteinas llamados poliribosomas, utilizando los MRNAs existentes
(Nonogaki et al., 2010). Los mRNA que codifican para proteinas que se requieren
durante germinacion temprana, como por ejemplo transcritos de proteinas
ribosomales, son reemplazados por mRNAs idénticos conforme la sintesis de
proteinas se vuelve mas dependiente una transcripcion activa. Nuevos mRNAs son
sintetizados conforme el proceso de germinacién va avanzando, la mayoria de éstos
probablemente codifiquen a proteinas esenciales para el soporte del metabolismo
celular normal. En maiz se comprobé que durante la germinacion si hay un cambio
en la poblacibn de mRNAs en el embrion y la sintesis de proteinas (Agredano-
Moreno et al., 2007; Dinkova et al., 2007).

En la fase Il es cuando estimulos, como las fitohormonas, son integrados al estado
fisiolégico de la semilla para determinar si es que entrard o no a la fase Ill, ademas
aqui generalmente se presenta la protrusion de la radicula y finalizacién de la
germinacion. La sintesis de DNA se observa en dos instantes, durante la primera
fase tras la imbibicién probablemente asociado a la reparacién del DNA dafiado
durante la maduracion de la semilla y a sintesis de DNA mitocondrial; y entre la
segunda y tercera fase asociado a division celular post-germinativa, La tercera fase
continua con entrada de agua abundante, division y crecimiento celular, asi como

movilizacion de reservas y establecimiento de la plantula (Bewley, 1997).

3.4Induccién de callos embriogénicos de maiz
La embriogénesis somatica se define como el proceso por el cual células somaticas
diferenciadas, bajo las condiciones de induccion adecuadas, generan células
embriogénicas indiferenciadas capaces de sostener proliferacion continua (Yang &
Zhang, 2010).
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Este tipo de embriogénesis es un proceso alternativo de reproduccién en plantas
promovido por sefiales exodgenas, principalmente elevadas concentraciones de
auxinas, e incluye ciertos eventos caracteristicos: desdiferenciacion de células,
activacion de la division celular y reprogramacion de su fisiologia, metabolismo y

patrones de expresion genética (Jakubekova et al., 2012).

Estas células desdiferenciadas que proliferan manteniendo su estado totipotencial,
conforman aglomeraciones denominadas callos embriogénicos. Una vez retirado el
estimulo de auxinas y en presencia de luz, estos tejidos pueden regenerar plantas

completas.

Debido a su similitud con el desarrollo de embriones cigéticos tanto morfoldgica
como fisiologicamente, la embriogénesis somatica se utiliza ampliamente como
modelo de estudio de la embriogénesis, también permite examinar los mecanismos
que regulan la expresion de genes especificos involucrados en crecimiento y

diferenciacion, asi como respuesta a auxinas (Lopez-Ruiz et al., 2019).

La capacidad de producir callos embriogénicos depende de diversos factores tales
como genotipo Yy tipo de tejido. Para maiz el explante preferido son los embriones
cigbticos inmaduros cosechados en un periodo entre 15 y 18 dias después de la
polinizacién, los cuales permiten el establecimiento de cultivos embriogénicos con

una alta eficiencia de regeneracion (Garrocho-Villegas et al., 2012).

Las fitohormonas auxinas y citocininas, se utilizan en la iniciaciéon y propagacion de
callos embriogénicos debido a que estan relacionadas con la regulacion de la
division y diferenciacién celular. La aplicacion exdgena de la auxina sintética acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) se utiliza en la desdiferenciacién e induccion de
embriogénesis somética, mientras que su combinacion con citocininas promueve la
proliferacion de callos embriogénicos, suspensiones celulares y 6rganos, ademas

de regular el proceso de morfogénesis (Jakubekova et al., 2012).

Las auxinas son un grupo de fitohormonas de gran importancia ya que estan
implicadas en la mayor parte de los procesos involucrados en el crecimiento de una

planta. No s6lo pueden tener una influencia directa en crecimiento celular, sino que
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también controlan numerosos y diversos aspectos del desarrollo, su efecto
dependera del tipo de auxina aplicada y de su concentracién. Las citocininas regulan
procesos como el retraso de la senescencia, transduccion de sefales nutricionales

y el incremento de la productividad del cultivo (Mok & Mok, 2001; Teale et al., 2006).

Estas dos fitohormonas actian de manera sinérgica durante el proceso de induccion
de embriogénesis somatica. Una alta relacion entre citocininas y auxinas estimula
la formacion de brotes, mientras que una baja relacién induce la regeneracion de
raices. También se ha informado que las citocininas son esenciales para mantener
los niveles basales de biosintesis de auxinas durante el desarrollo de raices y
brotes, lo que sugiere que existe una red reguladora homeostatica para soportar
concentraciones adecuadas entre auxinas y citocininas en el desarrollo de la planta.
(Méndez-Hernandez et al., 2019)

4. Antecedentes

En el departamento de Bioquimica de la Facultad de Quimica de la UNAM se han
realizado estudios referentes a la via de TOR en maiz. En 2007 Agredano-Moreno
identifico el transcrito de TOR, asi como su expresion durante la germinacion en
maiz de la raza Chalquefio. En este estudio se describe que ZmTOR se expresa a
nivel de proteina a partir de las 12 horas después de la imbibicion, su nivel va en
aumento hasta un maximo en las 48 horas después de la ambicion (Figura 9 A).
También se estudié su expresion de nivel de transcrito, ZmTOR se ve expresado de
manera abundante en ejes embrionarios de semilla seca, a las 6 horas después de
la imbibicion no se detecta el transcrito, pero a partir de las 12 horas se reinicia
progresivamente su transcripcion aumentando sus niveles desde las 12 horas hasta
las 48 horas (Figura 9 B/C). Esto sugiere que el transcrito almacenado podria ser
degradado y que se requiere transcripcion de novo para la acumulacion de TOR al

final de la germinacion y en etapas post-germinativas.

En otro experimento del mismo estudio se evaluo el patron de expresion de la cinasa

en tejidos en distintas etapas de desarrollo, entre ellos incluyen callos
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embriogénicos y no embriogénicos. Se constaté que ZmTOR mantiene niveles altos

de expresion en todos los tejidos. (Figura 10)
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Figura 9. Regulacién de la expresion de ZmTOR durante la germinaciéon. a) Monitoreo de la
expresioén de la proteina ZmTOR durante la germinacion a través de western-blot. b) Monitoreo de
la expresién de ZmTOR a nivel de RNA mediante RT-PCR. GA3PDH fue usado como control. c)
Andlisis densitométrico de los productos del RT-PCR. Tomado de Agredano-Moreno et al., 2007.

También se ha identificado a la proteina S6K en la germinacion de maiz, los
resultados indicaron que los niveles de la proteina son similares desde las Oh hasta
las 48h. A su vez se investigo el efecto de la rapamicina en la actividad de la cinasa,
esta fue inhibida asi como su subsecuente fosforilacion sobre rpS6 lo que podria

indicar que TOR se encuentra rio arriba de S6K (De La Cruz et al., 2004).
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Figura 10. Patrén de expresion de ZmTOR en tejidos de maiz a diferentes estadios de
desarrollo y en callo embriogénico y no embriogénico. a) Analisis semicuantitativo de la
expresion a nivel de transcrito de ZmTOR a través de RT-PCR, usando a 18S RNA como control. b)
Andlisis densitométrico de los resultados presentados en a). Callo embriogénico (E) y callo no
embriogénico (NE), hojas jévenes (YL), hojas maduras (OL), raices meristematicas (YR), raices

maduras (OR). Tomado de Agredano-Moreno et al., 2007.

En cuanto a elementos rio arriba de TOR y estimulos que puedan activar la via, se
ha descrito que la presencia del factor IGF de maiz (ZmIGF) induce la activacién de
TOR y su funcién cinasa sobre las proteinas ZmS6K y rpS6 para estimular el
crecimiento de la planta (Figura 11)(Dinkova et al., 2007).
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Figura 11. Via de sefalizacién de TOR-S6K en germinacidon de maiz. La estimulacién de la via
por ZmIGF induce la activacién de TOR y estimula la activacién de ZmS6K. Esto aumenta la
fosforilacién de S6rp y la traduccion selectiva de proteinas ribosomales y aumenta el nivel de
traduccion del factor de inicio elFiso4E, todo lo cual se resume en la estimulacion del crecimiento
celular y una germinacién exitosa en maiz. Modificada de (Dinkova et al., 2007).

El efecto de las auxinas sobre la via en maiz fue igualmente analizado en ejes
embrionarios de 24h después de la imbibicion, demostrando que hay un aumento
en la sintesis de proteinas ribosomales y que se estimula la fosforilacion de rpSé.
Este efecto podria explicar el mecanismo por el cual las auxinas regulan la

traduccion de mRNAs especificos a través de TOR (Beltran-Pefa et al., 2002).
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5. Justificacion

Se ha demostrado cuan importante es la cinasa TOR en el crecimiento de los
organismos eucariontes y se ha ido detallando conforme el tiempo qué elementos
contribuyen en las vias de sefializacion que involucran a esta cinasa en animales y
plantas. En ambos tipos de organismos existen proteinas interactoras con TOR
necesarias para su funcion. Sin embargo, la llegada de sefiales y la salida de efectos

presentan diferencias importantes.

En plantas, TOR ha sido identificado en Arabidopsis y otras especies, pero muchas
dudas quedan por resolver sobre su participacion y efectos en la percepcion de
sefales externas. Dado su rol central como regulador metabdlico, se requiere
extender la investigacion sobre las vias de sefializacion a organismos de relevancia

agricola como maiz, trigo, arroz y otros.

Tomando en cuenta los antecedentes sobre la actividad de TOR-S6K en la
germinaciéon de maiz, asi como los cambios en el perfil de expresion de TOR como
transcrito a distintos tiempos de germinacién (Agredano-Moreno et al., 2007;
Dinkova et al., 2007) consideramos importante comprobar la presencia de otros
componentes de esta via y sus perfiles de transcrito durante la germinacion y
establecimiento temprano de la plantula de maiz, asi como el efecto que tendria
sobre su expresion el estimulo de elevadas concentraciones de auxinas que

propicia eventos de desdiferenciacion e induccion de callos embriogénicos de maiz.
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6. Hipotesis

e Dado que la activacion de TOR es importante durante el proceso de germinacion
y establecimiento de la plantula de maiz, los componentes de la via que incluyen
a reguladores, integrantes del complejo TORC1 y blancos de TOR presentaran
una expresion diferencial durante este proceso.

e Durante la induccion de callos embriogénicos de maiz en respuesta a elevadas
concentraciones de la auxina 2,4-D, se modificara la abundancia de transcritos

correspondientes a genes de la via TOR.

7. Objetivos

7.10bjetivo general
Explorar los niveles de mRNA como parametro de expresion de los componentes
de la ruta TOR en maiz de la raza Chalquefio, a distintos tiempos de imbibicion de

la semilla y en respuesta a estimulos hormonales.

7.20bjetivos particulares

¢ Analizar la secuencia de genes de la via TOR en maiz en comparacion con
Arabidopsis, asi como la presencia de transcritos correspondientes durante la
germinacion y establecimiento de la plantula.

e Evaluar si existen patrones similares de expresion entre transcritos
correspondientes a reguladores, componentes del complejo y blancos de
TORCL1 durante la germinacién y establecimiento de plantula de maiz.

e Analizar si existen cambios en la expresiébn de genes de la ruta TOR, en
respuesta al estimulo con auxina durante la induccion de callos embriogénicos

de maiz.
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8. 4. Metodologia

4.1 Material vegetal
Se utilizaron semillas de maiz de la raza Chalquefio (cosecha agosto 2018) para el

andlisis de germinacién y crecimiento de la plantula, que presentaran testa integra
y sin evidente contaminacion fangica. Las semillas fueron imbibidas en agua entre
dos capas de algoddén a 28 °C en la oscuridad por 24 o0 48 h. De las semillas secas
(sin imbibir) o imbibidas por los tiempos indicados se extrajeron los ejes
embrionarios para ser procesados. Se realizaron varias réplicas de la imbibicion,
con alrededor de 100 semillas imbibidas por réplica, y se seleccionaron los ejes
embrionarios que presentaban un estado de germinacién o crecimiento similares

divididos en 3 grupos (réplicas a, b y c).

Para la induccion de callos embriogénicos de maiz se utilizaron embriones
inmaduros de 15 (E15) o de 23 (E23) dias después de la polinizacién (DDP), asi
como embriones maduros de 45 DDP (EM) de maiz de la raza Tuxpefio. Se tomaron
muestras de los embriones y de callos inducidos a partir de estos al mes (C15, C23
y CM). La induccidn consistio en poner a los embriones en medio de induccién N6l,
gue contenia 2 mg/L de 2,4-D por 15 dias y posteriormente transferir a medio de
proliferacion N6P que contenia 2 mg/L de 2,4-D y 0.1 mg/L de cinetina por otros 15
dias (L6pez-Ruiz et al., 2018).
8.2Seleccion de genes y disefio de oligonucleotidos

La seleccion de genes se hizo a través de la comparacion de las secuencias de
aminoacidos pertenecientes a las proteinas de la via reportadas en Arabidopsis,
contra el genoma de maiz. La base de datos utilizada para identificar estas proteinas
en Arabidopsis fue The Arabidopsis Information Resource (TAIR,

https://www.arabidopsis.org/index.jsp). La plataforma usada para identificar los

genes en maiz fue Phytozome v12 (htips://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#)

donde se utilizo la herramienta Basic Logical Alignment Search Tool (BLAST) para
comparar las secuencias entre Arabidopsis y maiz. Se seleccionaron aquellos

genes con mayor porcentaje de identidad a nivel de aminoacidos.
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Para el andlisis in silico del nivel de expresion de los genes en las etapas de

desarrollo de nuestro interés en maiz, se utilizé la plataforma eFP browser de maiz

(http://bar.utoronto.ca/efp maize/cgi-bin/efpWeb.cgi) utilizando como referencia los

datos de secuenciacion masiva proporcionados por Sekhon et al., 2011 (Anexo 1).

Una vez teniendo esta informacion y la secuencia del transcrito para cada gen

(nimero de acceso indicado en la Tabla 1), se procedi6 a disefiar los

oligonucledtidos correspondientes a cada gen mediante el uso de la herramienta de

disefio de oligos del National Center for Biotechnology Information (NCBI;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), tomando en consideracion un

tamafio de amplicon entre 200 y 400 pares de bases (pb). También se verificd que

el porcentaje de citosina y guanina no fuera menor al 40% (Tabla 1).

Tabla 1. Oligonucleétidos empleados en los experimentos de PCR.

Tamafno
Numero de acceso : del
Gen Secuencia .,
amplicon
(pb)
VPS34 GRMZM2G103721 |F: ACCTCCGGCAAGATCAGTTG 325
R: TTATCCAGATGCCTGTCTCCA
PTEN GRMZM2G132468 |F: AAAACCAGTGCTTGCTGCTT 204
R: GCTTGACTTGGTGCTCTTCC
PDK1 GRMZM2G097821 |F: GATTTATGGGCATTGGGATG 183
R: CCTTTTGCCTGGATCAACAT
TOR Zm00001d037950 |F: GATGCAAGTCCTTCGCACAA 178
R: CTCTCGGTTAGCCACTGCTT
RAPTOR GRMZM2G048067 |F: GATGGTGTGAAGAGGCTCCC 231
R: AAGGAGGAATGCTGACCACC
LST8 GRMZM2G094959 |F: CGTTTGAGAGCATGCGTTG 241
R: GGCGGATATGAGGATTGCCA
SBK1 GRMZM2G080001 |F: CACAAGGAACCCAACAAGCG 306
R: CTTGAGCCTAGAGCCGGATG
S6rp GRMZM2G054136 |F: AAGTCTGTCCGTGGTTGCAT 121
R: GACCCCTCATCCTTGGCTTC
141
F:-TTTGACACACTTCCTAATTATACCA
elFsh-1 | GRMZM2G028945 | 5. '~ ACCATTCCGTGAAACCTG
ROP4 GRMZM2G375002 |F: TAGACCTCCGTGATGTGGGC 259

R: AGCTCAATCGATTTGCCAGTG
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ROP?2 GRMZM5G846811 |F: ACCGCCTATCTTCTTCAGAC 143
R: CGACCGTGACGCACTTTATG

18S U42796.1* F: TCCTATTGTTGGCCTTCGG 131
R: TCCTTGGCAAATGCTTTCGC

*Acceso proveniente de GenBank, los oligos para 18S fueron disefiados previo al
desarrollo de este proyecto.

8.3Extraccion y purificacion de RNA
Se extrajo RNA de aproximadamente 100 mg de ejes embrionarios, embriones o

callos, usando TRizol Reagent (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo
proporcionado por el proveedor. EI RNA fue precipitado con isopropoanol frio y
lavado con etanol. Tras secarse, el RNA fue disuelto en 40 uL de agua libre de
RNAsas. La integridad del RNA fue verificada en un gel de agarosa al 1.5%,
empleando como buffer de corrida TAE 1x. La concentracion del RNA fue

cuantificada en un equipo NanoDrop2000.

Aproximadamente 4 ug del RNA total fueron tratados con RQ1 RNase-free DNase
(Promega) y purificados por columna con el kit RNA Clean and Concentrator Kit
(Zymo Research), la muestra final también fue cuantificada. EI RNA tratado restante
fue almacenado a -70 °C hasta su posterior uso.

8.4Reaccibdn de inverso transcripcion y PCR
Se utilizé aproximadamente 1 pg del RNA purificado para reacciones de

transcripcion inversa incubando la muestra con Improm-Il Reverse Transcriptase
(Promega) en un volumen final de 20 pL, al mismo tiempo también se hicieron
pruebas para comprobar la ausencia de DNA (-RT) en las muestras purificadas de
RNA.

Para estas pruebas se adicion6é 1 pL de cada muestra de RNA a una reaccion
individual de PCR con la siguiente composicion:
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Reaccion estandar de PCR

Concentracion

2X KAPA2G Fast ReadyMix2

Oligo FW
Oligo RV
H20

1x
0.3 pM
0.3 uM

cbp 10pL

Las temperaturas y tiempos de estas reacciones, asi como de la sintesis de cDNA,

se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Programas de sintesis de cDNA, -RT y PCR.

Temperatura (°C) T!empo Ciclos
(min: seQ)
) 25 05:00 1
©
23 42 60:00 1
0
£ ° 70 15:00 1
n
95 03:00 1
o 95 00:30 Dependiendo
O de la
o 60 00:30 .
> abundancia
E 72 00:30 del transcrito
72 07:00 1

Para cada gen de interés se realizaron

reacciones usando

las mismas

concentraciones de los reactivos antes mencionados y el mismo programa de

temperaturas. Sin embargo, las diluciones de cDNA y numero de ciclos variaron en
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algunos casos dependiendo del nivel de expresion de cada transcrito, estos datos

se encuentran en la Tabla 3.

Tabla 3. Diluciones del cDNA estandarizado para cada gen necesarios para las
reacciones de PCR punto final, asi como el nimero de ciclos utilizados.

Componente de lavia | Dilucion del cDNA | Namero de ciclos
VPS34
S6K
S6rp

TOR 30
RAPTOR 1:10
18S
ROP2
ROP4
PTEN
PDK1 Sin dilucion 35
LST8
elF3h

Los productos de amplificacion fueron separados mediante electroforesis horizontal
en geles de agarosa al 2% y para visualizarlos se tifieron con bromuro de etidio y

se observaron en un fotodocumentador.

Para llevar a cabo el analisis semi-cuantitativo, se determind la intensidad de cada
banda por densitometria empleando el software Image Lab. Los valores obtenidos
fueron normalizados utilizando como referencia la intensidad de banda del gen 18S.
Se determinaron las veces de cambio respecto a Oh para las muestras de 24h y
48h. Se emplearon tres diferentes extracciones de RNA y se realizaron réplicas de
cDNAy PCR.
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9. Resultados
9.1.Analisis in silico de genes de la via TOR en maiz

Para poder analizar los genes correspondientes a proteinas involucradas en la via
de sefalizacion por TOR en maiz, se identificaron primero aquellos genes
reportados en Arabidopsis thaliana. Usando la base de datos de The Arabidopsis
Information Resource (TAIR), se hizo la busqueda de cada uno de los componentes
de la via tomando como referencia la informacion proporcionada por Rexin et al.,
2015.

En el caso de los componentes representados por mas de un gen en Arabidopsis,
se analizaron como referencia los siguientes: RAPTOR1A, LST8-1, PTEN1, S6K1y
elF3h-1, ya que han sido caracterizados en la mayoria de las publicaciones previas.
Para cada gen se seleccioné la secuencia de aminoacidos correspondiente para
proceder a analizar mediante la herramienta de BLAST contra el genoma de
referencia de maiz Zea mays B73_AGPv3 (Ensembl-18), en la plataforma de
Phytozome v12. Se seleccionaron aquellos genes con mayor identidad a nivel de
aminoécidos respecto a los de Arabidopsis (Tabla 4).

La nomenclatura en maiz no siempre coincide con Arabidopsis, particularmente en
cuanto al nimero que corresponde al identificador de tres letras de cada gen. Por
ejemplo, en el caso de ROP2 (AT1G20090) el andlisis mediante BLAST arrojé varios
genes con identidad similar a nivel de aminoacidos, de estos se seleccion6 a ROP4
con un mayor porcentaje de identidad (93.18%) que ROP2 (92.74%), aunque se
optd por trabajar con ambos debido a la escasa diferencia en la identidad. Para
varios de los componentes de la via se encontré un solo gen en maiz, tal es el caso
de VPS34, TOR, LST8, RAPTOR, S6K y elF3h.
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Tabla 4. Genes que fueron considerados para el andlisis de expresién a distintos
tiempos de germinacién en eje embrionario de maiz. Se indica el Namero de Acceso del
gen de maiz que fue identificado en la version 3 de anotacién del genoma y los que

corresponden a la versién 4 actualizada, asi como los ortdlogos de Arabidopsis que se

indican en esta Ultima actualizacion.

Nimero de Acceso
Funcion biologica
Zea mays
Zea mays B73_AGPv3 B73_AGPv4
VPS34 GRMZM2G103721 Zm00001d050219 AT1GE0490 Actividad P13 cinasa. Cataliza la fosforilacidn de fosfatidilinositol.
T P e = rrrraTieRT s Regulador negativo de la ruta PI3K-AKT. Al regu(lar esta via actda
como supresor de tumores en mamiferos.
PDK1 GRMZM2GO97821 7m 14042676 ATSC04510 Cinasa maestra que actwa;:ra;srne de cinasas con actividad
TOR GRMZM26349554 Zm 14037950 ATIC50030 Target of rapamycin,!cinasa con actividad Ser/Thr. Fosforila
proteinas blanco como 56K1
RAPTOR GRMZM26G 7 7m 14023230 AT3G08850; Proteina reguladora de TOR qu.e se asocia formando un
AT5G01770 complejo
LST8 GRMZM2G094959 Zm 14007577 AT2G22040; Proteina reguladora de la actividad cmasa. de TOR que se asocia
AT3G18140 formando un complejo
GRMZM2G080001 AT3G08720; . . . I

S6K1 Zm00001d022434 AT3G08730 Cinasa que induce hiperrfosforilacion en Sérp

Serp GRMZM2G054136 Zm00001d022180 AT4G31700.1 Proteina de la subunidad ribosomal 405
elF3h-1 GRMZM2G028945 Zm00001d025193 AT1G10840.1 Subunidad del factor 3 de inicio de la traduccion en plantas
ROP4 GRMZM2G375002 Zm00001d018573 Atdg35020.1/Ropb GTPasa Rho-like involucrada en ruta de sefializacion de auxinas
ROP2 GRMZMSGEAGE1L 7m 14053299 At3651300.1/Rop1 GTPasa Rho—liheinvolucr:.ac!a en ruta Eie sefalizacidn de auxinas;

participa en la via TOR

Una vez seleccionados los genes a estudiar, y mediante el uso de la base de datos
Maize eFP Browser y la informacién proporcionada por Sekhon et al., 2011, se
analizaron in silico los niveles de expresion para cada gen en embriogénesis cigética

y semillas germinadas (Tabla 5, Anexo 1).
Tabla 5. Nivel de expresiéon de los genes de interés. Se analizaron in silico los niveles
de expresion reportados en la base de datos eEF Browser para maiz: DDP; Dias después

de la polinizacion, DDS; Dias después de la siembra. Los nUmeros corresponden a valores
de expresion absoluta.
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Niveles de expresion (eFP Browser)

Gen
24 DDP 1DDS & DDS
VP534 8146.6 9383.74 5453.54
PTEN 6223.3 7253.2 8990.38
PDK1 2843.32 1453.88 3323.65
TOR 4084.72 977.74 2681.99
RAPTOR 5159.35 2612.04 3386.27
LST8 5279.43 2836.12 3608.72
S6K1 3299.63 352.14 646.53
Seérp 20903.56 20511.2 26624.76
elF3h-1 15930.7 8617.31 15648.5
ROP4 655.44 524.02 716.68
ROP2 10683.7 7094.01 /387.65

Para finalizar el analisis se hizo la busqueda de los genes en el genoma de maiz

actualizado B73_AGPv4 (MaizeGDB; https://www.maizeqgdb.org) para identificar el

namero de acceso correspondiente. En la base de datos actualizada para cada
secuencia se sugieren los genes ortélogos de otras especies, incluyendo
Arabidopsis. En la mayoria de los casos, las sugerencias coinciden con el analisis
gue realizamos mediante BLAST. Sin embargo, para las GTPasas ROP, se sugiere
gue ROP4 de maiz podria ser ortdlogo de ROP6, mientras que ROP2 seria ROP1
en Arabidopsis. No obstante, dada la elevada identidad con otros genes ROP, es

dificil discernir inicamente por el andlisis in silico la ortologia exacta.

9.2.Estandarizacion del proceso de extraccion del RNA de ejes
embrionarios

Para obtener ejes embrionarios a partir de semillas secas se seleccionaron semillas

gue presentaran caracteristicas similares como testa integra y sin hongos (0 h;

Figura 12, panel A). Para la imbibicion por 24 h se seleccionaron las semillas cuya

radicula hubiese protruido (germinacion completada); para las imbibidas por 48 h se

seleccionaron aquellas semillas cuya longitud de raiz principal y coleoptilo fueran
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similares, asi como la presencia de raices nodales (Figura 12, panel B). De los ejes

embrionarios disectados se procedi6 a la extraccion de RNA.

A

2cm

Figura 12. Fenotipo de las semillas de maiz de la raza Chalquefio en los tiempos establecidos
después de laimbibicion. A. Semilla seca (0 horas después de la imbibicién), semilla a las 24 horas
después de la imbibicién y semilla a las 48 horas después de la imbibicién, de izquierda a derecha
respectivamente. B. De arriba abajo, semillas secas, semillas a las 24 horas después de la imbibicion

y semillas a las 48 horas después de la imbibicion.

En las primeras extracciones de RNA se utilizdé la cantidad suficiente de ejes
embrionarios para colectar aproximadamente 100 mg de tejido. Dado que tanto el
tamafio del eje embrionario, como su estado de hidratacion contribuyen al peso
total, el nimero de ejes fue diferente para cada tiempo de imbibicion: en el caso de
los ejes embrionarios de 0 horas fueron necesarios aproximadamente de 10 a 12
ejes, para 24 h de imbibicion se utilizaron entre 5y 6 ejes y para las 48 h se tomaron
de 1 a 2 ejes. Siendo que el numero de ejes tomados para las 48 h después de la
imbibicion representaba un valor muy bajo de individuos y considerando la
variabilidad de los ejes embrionarios respecto a la germinacion y desarrollo, para
las réplicas bioldgicas b y ¢ se decidié aumentar el nUmero de ejes utilizados en la
extraccion de RNA a aproximadamente 6 ejes. Tras la molienda total se dividio el

tejido pulverizado en muestras con un peso aproximado de 100 mg.
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Una vez obtenido el RNA total, se verificd su integridad mediante electroforesis en
un gel de agarosa. En la Figura 13, Panel A se muestra un ejemplo del RNA extraido
a partir de cada tiempo de imbibicién, asi como los valores de concentracion para
cada una de las réplicas bioldgicas y su pureza representada a través del cociente
Azeo/A2s0 (Figura 13, Panel B). Se observo la separacion de los rRNAs 28S y 18S,
con una mayor intensidad para la banda de 28S, lo cual corrobora la integridad
optima del RNA de las muestras extraidas. Para eliminar restos de DNA gendmico,
se trat6 el RNA con una enzima DNasa y se purificaron las muestras con el uso de
columnas comerciales, verificando nuevamente integridad y concentraciones del
RNA purificado (Figura 13; panel B). La pureza del RNA (eliminacion de proteinas)

se verific6 mediante la relacion de absorbancia 260 nm/280 nm (>2).

A

5 6 7 8 9

1 2 3 4

S e

RNA total RNA purificado
Réplica Concentracion Concentracion
Muestra (ng/ul) A 260/280| Muestra (ng/ul) A 260/280
0 2581.8 1.98 0 237.0 2.14
b 24 2643.7 2.02 24 123.3 2.16
48 2564.9 2.04 48 119.9 2.17
0 3780.0 2.06 0 3229 2.16
c 24 726.8 2.06 24 250.5 2.16
48 2091.0 1.98 48 303.0 2.15

Figura 13. Integridad y concentracién de RNA. Se muestran los datos de RNA para las réplicas b
y c. A. Gel de agarosa al 1.5% vy tincién con bromuro de etidio, se cargaron aproximadamente 500
ng de RNA en cada pozo. Los carriles del 1 al 6 corresponden a muestras de RNA de la réplica
biolégica b, del 7 al 9 a muestras de RNA de la réplica biolégica c. 1,2y 7 (Oh), 3,4y 8 (24 h), 5, 6

y 9 (48 h). De estas muestras se seleccionaron para su purificacion las muestras 2, 4, 6, 7, 8 y 9. B.
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Valores de concentracion de las muestras de RNA seleccionadas antes y después de la purificacion,

asi como el valor del cociente de pureza Azso/Azso.

Para corroborar la ausencia de DNA en las muestras de RNA purificado de las
réplicas bioldgicas, se realizaron reacciones de PCR directamente con el RNA, sin
realizar previamente la inverso transcripcion (-RT) donde se afiadié 1 uL de RNA
purificado por reaccién, las concentraciones del RNA se encuentran en la Figura 13,
panel B.

El resultado de estas pruebas se presenta en la Figura 14.

cDNA -RT b -RT c
0 24 48 0 24 48 0 24

48 C+ H20

Figura 14. Prueba del funcionamiento del cDNA sintetizado y ausencia de DNA (-RT) en las
muestras purificadas de RNA. El cDNA, proveniente de las muestras de RNA purificadas de la
réplica b, fue probado mediante reacciones de PCR utilizando los cebadores disefiados para la
cinasa S6K. Para las pruebas -RT, réplica b y c respectivamente, también se utilizaron los cebadores
de S6K en las reacciones de PCR donde se agreg6 1 pL de RNA purificado por cada reaccién. El

control positivo se realiz6 a partir de cDNA probado anteriormente.

9.3.Expresion de los componentes de la via TOR a nivel de transcrito
durante la germinacion y establecimiento de la plantula

El RNA obtenido y purificado de cada réplica se usO para reacciones de

transcripcion reversa que resultaron en la sintesis de cDNA, este material genético

sirvié para poder visualizar la presencia de los componentes de la via TOR, a nivel
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de transcrito mediante el uso de geles de agarosa donde fueron corridos los

productos amplificados en las reacciones de PCR.

La réplica a fue realizada como una prueba piloto para verificar el funcionamiento
de los cebadores disefiados para genes de la via TOR y para poder estandarizar el
protocolo a seguir en las reacciones de PCR para cada componente, ya que algunos
MRNAS eran muy abundantes (rpS6, S6K), mientras que otros se encontraban a
niveles bajos. En algunos casos no fue posible amplificar fragmentos en las

muestras correspondientes a la réplica piloto a (PDK1 y elF3h).

En el caso de las réplicas b y c, fue posible amplificar el transcrito de cada uno de
los componentes de la via propuesta para TOR en plantas y en cada tiempo de
imbibicion establecido. Ademas, para cada réplica bioldgica se hicieron a su vez
distintas réplicas técnicas para poder establecer la abundancia promedio de los
transcritos. Un ejemplo de los productos amplificados a través de estas reacciones
de PCR para cada réplica se muestra en la Figura 15. También fue posible
establecer las diluciones de cDNA Optimas para cada componente, al igual que los

ciclos de amplificacion (punto final).

Considerando que el cDNA sintetizado se encuentra en un volumen de 20 L, y que
se utilizé un microlitro de las diluciones establecidas en la Tabla 3 de este mismo
cDNA, se necesitaron de aproximadamente 5 ng de cDNA y 30 ciclos de
amplificacion para los genes: VPS34, TOR, RAPTOR, S6K, S6rp y 18S. ROP2 y
ROP4 se amplificaron con 35 ciclos, mientras que PTEN, PDK1, LST8 y elF3h se

realizaron a partir de 50 ng de cDNA y 35 ciclos de amplificacion.
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Réplica a b c
HDI 0 24 48 0 24 48 0 24 48

VPS34
PTEN

PDK1

ROP2

_ _ =—Reguladores de TORC

ROP4

=—Componentes de TORC

=—Blancos de TORC

Figura 15. Abundancia de transcritos correspondientes a genes de la via TOR en maiz. Se
realizé la amplificacién de regiones especificas para cada gen mediante RT-PCR punto final. Se
visualizaron los productos mediante geles de agarosa tefiidos con Bromuro de Etidio. HDI: horas de
imbibicién de las semillas. EI rRNAL8S se utilizé para normalizar la abundancia. Réplica a; Prueba
realizada para verificar el funcionamiento de los oligos y estandarizacion del procedimiento, Réplica
b; primera réplica biologica, Réplica c; segunda réplica biolégica. Los recuadros vacios indican que

no se logré amplificacion en la primer prueba.

Realizando un analisis cualitativo del comportamiento de transcrito correspondiente
a cada componente de la via en las distintas réplicas, es posible apreciar que ciertos
componentes incrementan la abundancia de transcrito en mayor medida a partir de
las 24 horas de imbibicion. Tal es el caso de PDK1, ROP4, rpS6, mientras que otros
presentaron mayor abundancia en semilla seca y sus niveles se redujeron conforme
transcurria el tiempo de imbibicion, como fue VPS34. Otros elementos presentaron

niveles de transcrito relativamente constantes a lo largo de los tiempos de
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imbibicion, como RAPTOR y LST8. Para evaluar las tendencias observadas para
cada componente, se realizé la amplificacion de diferentes réplicas técnicas para
las dos réplicas biologicas donde se habian utilizado un nimero mayor de individuos
(semillas con sus correspondientes ejes embrionarios). Se midio la intensidad de
las bandas mediante Image Lab y esta fue normalizada en cada caso por la
correspondiente a 18S rRNA y se representdo como abundancia promedio de cada
transcrito en el tiempo de imbibicidn correspondiente. Para LST8 se tomo en cuenta
la intensidad de las dos bandas amplificadas si era el caso. La presencia de dos
bandas apoya la propuesta de un splicing alternativo en la anotacion actual del
genoma de maiz, que generaria dos proteinas que difieren solamente en su extremo

amino terminal (ver Anexo 2).

Se determinaron las veces de cambio para las muestras correspondientes a 24 hy
48 h después de la imbibicion respecto a los valores obtenidos para ejes

embrionarios secos (0 h) para cada componente de la via (Figura 16).

A Reguladores de TORC w0 =24 =48

45 4
5 N |
2.5 1

10 |

1 - T LT
0

VPS34 PTEN PDK1 ROP2 ROP4

Veces de cambio

51



B Componentes de TORC 0 m24 m48

2.5

15

Veces de cambio

0.5

TOR RAPTOR LST8

C Blancos de TORC mO m24 m48

3.5

2.5

15 T T T
1

0.5 I
0

S6K rpSe6 elF3h

Veces de cambio
N

Figura 16. Cambios en la abundancia de los transcritos de la via TOR durante la germinacion
en maiz. Gréficos donde se representa las veces de cambio respecto a la abundancia del transcrito
en semilla seca para cada uno de los componentes de la via TOR.A) Patrén de abundancia de los
transcritos correspondientes a los reguladores de la via TOR en plantas. B) Patron de abundancia
de los transcritos correspondientes a los componentes del complejo de TOR. C) Patrén de

abundancia de los transcritos correspondientes a los blancos de TORC en plantas.
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En los graficos es posible visualizar un comportamiento contrastante entre los
diferentes reguladores propuestos para la via TOR en plantas. VPS34 tiene una
tendencia a disminuir durante el establecimiento de la plantula (48 h), mientras que
PTEN se mantiene aproximadamente constante. Los genes que mostraron un
incremento en su acumulacion a partir de las 24 horas de imbibicion son PDK1 y las
GTPasas ROP2 y ROP4, que son reguladores positivos del complejo TORC1. Cabe
recalcar que existe una diferencia en la expresion entre estos dos ultimos
componentes que radica principalmente en la poca expresién de ROP4 en semilla
seca (Figura 15) y que se ve reflejado en la diferencia de intensidad de la banda
entre semilla seca y 24 horas después de la imbibicién visualizado a través del
grafico correspondiente. De estos dos componentes, es precisamente ROP4 de
maiz quien presenta una mayor identidad a nivel de aminoacidos con ROP2 de
Arabidopsis thaliana reportado como activador de TOR en respuesta a auxinas.

Dado que los componentes de TORC1, ademas de TOR, no se habian evaluado
previamente en maiz era importante ver si su expresion/abundancia, al menos a
nivel transcrito seguian patrones semejantes. En el caso especifico de TOR, éste
presentd un incremento considerable en su abundancia a las 24 horas después de
la imbibicion. Este incremento no fue observado para los otros dos componentes
del complejo, RAPTOR y LST8, quienes mantuvieron niveles semejantes a lo largo
de la imbibicion. Por otra parte, TOR disminuy6 sus niveles de transcrito a 48 h de
imbibicion. Se sabe que es necesaria la presencia de los tres elementos en conjunto
para el correcto funcionamiento del complejo, pero no se ha descrito el tipo de

regulaciéon que pueda tener cada elemento.

9.4Analisis de la expresion de los componentes de la via TOR durante la
induccion de embriogénesis somatica en maiz

Se trabajé con RNA extraido y purificado, de la misma manera que con los ejes

embrionarios, proveniente de embriones de maiz y de callos embriogénicos

obtenidos a partir de la induccion de callos de estos mismos embriones. Se sintetizo
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cDNA a partir del RNA purificado para posteriormente visualizar los productos de

amplificacion de las reacciones de RT-PCR de cada componente de la via TOR.

Para este modelo de estudio se requirid de 10 ng de cDNA para todos los genes
con excepcion de PTEN, PDK1, LST8 y elF3h quienes necesitaron de 50 ng. Los
ciclos necesarios en las reacciones de PCR fueron los mismos que los indicados
para el andlisis en ejes embrionarios. Solo se realizdé una réplica biolégica, un
ejemplo de los productos amplificados a través de estas reacciones de PCR para

cada réplica se muestra en la Figura 17.

E15 C15 E23 C23 EM CM

VPS34

PTEN
. Reguladores de TORC

ROP2

ROP4

= Componentes de TORC

=-—Blancos de TORC

Figura 17. Abundancia de transcritos correspondientes a genes de la via TOR durante la

induccidon de embriogénesis soméatica de maiz. Se realizd la amplificacion de regiones especificas
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para cada gen mediante RT-PCR punto final. Se visualizaron los productos mediante geles de
agarosa teflidos con bromuro de etidio. EI rRNA18S se utilizé para normalizar la abundancia. E15;
embrién inmaduro de 15 DDP. E23; embridn inmaduro de 23 DDP. EM; embrién maduro de 45 DPP.

C15; callo proveniente de E15. C23; callo proveniente de E23. CM; callo proveniente de EM.

Al analizar los resultados de manera cualitativa podemos apreciar que todos los
transcritos de todos los genes se encuentran presentes en los embriones, mientras
que en los callos su abundancia cambia. Transcritos como ROP2 y S6rp
presentaron un alto nivel de expresion en todas las muestras, aunque parece haber

una minima disminucién en sus niveles en las muestras de C15y C23.

Algo interesante a sefialar es que hay una alta expresion de todos los componentes
de la via en embriones inmaduros (E15 y E23) que disminuye durante la induccién
de callos. Sin embargo, en el caso de induccién a partir de embriones maduros (EM)
este comportamiento de disminucion solo es claramente visible para PTEN, PDK1,
TORy elF3h.

Al comparar las muestras de embriones entre si, los genes que presentan un nivel
de expresion similar son TOR, RAPTOR y LST8; VPS34 tiene un aumento en E23
y disminuye en EM; ROP4 mantiene un bajo nivel de expresion en E15y E23 pero
presenta aumento en EM. PTEN, S6K y elF3h presentaron una ligera disminucién

en su abundancia en E23 y un aumento en EM.

En cuanto a las muestras de callos, para VPS34, TOR, RAPTOR, LST8 y S6K es
evidente que presentan menores niveles en C15 y mayores en CM. Solamente
PDK1 presenta un comportamiento inverso, observandose que en CM
practicamente no hay transcrito. PTEN y ROP4 no muestran transcrito detectable
en C15y C23, mientras que en CM se detecta. Por ultimo, los genes de ROP2, S6rp
y elF3h son los que presentan menos cambios en abundancia durante el proceso

de induccién de callos para cualquiera de los explantes.

Aungue es necesario contar con mas réplicas en este analisis, fue evidente que la

presencia de elevadas concentraciones de 2,4-D, una auxina sintética utilizada en
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el proceso de induccién de callos para la embriogénesis somatica de maiz, modifica
la expresion de componentes de la via TOR, particularmente en el caso de
embriones inmaduros que pueden lograr de manera exitosa el proceso de

desdiferenciacion.

10.Discusion de resultados

La regulacién del crecimiento y desarrollo en eucariontes es un proceso complejo
que depende de la suma de diversas variables, entre los cuales se encuentran
nutrientes, reguladores del crecimiento y factores ambientales. Las plantas, al ser
organismos inmaoviles y autotréficos, necesitan ajustar constantemente este proceso

de desarrollo dependiendo de sefiales como luz, agua y disponibilidad de iones.

Al establecer la influencia de TOR en el desarrollo de practicamente todos los
organismos eucariontes, y ratificar que su actividad depende de un conjunto de
sefalizaciones, se han establecido vias en las que esta cinasa actia, dependiendo
de cada organismo. De aqui surge la incégnita de cuales son los elementos que
participan en estas vias, especialmente en plantas de relevancia agricola, dado que

su conocimiento hasta el momento es escaso.

Partiendo de investigaciones previas y de lo que se ha descrito hasta el momento
sobre la via TOR en Arabidopsis thaliana se plante6 conocer como se encuentran
conservados los elementos de la via en maiz y cual es su nivel de expresion durante
las etapas de germinacion y crecimiento de la plantula. Los resultados obtenidos
mostraron un aumento en la abundancia de transcrito para la mayoria de los
elementos de la via a partir de las 24h de imbibicion, exceptuando a PTEN,
RAPTOR y LST8 que mantuvieron abundancias similares a las observadas en el
eje embrionario seco. S6lo VPS34 presentd una tendencia a disminuir la abundancia

de transcrito durante el establecimiento de la plantula.

Se considera que el tiempo de 24h de imbibicién durante la germinacion de maiz
representa justo la etapa previa al inicio de elongacion y division celular activos

(Diaz-Granados et al., 2020). Al final de este tiempo, la transcripcion y traduccion
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de nuevos mMRNAs requeridos para etapas post-germinativas se habran activado, lo

gue a su vez promovera el crecimiento de la plantula (Bewley, 1997).

El comportamiento presentado por TOR en esta etapa de la germinacion y la
subsecuente activacion de la ruta rio abajo, ya habia sido descrita en publicaciones
previas (Agredano-Moreno et al.,, 2007; Dinkova et al., 2007), por lo que los
resultados obtenidos en este proyecto para estos genes concuerdan con una
activacion transcripcional a las 24h después de la imbibicion. Los niveles de TOR y
de S6K tienden a disminuir en etapas post-germinativas, sugiriendo que su
presencia podria restringirse a ciertas zonas o tejidos en crecimiento activo de la
plantula. Sin embargo, también es posible que la variabilidad biol6gica y nimero de
individuos analizados interfiera con el resultado, ya que se observd una elevada
desviacion estandar entre las muestras. Por otra parte, elementos rio debajo de
S6K, como rpS6 y elF3h, presentaron una tendencia hacia aumentar a las 48h de
imbibicion.

Para el factor de inicio de la traduccién, elF3h, se necesitd de una mayor cantidad
de cDNA para poder visualizar su expresion tanto en germinacibn como en
induccion de embriogénesis somética. Habria que considerar que tanto en
Arabidopsis, como en maiz hay mas de un gen para este factor, por lo que seria
necesario analizar cual(es) participa(n) en la via TOR. Por otra parte, la informacién
disponible sobre la regulacion de elF3h por TOR-S6K es a nivel post-traduccional
(Schepetilnikove et al., 2013) y no hay datos sobre su regulacién a nivel de

transcrito.

La informacion sobre reguladores rio arriba de TOR es limitada, ya que muchos de
los intermediarios de sefalizacién descritos para animales no se han encontrado en
plantas o su funcion es diferente. Un hallazgo importante, fue el papel de GTPasas
ROP en la activacion de TOR (Schepetilnikov & Ryabova, 2018). Se describié que
la sefalizacion por auxinas resulta en la activacion de ROP2 quien a su vez
interactia con TOR para activarlo y promover el reinicio de la traduccion en
transcritos correspondientes a factores de respuesta a auxinas que llevan uORFs
en su 5’'UTR (Schepetilnikov et al., 2017).
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En Arabidopsis, ROP2, ROP4 y ROP6 pertenecen al mismo sub-grupo de pequeias
GTPasas “Rho-like” y muestran interaccion con TOR. En maiz, tanto ROP2 como
ROP4 pertenecen al mismo grupo acorde a su secuencia (Christensen et al., 2003).
No obstante, acorde a su patron de expresion y posible funcion, se propuso que
ZmROP4 pudiera ser ortdlogo de AtROP2, mientras que ZmROP2 corresponderia
a AtROP1 por su elevada expresion en polen. Nuestros resultados indican que tanto
ROP2 como ROP4 incrementan su abundancia en transcrito a las 24h de imbibicion
correspondiendo con el incremento de elementos de la via TOR rio debajo. Sin
embargo, el transcrito ROP4 presenta una disminucion a las 48h que coincide con
el comportamiento presentado por TOR, mientras que ROP2 mantiene su nivel.
Asimismo, en el andlisis de embriones y callos de maiz, los patrones de expresion
entre ROP4 y ROP2 difieren, siendo el perfil de transcrito de ROP4 el de mayor
similitud con el perfil de transcritos TOR-S6K (Figura 17). Esto coincide con la
sugerencia de una funcion diferencial para estos ROP (Christensen et al., 2003) y
sitta a ROP4 como mejor candidato para participar rio arriba en la activacién de

TOR en maiz.

La diferencia entre estas dos GTPasas podrian deberse a las funciones que realizan
en el organismo, las cuales hasta el momento no se han establecido, pero si se ha
descrito que las nueve ROP de maiz se expresan abundantemente en tejidos con
division y/o expansiéon celular rapida, mientras que en células especializadas

muestran patrones de expresion diferenciales (Christensen et al., 2003).

Por otro lado, se encuentra la cinasa VPS34 con un patron de expresion a la inversa
del resto de componentes de la via TOR en germinacién, ya que mostré poco
cambio entre Oh y 24h de imbibicion, pero a las 48h se observé una importante
disminucién en su abundancia (Figura 16). En mamiferos se describié que esta
cinasa no presentaba efecto sobre AKT o TSC, componentes rio arriba de TOR,
aunque si tenia un efecto sobre la activacion de S6K en respuesta a estimulos como
glucosa, sugiriendo que probablemente esta cinasa actia al mismo nivel del
complejo TOR (Byfield etal., 2005). En plantas, a través de la expresién de

construcciones antisentido de AtVPS34, se corrobord que esta cinasa es esencial

58



para el crecimiento, observandose defectos sustanciales en el crecimiento y
desarrollo de una segunda generacion de plantas transformadas (Welters et al.,
1994). Acorde a su patrén de expresion en embriones y callos inducidos (Figura 17),
se podria proponer un rol de VPS34 en el proceso de embriogénesis similar a
elementos clave de la via TOR, pero diferente al observado en el proceso de
germinacion. VPS34 se ha involucrado en autofagia y trafico vesicular de plantas
(Chung, 2019), funciones biologicas que tienen relacion con TOR, al menos en
levadura y animales. Seria importante explorar a futuro su conexién con TOR
mediante mutantes de Arabidopsis thaliana, tanto en germinacibn como en

induccion de embriogénesis somatica.

Al no observar coincidencia entre el perfil de VPS34 y TOR durante la germinacion,
resulta interesante el andlisis del comportamiento de PTEN y PDK1, ya que
hipotéticamente los tres componentes se encuentran relacionados. El patrén
presentado por PTEN nos indica un comportamiento estable a lo largo de la
germinacion y establecimiento de la plantula, mientras que PDK1 tiene un aumento
considerable en su acumulacion a partir de las 24 horas lo que corresponderia con
el perfil de expresion del eje TOR-S6K. Dado que PTEN se propone como inhibidor
en la activacion de PDK1, su poco cambio corresponderia con promover la

activacion de la via.

En mamiferos se ha estudiado ampliamente el rol de PTEN dentro de la via TOR,
destacandose como un supresor de la actividad de PI3BK/AKT mediante su actividad
fosfatasa contra Ptdins(3,4,5)Ps. En Arabidopsis se ha establecido la presencia de
mas de un gen PTEN, AtPTEN1 ha demostrado tener actividad in vitro en la
desfosforilacion de Ptdins(3,4,5)P3y su expresion se ha encontrado mayormente
localizada en granos de polen (Gupta et al., 2002), pero hasta el momento no se
han localizado in vivo ni el sustrato ni alguna enzima PI3K de clase | capaz de

sintetizarlo en plantas.

Por otra parte, se encuentran los genes denominados AtPTEN2a y AtPTEN2b
quienes presentan una mayor afinidad como sustrato al Ptdins3P. Pribat et al., 2012

nos presenta un analisis filogenético de como es que esta fosfatasa podria haber
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evolucionado funcionalmente en plantas, el patron filogenético obtenido sugiere que
aproximadamente hace 400 millones de afios este gen sufrid una duplicacion dando
lugar a dos clados, PTEN1 y PTEN2. Las plantas angiospermas dicotiledoneas
(como Arabidopsis) retuvieron estos dos clados mientras que las monocotiledéneas
parecen haber perdido a PTEN1 (como el maiz).

Suponiendo que asi fuera el caso para esta fosfatasa en maiz y que su afinidad sea
realmente mayor hacia PtdIns3P, podria ser que si tuviera una funcién de inhibicién
dentro de la via y que, tomando en consideracion el estadio de desarrollo y la alta
actividad de la via en estos tiempos, no sea necesaria su actividad y por esta razén

sus niveles se encuentren estables durante la germinacion.

Ahora bien, el caso de PDK1 es particular dado que a partir de las 24h la abundancia
del transcrito aumenta de manera considerable, lo interesante radica en que este
fue uno de los componentes de la via que requirié de mayor cantidad de cDNA para
su visualizacion a traves de geles de electroforesis. Cuando analizamos la Figura
15, podemos ver claramente como a las Oh su nivel resulta bastante mas reducido
qgue a las 24h, es por esta razén que se requiri6 de mayor concentracion de cDNA

para poder finalmente percibir de manera clara los tres tiempos.

Sin embargo, su patron de expresion parece corresponder con TOR y S6K
presentando una alta acumulacion a las 24h y manteniendo este mismo nivel a las
48h. La relacién de PDK1 con estos elementos, especialmente con S6K, ha sido
explorada en Arabidopsis donde se ha comprobado como PDK1 fosforila de manera
directa a esta cinasa relacionando asi a esta proteina con el crecimiento de la planta
(Anthony et al., 2004; Mahfouz et al., 2006; Otterhag et al., 2006).

Algo interesante que se evidenci6 en este trabajo es la poca correspondencia entre
los perfiles de expresiéon de RAPTOR, LST8 y TOR, los tres componentes de
TORCL1. RAPTOR y LST8 no presentaron cambios reproducibles en su abundancia
entre Oh y 48h de imbibicion, a diferencia de TOR que mostré aumento a las 24h.
Lo que si se observo a las 24h fue la ausencia de amplificacion de la banda de

mayor tamafio para LST8 que corresponderia a un transcrito alternativo propuesto
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para este gen en maiz (Anexo 2). Este transcrito produciria una versibn mas corta
de la proteina LST8 de maiz, a la que le faltarian alrededor de 100 aminoacidos de
la region amino terminal, ya que por splicing alternativo ocurre una retencion de tres
intrones, (Anexo 2; T02). Es interesante notar que el fragmento amplificado de
menor tamafio, que corresponderia al transcrito que da lugar a la version de LST8
completa (Anexo 2; TO1) con mayor identidad a LST8-1 y LST8-2 de Arabidopsis,
se observa a 24 y 48 h de imbibicién asi como en los embriones inmaduros que
representan tejidos en proliferacion. Por otra parte, esta banda disminuye en ejes

secos 0 en embrién maduro.

Estudios en Arabidopsis revelaron que tanto RAPTOR como LST8 tienen una
funcién importante en la regulacion del crecimiento de las plantas dado que sus
mutantes presentan defectos en el desarrollo (Deprost et al., 2005; Moreau et al.,
2012), y ha quedado claro que ambas presentan algun tipo de interaccion con los
dominios de TOR (Diaz-Troya et al., 2008; Mahfouz et al., 2006). No obstante, faltan
estudios detallados sobre los niveles de expresion de estos componentes, aun para
Arabidopsis. Curiosamente en Arabidopsis hay dos genes codificantes para
RAPTOR (RAPTOR1A y RAPTORI1B) y para LST8 (LST8-1 y LST8-2), mientras
gue en maiz solamente se encontré un gen para cada uno. Las mutantes que
presentaron defectos de desarrollo fueron las correspondientes raptorlb y Ist8-1. En
este contexto, nuestros resultados sugieren que la regulacién de la formacion del
complejo TORC1 en maiz podria diferir de lo reportado en Arabidopsis, dado que la
expresion y procesamiento del transcrito de LST8 sugiere un rol regulatorio para el

complejo durante la germinacion.

El analisis de los resultados obtenidos durante la induccion de callos embriogénicos
de maiz por elevadas concentraciones de la auxina sintética 2,4-D resulta
particularmente interesante debido a que hay una clara disminucion en la expresion
de practicamente todos los elementos de la via TOR en callos, particularmente a
partir del tejido de embriones inmaduros. Los Unicos que no presentaron de manera
tan clara este comportamiento fueron ROP2 y S6rp con una abundancia mas o

menos constante. La induccion de tejidos desdiferenciados (callos) durante la
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embriogénesis somatica, permite modificar el patron de expresion genética de
células somaticas para dar paso a la embriogénesis y regeneracion de plantas. A
partir de Juarez-Gonzalez et al., 2019 se demostrd el estadio de desarrollo que
presentan las muestras analizadas, revelando que E15 y E23 aln se encuentran en
continuo crecimiento, mientras que EM, representa el desarrollo embrionario
completo y el inicio de desecacion de la semilla. El potencial embriogénico de C23
y CM es considerablemente menor al presentado por C15, dado que presentan
tejidos no embriogénicos con altos niveles de oxidacion. Ademaés, C15 fue el Unico
tejido que dio lugar a callos en proliferacién por mas de 6 meses y que fueron

capaces de regenerar plantas (Juarez-Gonzélez et al., 2019).

El analisis de la via TOR en este proceso, permitio visualizar una clara modificacion
en la expresion de estos genes, que coincide con la capacidad de reprogramar el
tejido hacia la desdiferenciacidon celular. En particular, se observé que la expresion
de todos los componentes de via TOR esta activa durante la embriogénesis cigotica
y que el estimulo de induccion se traduce en una reduccion de la expresion. Esto
es necesario para frenar la proliferaciébn que se venia dando en el embrién y dar
paso al proceso de desdiferenciacion. Seria interesante comparar los perfiles a
tiempos posteriores, en el establecimiento de los callos, donde la proliferacion
nuevamente se encuentra muy activa. Se pudo comprobar que el tejido de EM
muestra mucho menor respuesta en la expresién de componentes de la via, ya que
los niveles de expresion fueron similares entre EM y CM para la mayoria de los
componentes, exceptuando a PDK1, PTEN y elF3h. Esto coincide con la
incapacidad del tejido para sufrir una reprogramacion hacia la desdiferenciacion
(Juérez-Gonzélez et al., 2019). Sorprendentemente los niveles de expresion entre
C15 y C23 parecen ser muy similares entre si en todos los elementos de la via,
sugiriendo reduccién en la proliferacibn para ambos tejidos. Sin embargo, la
capacidad embriogénica de C23 esta seriamente afectada, por lo que
probablemente se requieren otros elementos, ademas de la regulacion de la

actividad de la via TOR, para establecer el potencial embriogénico de los callos.
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11.Conclusiones

Los integrantes sugeridos para la via de TOR en maiz se encuentran
presentes a nivel de transcrito tanto durante la germinacion como durante la
induccion de callos embriogénicos.

A las 24 horas después de la imbibicion de semillas hay un incremento en la
abundancia de transcritos para ciertos elementos de la via, tales como PDK1,
ROP2, ROP4, TOR y S6K. Este aumento coincide con la etapa de culminar
el proceso de germinacion y protrusion de la radicula.

VPS34 presenta un decremento en la abundancia de su transcrito durante la
germinacion, mientras que PTEN, RAPTOR y LST8 mantienen niveles
constantes. Esto sugiere que VPS34 no participa de manera activa en el
estimulo de TOR durante la germinacion, mientras que RAPTOR vy
particularmente LST8 podrian actuar como elementos limitantes en la
actividad de TORC1 en este proceso.

La expresion de los componentes de la via TOR se ve modificada a la baja
en el proceso de induccién de callos respecto al tejido explante de embriones,
especialmente para los embriones inmaduros, debido al proceso de

desdiferenciacion celular.
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12.Perspectivas

Realizar una tercera réplica biol6gica con sus subsecuentes réplicas técnicas
en germinacion de maiz para corroborar las tendencias presentadas. Evaluar
mediante técnicas cuantitativas los cambios observados.

Realizar mas réplicas técnicas con las muestras procedentes de la induccion
de callo embriogénico y evaluar la reproducibilidad mediante analisis
semicuantitativo de los resultados de expresion. Evaluar mediante técnicas
cuantitativas los cambios observados.

Confirmar mediante secuenciacion que los amplicones de LST8
corresponden a la propuesta de splicing alternativo. Disefiar oligonucleétidos
gue permitan obtener amplificaciones especificas para cada transcrito y
evaluar su abundancia de manera cuantitativa en las etapas de germinacion

de maiz
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14.Anexos

14.1 Anexo 1. Andlisis de expresion en EFP Browser de maiz
Se muestran las etapas de desarrollo y tejidos donde se encuentran disponibles los

analisis de expresion por secuenciacion masiva proporcionados por Sekhon et al.,
2011. Marcados en recuadros azules se encuentran las etapas de desarrollo de
nuestro interés.
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14.2  Anexo 2. Andlisis del gen para LST8 en maiz
Se propone un modelo de splicing alternativo en el genoma de referencia B74-4.0.

Zm00001d007577 (pcol20776 - ) [MaizeGDB curated]

[ GENEMODEL | SEQUENCE PAN-GENE GENETIC INFORMATION

Overview

Gene Model Set: Zm00001d.2, Assembly version: Zm-B73-REFERENCE-GRAMENE-4.0
Model Type: protein_coding

Alternative names: GenBank: ZEAMMB73_Zm00001d007577,

NCBI Gene (Entrez Gene): 100191700 ()

Line: B73

History: Introduced in gene model set Zm00001d.1.

Genome Browser: (Chr2: 235093343..235099942)

Chrz:236004843 . 235008442
1 1 1 1
235095k 235096k 235097k 235095k

Zn-B73-REFERENCE-GRAHENE-4.8 7nB8881d Gene Set [fron Granenel

Znopaeld.? Filtered Gene Set

OO0l dO07e7y (GRMZM2G094959 . pool207 760
WISTT_TN < i i i i — i1
WTETT_TIZ < -, —

Woh-repeat protein popd [Source :UniProtkB/TrEMBL zACC :B4FSUL]
ZnBaedld,.provisional Gene Set

Canonical Transcript: Zm00001d007577_T002

Canonical Length: 355%bp

Canonical Protein: Zm00001d007577_P002 (GenBank accession: ONM27115)

Metabolic Pathway: There is currently no pathway information available fer this gene model.

UniProt accession(s):

Zm00001d007577 - B4FaU1

Orthologs (Gramene, June 2017)
Sorghum bicolor (Sorghum) ortholog: SORBI_3005G172500
Setaria italica (Foxtail millet) ertholeg: Si026660m.g Si036688m.g
Oryza sativa japonica (Rice) ortholog: OS03G0681700
Brachypodium distachyon (Brachypodium) ortholog: BRADI2ZGE0690
Arabidopsis ortholog: AT2G22040 AT3G18140

qTeller Link: Zm00001d007577

GEvo GenBank Record/Gene Model Comparison: Zm00001d007577

See this gene model in L QMaizeMineJ

All Associated Loci: (some may be synonyms)
Locus Type Authority
pcol20776 Gene MaizeGDB curator

El gen ortélogo de LST8 (1 y 2 en Arabidopsis) en la base de datos actualizada de
maiz es Zm00001d007577 y se plantea la posibilidad de dos transcritos por splicing
alternativo. En el transcrito canénico (T01) se eliminan todos los intrones y se
produce una proteina (P0O1) utilizando el codén de inicio ubicado en el exén 2. En el
transcrito alternativo (T02) se retienen los intrones 2-4 lo que propicia la aparicion
de un coddén de paro prematuro si se utiliza el codon de inicio del exdon 2. Sin
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embargo, hacia el final del intron 4 existe otro codén de inicio en marco de lectura
con los codones presentes a partir del exon 5, lo que produce una proteina igual a

la PO1 a partir de su aminoacido 54 (P02).

Acorde a la ubicacion de los oligos forward (amarillo) y reverse (verde), disefiados
sobre el gen GRMZM2G094959 correspondiente a LST8 en Phytozome, se
obtendrian dos amplicones diferentes para TOl1 y para T02. ElI amplicon
correspondiente a TO1 seria de 241 pb, mientras que el correspondiente a TO2 seria
de 346 pb, debido a la retencion del introbn 2. Estos tamafios de amplicon
corresponden a los visualizados en los geles de electroforesis, un ejemplo de esto

se muestra en seguida:

PTEN LST8

HDI 0 24 48 0 24 48

A continuacion, se muestran las secuencias correspondientes a las regiones
amplificadas a partir de cada version de transcrito. Se indican los codones de inicio
y de término comentados en el parrafo anterior en negritas y se subraya (azul) el
codon a partir del cual las dos proteinas sintetizadas coinciden en secuencia. Los

intrones retenidos en el TO2 se muestran sin color de fondo.

TO0l (amplicén 241 pb)

CAAACTGGACGCAATTCAGCACAAACCCAACTTCCACCAGACCCCTAACCTTTTCGCAGCTCCAGGCTCCAGC
GCACAGCCGCCGCCGTTTCTTCATCTTCTTCGCAGAGCCGGCGCTCCATCTTCGGCTCCCTCCCTTACTTGCG
CTCGGCACGCAGGCGGCGGCGGCGGCGCTGTGGCTCGGGATCTCAGTGACGGCATCAGCGGCTTCCCCTCCCG
CCTCTCGCCAGTCGCCTCCGGTCCTCCGCACACCGGCCGGTGATCTCTCTCCTCCCGCCTCCGGTGGATCGTC
AACGACGCCCGGCCCCGGCGGCTGCGCCGCGCGCGTCCTGAGGGCAGCTGCAGGCGCTGCTCCACCAAGGLGG
TCGCGCCGCTTTGGGAGCGGTTTATGCCCCCAAAGTGAAGCGTGCTCTTAGTGCCGCTCTTTGGAACCCTGGT
AATGGTAATCTATTCCTATGCATTTGTTACCATATATAATGCCATCTTTTGTCTGTTTCTATTTTCATCGTTT

77



GAGAGCATGCGTTGATCTATTTTCATCGTTCTGAAAGCATGTGATGATGTATGCGCAGATGGCTCAACCTTCA
GTCATTCTAGCAACTGCAAGTTATGATCACACAATCAGATTTTGGGAAGCCAAGAGCGGTCGCTGTTACCGCA
CTATTCAGTATCCAGACTCTCAAGTTAATCGCCTTGAGATAACCCCTGACAAGCGGTTCTTAGCTGCTGCTGG
CAATCCTCATATCCGCCTTTTTGACGTCAACTCAAATAGCCCTCAGCCGGTAATTAGCTATGATTCACATACT
AGCAATGTGATGGCTGTGGGATTTCATTGTGATGGTAACTGGATGTACTCAGGCTCTGAAGATGGTACTGTTA
GAATTTGGGATTTACGGACTGGCACTTGCCAACGAGAATATGAAAGTCGTGCTGCAGTTAACACTGTAGTTCT
GCACCCAAATCAGAAAGAGCTAATATCTGGTGATCAGAATGGAAACATACGTGTATGGGATTTGGCTGCTAAC
TCATGCAGCTGTGAGTTGGTGCCAGAAGTTGATACTGCTGTAAGATCTCTGACAGTCATGTGGGATGGGAGTA
TGGTGGTTGCTGCAAATAACCGTGGGACATGTTACGTTTGGCGCCTGCTTAAGGGTACTCAGACAATTACCTG
CTTCGAACCTCTGCACAAACTGCAAGCCCATGATGGCTACATTCTGAAGTGCCTGCTTTCACCCGAATTTTGC
GATCCAAACAGGTATCTTGCCACAGCATCATCTGACCGCACTGTAAAGATTTGGAATGTCGATGGCTTCAAGT
TGGAAAGAACTTTAGTCGGCCATCAGCGTTGGGTTTGGGACTGTGTCTTCTCCGTCGATGGTGCTTATCTGAT
AACAGCATCTTCTGACACTACAGCGAGGCTATGACGAATCCTCTTGGA

TO02 (amplicén 346 pb)

CAAACTGGACGCAATTCAGCACAAACCCAACTTCCACCAGACCCCTAACCTTTTCGCAGCTCCAGGCTCCAGC
GCACAGCCGCCGCCGTTTCTTCATCTTCTTCGCAGAGCCGGCGCTCCATCTTCGGCTCCCTCCCTTACTTGCG
CTCGGCACGCAGGCGGCGGCGGCGGCGCTGTGGCTCGGGATCTCAGTGACGGCATCAGCGGCTTCCCCTCCCG
CCTCTCGCCAGTCGCCTCCGGTCCTCCGCACACCGGCCGGTGATCTCTCTCCTCCCGCCTCCGGTGGATCGTC
AACGACGCCCGGCCCCGGCGGCTGCGCCGCGCGCGTCCTGAGGGCAGCTGCAGGCGCTGCTCCACCAAGGCGG
TCGCGCCGCTTTGGGAGCGGTTTATGCCCCCAAAGTGAAGCGTGCTCTTAGTGCCGCTCTTTGGAACCCTGGT
AATGGTAATCTATTCCTATGCATTTGTTACCATATATAATGCCATCTTTTGTCTGTTTCTATTTTCATCGTTT
GAGAGCATGCGTTGATCTATTTTCATCGTTCTGAAAGCATGTGATGATGTATGCGCAGATGGCTCAACCTTCA
GTCATTCTAGCAACTGCAAGTTATGATCACACAATCAGATTTTGGGAAGCCAAGAGCGGTCGCTGTTACCGCA
CTATTCAGTATCCAGACTCTGTAAGTAATGGCTATTGGAAGGAATGCTTCACCGTTGGCATCAGAGCTATCTT
GTTATAAAACAACCTTACATACCTTTTCGCTGCTGTAACATGTTGACTGCAGCAAGTTAATCGCCTTGAGATA
ACCCCTGACAAGCGGTTCTTAGCTGCTGCTGGCAATCCTCATATCCGCCTTTTTGACGTCAACTCAAATAGCC
CTCAGCCGGTACATACAATTACATGTTTTCAACATCAATCCATATGGATCTCCATGTTCCTTTTCCTTATTTA
ATGAGAATACACCTAGCAGGTAATTAGCTATGATTCACATACTAGCAATGTGATGGCTGTGGGATTTCATTGT
GATGGTAACTGGATGTACTCAGGCTCTGAAGATGGTACTGTTAGAATTTGGGATTTACGGTGAGCTTAAGAGC
TTTTCCAACCTAATGTCTTGTATCATACTATCGTTTCTCATGCTACAAGCCTATTTTACTTGGCAGCAGTTCT
AGTGAAAACTTGAAAAAAATGTTCTTAACTAGGGGACAATCCAGTACAGATCTATCTCCAGGTGCTATCATGC
ATGCTTGCAATATGGTGCTTTGGGTTTGCTTTAAACGGGTTAAATATTAGGGAAACATAAAAGACACACATAT
AGACATTTCGAAAATAATCATGTGTCCACGTCATGAATCGATAGCTCATCCATGAAGGATGACCACACCGATT
TTATTAAAATCGGACTATCTGAATCTTTTAAATCTCATACAACTTCTTTCATGAGTTTGTCTGGTAGTGCTCC
TAGATGGTATGATGTAAATTAGATATTACCTTTTAAATTCTGTACAACAAATTTTCTTAGCTGTAAATCATAT
TTTTTTGTTATTTGTGCATGTATTATTTCAGGACTGGCACTTGCCAACGAGAATATGAAAGTCGTGCTGCAGT
TAACACTGTAGTTCTGCACCCAAATCAGGTGCCAGAAGTTGATACTGCTGTAAGATCTCTGACAGTCATGTGG
GATGGGAGTATGGTGGTTGCTGCAAATAACCGTGGGACATGTTACGTTTGGCGCCTGCTTAAGGGTACTCAGA
CAATTACCTGCTTCGAACCTCTGCACAAACTGCAAGCCCATGATGGCTACATTCTGAAGTGCCTGCTTTCACC
CGAATTTTGCGATCCAAACAGGTATCTTGCCACAGCATCATCTGACCGCACTGTAAAGATTTGGAATGTCGAT
GGCTTCAAGTTGGAAAGAACTTTAGTCGGCCATCAGCGTTGGGTTTGGGACTGTGTCTTCTCCGTCGATGGTG
CTTATCTGATAACAGCATCTTCTGACACTACAGCGAGGCTATGACGAATCCTCTTGGA
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