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RESUMEN

El ribosoma eucaridtico es un organelo formado por rRNA y proteinas ribosomales
(PR). Su funcion es traducir el acido ribonucleico mensajero (MRNA) a proteinas.
Sin embargo, a medida que el conocimiento del ribosoma aumenta, se hace mas
evidente, que ademas de su papel esencial en la sintesis de proteinas, podria ser
clave en la regulacion del tipo de proteinas que se sintetizan, a través de la
heterogeneidad ribosomal. Las modificaciones post-traduccionales en las PR,
como la fosforilacion, forman parte de la heterogeneidad ribosomal. La
fosforilacion de las proteinas juega un papel esencial en la sefalizacion celular y
en la regulacién de la actividad de las proteinas celulares. En maiz hay un factor
de crecimiento similar a la insulina (ZmIGF), que estimula la germinacion de forma
selectiva, similar a como ocurre con la insulina en mamiferos. Uno de los efectos
mas estudiados de la insulina o del ZmIGF es la regulacion de la sintesis de
proteinas, incluyendo a las PR, mediante la activacion de la via blanco de
rapamicina (TOR). Dentro del grupo de investigacion se han estudiado los
cambios en la composicion protéica de los ribosomas durante la germinacion del
maiz, ademas de los cambios provocados por el aumento en la concentracion del
ZmIGF. Como estos grupos de ribosomas tienen un efecto en la velocidad de
traduccion de ciertos mRNAs, conocer los cambios en la fosforilacion de las PR
durante la germinacion del maiz podria contribuir a explicar el papel funcional de la
heterogeneidad ribosomal. En este trabajo se comprob6 que la adicion de insulina
durante la germinacion de semillas de maiz modifica de forma especifica el estado
de fosforilacion de algunas proteinas ribosomales. Se estudiaron los patrones de
fosforilacion durante el proceso de germinacion y se observéd un incremento en la
fosforilacion de las PR PO y P1 y una disminucion en la fosforilacion de S3
respecto a las semillas sin germinar. Mientras que la adicién de insulina durante la
germinacion aument6 la fosforilacion de la proteina P1, sugiriendo que su
fosforilacion podria estar controlada por la actividad de la via TOR. Se demostro la
heterogeneidad ribosomal a través de la fosforilacion y también que la insulina
promueve cambios en la fosforilacion de algunas PR como posible mecanismo de

control traduccional para asegurar una germinacion exitosa en el maiz.




LISTA DE ABREVIATURAS

A. thaliana: Arabidopsis thaliana.

ATP: Adenosin trifosfato.

BSA: Albumina de suero bovino.

CAMP: Adenosin monofosfato ciclico.

CHAPS: 3-(3-colamidopropil-dimetilamonio)-propanosulfonato.
cryo-EM:  Criomicroscopia electrénica.

DMSO: Dimetilsulfoxido.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

DTT: Ditiotreitol.

E. coli: Escherichia coli.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

eEF-2: Factor de elongacion eucariotico 2.
GTPasa: Guanosina trifosfatasa.

IEF: Isoelectroenfoque.

IGFs: Factores de crecimiento similares a la insulina.
IPG: Gradientes de pH inmovilizados.

MRNA: Acido ribonucleico mensajero.

MTOR: Mammalian target of rapamycin.

-OH: Radical hidroxilo.

pl: Punto isoeléctrico.

PO43 : Grupo fosfato.

PTMs: Modificaciones post-traduccionales.
PVDF: Difluoruro de polivinilideno.

RAPTOR: Proteina asociada a la regulacién de TOR.
rRNA: Acido ribonucleico ribosomal.

S6K: Cinasa de la proteina ribosomal S6.

SDS: Dodecilsulfato sodico.

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico.
TBS: Amortiguador salino tris.

TBS-T: Amortiguador salino tris con tween 20.
TOR: Target of rapamycin.

tRNA: Acido ribonucleico de transferencia.

ZmIGF: Factor de crecimiento similar a la insulina de Zea mays.




1. ANTECEDENTES

1.1 EL RIBOSOMA Y SUS PROTEINAS RIBOSOMALES

El crecimiento de un organismo implica el aumento en el tamafio y/o en la
proliferacion celular. En ambos casos, las proteinas constituyen el principal
componente de las células para llevar a cabo estas funciones. La cantidad de
proteinas que pueden ser sintetizadas depende del nuimero de ribosomas
presentes en las células, de tal forma que la biogénesis ribosomal es un proceso

determinante para el crecimiento de un organismo (Villa et al., 2013).

Los ribosomas son complejos macromoleculares responsables de la sintesis de
proteinas en todos los organismos vivos. Un ribosoma proveniente de bacterias o
arqueas se conforma por una subunidad ribosomal grande 50S y una subunidad
ribosomal pequefia 30S, que juntas constituyen el ribosoma 70S. Sus contrapartes
eucariodticas se conforman respectivamente por la subunidad ribosomal grande
60S y la subunidad ribosomal pequeiia 40S formando el ribosoma 80S. Los
ribosomas 70S de procariontes y 80S de eucariontes contienen mas de 50
proteinas ribosomales diferentes y tres o cuatro cadenas de acido ribonucleico
ribosomal (rRNA) (Figura 1) (Melnikov et al., 2012).




Bacteria Eucariontes inferiores Eucariontes superiores
(T. thermophilus o E. coli (8. cerevisiae) (H. sapiens)

e
3.3 MDa 4.3 MDa
54 proteinas 79 proteinas 80 proteinas
3 rRNA 4 rRNA 4 rRNA
Subunidad grande (508): Subunidad grande (6083): Subunidad grande (605):
33 proteinas 46 proteinas 47 proteinas
rRNA 238 - 2,904 bases rRNA 5.85 — 158 bases rRNA 5.85 — 156 bases
rRNA 55 — 121 bases rRNA 258 - 3,396 bases rRNA 285 — 5,034 bases
rRNA 55 — 121 bases rRNA 55 — 121 bases
Subunidad pequefia (308): Subunidad pequena (408): Subunidad pequena (408):
21 proteinas 33 proteinas 33 proteinas
rRNA 168 — 1,542 bases rRNA 188 - 1,800 bases rRNA 185 — 1,870 bases

Figura 1. Composicion de los ribosomas bacterianos y eucariéticos. Los ribosomas
bacterianos y eucaridticos comparten estructuras conservadas compuestas por acido
ribonucléico ribosomal (rRNA) (azul claro) y proteinas ribosomales (naranja). Ademas de
estas estructuras, los ribosomas contienen su propio grupo de proteinas ribosomales
(rojo) y segmentos de expansion del rRNA (azul fuerte). Las lineas punteadas indican
posiciones de los tallos flexibles de los ribosomas que usualmente estan desordenados en
las estructuras de rayos-X. En lugar de la estructura ribosomal humana, se muestra la
estructura 80S de levaduras. Imagenes basadas en estructuras de rayos-X y
criomicroscopia electrénica (cryo-EM). (Imagen tomada de Melnikov et al., 2012 con
algunas modificaciones).




Las proteinas ribosomales son sintetizadas en el citoplasma y después son
transportadas hacia el nucleo para asociarse junto con el rRNA y formar las
subunidades ribosomales pequeiia y grande (Loreni y Ricciardi, 2014). Las
subunidades ya formadas son a su vez regresadas al citoplasma donde realizan

su funcion.

En cuanto a la nomenclatura de las proteinas ribosomales, para facilitar la
comparacion entre los ribosomas de diferentes especies, se ha adoptado un
sistema basado en nombrar a las proteinas de arqueas y eucariontes en funcién
de los nombres de las proteinas de Escherichia coli (E. coli) siempre y cuando
sean homoélogas entre si. Esto se debe a que las proteinas ribosomales de E. coli
fueron las primeras en ser aisladas y secuenciadas completamente. Las proteinas
ribosomales asociadas a la subunidad ribosomal pequefia se nombran con el
prefijo “S” (por small en inglés) y aquellas que estén asociadas a la subunidad
ribosomal grande se nombran con el prefijo “L” (por large en inglés). Las proteinas
ribosomales que se encuentren en los tres dominios (bacteria, arquea y
eucariontes) tendran un prefijo “u” (por universal), las proteinas ribosomales que
solo estén presentes en bacterias tendran un prefijo “b” (por bacterias) y aquellas
proteinas ribosomales que solo se encuentren en eucariontes tendran un prefijo

“e” (por eucariontes) (Figura 2) (Ban et al., 2014; Yusupova y Yusupov, 2016).
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Figura 2. Arquitectura de las subunidades ribosomales (subunidad 40S en el lado
izquierdo y subunidad 60S en el lado derecho) con la nueva nomenclatura para las
proteinas. Las proteinas ribosomales presentes en los tres tipos de organismos existentes
(bacterias, arqueas y eucariontes) tienen un prefijo “u”. Las proteinas especificas de
bacterias tienen un prefijo “b”. Las proteinas especificas de eucariontes tienen un prefijo
“e”. (a) Vista de la interface de las subunidades 40S y 60S. En la imagen se muestra la
cabeza (head), el cuerpo (Bd) y la plataforma (Pt) de la subunidad 40S asi como la
protuberancia central (CP), el tallo L1 (L1-stalk) y el tallo P de la subunidad 60S (P-stalk).
(b) Vista del lado soluble de las subunidades 40S y 60S (Imagen tomada de Yusupova y

Yusupov, 2016).
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El estudio de la relacién entre la estructura y la funcién de los ribosomas en
bacterias y arqueas ha tenido un progreso impresionante en esta Ultima década,
debido a la dilucidacion de estructuras cristalinas de los ribosomas en alta
resolucion (Korostelev y Noller, 2007; Steitz, 2008), lo cual ha permitido estudiar
los cambios en la estructura y composicion de los ribosomas de un mismo
organismo cuando esta presente algun factor de cambio (Byrgazov et al., 2013).
La heterogeneidad ribosomal se basa en estos principios, en la cual ocurren
cambios en la estructura o composicion de las cadenas de rRNA y/o en las
proteinas ribosomales que conforman al ribosoma (Gilbert, 2011). Por ejemplo,
algunos estudios en los ribosomas eucarioticos demuestran que, dependiendo del
tipo de tejido y de las condiciones fisiologicas, se altera la estequiometria de las
proteinas ribosomales de un organismo y que esto a su vez, puede alterar la
eficiencia traduccional del acido ribonucleico mensajero (MRNA) (Mauro y
Edelman, 2002; Gilbert, 2011; Xue y Barna, 2012; Sauert et al., 2015).

Los ribosomas eucariéticos tienen secuencias de rRNAs y de proteinas
ribosomales conservadas desde organismos como las levaduras hasta los
humanos (Venema y Tollervey, 1999). Sin embargo, ademas de estos
componentes conservados, los ribosomas pueden variar en la composicion o en el

estado de modificacion de sus proteinas ribosomales de diferentes maneras.

El estudio de los ribosomas en plantas constituye un reto considerando que el
grado de heterogeneidad en estos organismos es particularmente alto (Giavalisco
et al., 2005). Mientras que cada una de las proteinas ribosomales en los
mamiferos estan usualmente representadas por un solo gen de expresion
(Sugihara et al., 2010) y en las levaduras por uno o dos genes de expresion, que
usualmente codifican para proteinas idénticas (Mclntosh y Warner, 2007), la
situacion es mas compleja en plantas superiores. Por ejemplo, el estudio del
genoma de Arabidopsis thaliana (A. thaliana) reveld que ninguna de sus 80
proteinas ribosomales habia sido codificada por solo una secuencia del gen, la
mayoria fueron codificadas por tres o cuatro genes (Barakat et al.,, 2001). Esta

variabilidad en las proteinas ribosomales también se puede ver afectada por
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estimulos en el ambiente, en A. thaliana se prob6é que existen cambios en la
abundancia de los paralogos de las proteinas ribosomales en respuesta a la

presencia de sacarosa (Hummel et al., 2012).

En maiz, se ha visto una gran variabilidad en los niveles de transcritos de mRNAs
que codifican para las proteinas ribosomales acidas P1, P2A, P2B y P3 entre
distintos organos y tejidos (Szick y Bailey, 2001). Asi como cambios en la
abundancia de algunas proteinas ribosomales como L2, L21 y L29 cuando las
plantas de maiz se desarrollan en distintas condiciones de luz y oscuridad (Zhao
et al., 1999). De igual forma, las proteinas ribosomales pueden ser susceptibles a
numerosas modificaciones post-traduccionales como la fosforilacién, metilacion,
acetilacion y ubiquitinacién, contribuyendo de esta forma a la heterogeneidad
ribosomal (Kruiswijk et al., 1978; Spence et al., 2000; Szick y Bailey, 2001).

La heterogeneidad ribosomal en plantas representa un potencial probablemente
debido a la naturaleza sésil de las mismas y a su necesidad por adaptarse a los
cambios en las condiciones ambientales, a diferencia de los animales, quienes
tienen mayor capacidad para evadir estas fluctuaciones (Cramer et al., 2011,
Carroll, 2013).

Sin embargo, para poder entender el porqué de estos cambios en los
componentes ribosomales es necesario comprender la funcion que cada uno de
ellos desempefia, motivo por el cual se han desarrollado numerosas

investigaciones al respecto.

En general, las proteinas ribosomales juegan papeles criticos en la biogénesis y
en la funcion de los ribosomas (de la Cruz et al., 2015), por lo que ha sido de
importancia el estudio de cada una de las estructuras y procesos relacionados con
los ribosomas. Dentro de las principales funciones de las proteinas ribosomales
estan la interaccion con los residuos de rRNA durante la biogénesis del ribosoma,
el establecimiento y la estabilizacion de las subunidades ribosomales, la
interaccion con los mMRNAs y los factores de traduccion, para el plegamiento de los
polipéptidos recién sintetizados, entre otras funciones (Stahl, 2001; Savada y
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Bonham, 2014; Lu et al.,, 2015). Asi mismo, los residuos de algunas proteinas
ribosomales periféricas conservadas tanto en procariontes como en eucariontes,
estan involucrados en la interaccion con otros componentes moleculares, como
factores de inicio de la traduccion y chaperonas moleculares (Melnikov et al.,
2012).

En adicién a la participacion esencial que tienen las proteinas ribosomales en la
biogénesis ribosomal y en la produccion de proteinas durante el desarrollo celular,
se han podido elucidar algunas funciones bioquimicas, celulares y fisiolégicas de
las proteinas ribosomales independientes de la maquinaria ribosomal (Zhou et al.,
2015). Estudios previos han demostrado que la reduccién en los niveles de
algunas proteinas ribosomales, pueden causar efectos perjudiciales en el
desarrollo y fisiologia de un organismo. En plantas, como A. thaliana, se ha visto
gue las mutaciones en el gen de las proteinas ribosomales S18 y S13 afectan la
viabilidad de los embriones o el desarrollo de la planta (Van et al., 1994; Ito et al.,
2000).

El estudio de las estructuras de los ribosomas eucarioticos mediante rayos-X de
alta resolucién y criomicroscopia electronica (cryo-EM) han sido fundamentales en
el desarrollo de modelos més detallados para comprender el papel que tienen las
proteinas ribosomales en la estructura, funcién y asociacion ribosomal (Yusupova
y Yusupov, 2014).

1.2 EL CONTROL TRADUCCIONAL Y LA FOSFORILACION DE LAS
PROTEINAS RIBOSOMALES

La sintesis de proteinas es uno de los procesos biol6gicos de mayor consumo de
energia que esta estrictamente regulado. Las células eucaridticas utilizan
mecanismos complejos para regular la sintesis de proteinas que generalmente
involucran multiples niveles de control. El control de la expresion genética a nivel
de la traduccién permite que las células tengan mecanismos para promover o

reprimir rapidamente la sintesis de proteinas especificas en respuesta a sefiales
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de desarrollo y/o del medio ambiente. Estos mecanismos de control traduccional
son especialmente importantes en las plantas, en donde la velocidad de la
traduccion debe de responder rapidamente a las fluctuaciones de las condiciones
ambientales (Muench et al., 2012).

La combinaciéon de los mecanismos transcripcionales, post-transcripcionales,
traduccionales y post-traduccionales permiten a la planta balancear la sintesis y la
degradacion de proteinas de forma regular para poder cubrir sus necesidades de
desarrollo, energéticas y frente a los cambios del medio ambiente (Edwards et al.,
2012; Galland et al., 2014).

Las modificaciones post-traduccionales (PTMs) en las proteinas ribosomales
como la fosforilacién, metilacibn y acetilacion estan involucradas en el
procesamiento del ribosoma y en el control de la traduccion. Se ha visto que en los
organismos eucarioticos cerca del 5% de su genoma codifica para enzimas
involucradas en las PTMs (Walsh, 2006).

La fosforilacion de las proteinas involucra la generacién de un grupo éster entre el
radical hidroxilo (-OH) de un aminoacido y un grupo fosfato (PO4*) que

normalmente se transfiere desde una molécula de adenosin trifosfato (ATP).

Hasta la fecha, se han identificado cerca de 300 sitios de fosforilacion en las
proteinas ribosomales de organismos eucarioticos y la mayoria de las
fosforilaciones ocurren en residuos de serina, treonina o tirosina, aunque, en
procariontes también se han encontrado fosforilaciones en residuos de histidina,
arginina o lisina (Fox, 2016). El estado de fosforilacion de las proteinas
ribosomales ha demostrado ser crucial para la regulacién de las interacciones
entre proteinas y para la actividad en el inicio de la traduccién (Muench et al.,
2012).

En los organismos eucariéticos, especialmente en las plantas, se han reportado
diversos cambios en la fosforilacién de las proteinas ribosomales cuando hay un
factor externo que altera el ambiente (Turkina et al., 2011; Boex-Fontvieille, et al.,
2013; Carroll, 2013).
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Kruiswijk et al., (1978) descubrieron la fosforilacion de seis proteinas ribosomales
(PO, P1, P2, L24, S5 y S6) en levaduras, desde entonces, la mayoria de las
investigaciones se han enfocado en el estudio especifico de la proteina ribosomal
S6, que en eucariontes superiores se ha visto su fosforilacién en cinco diferentes
residuos de serina. Se ha visto que la velocidad de fosforilacion de la proteina
ribosomal S6 esta regulada por la via blanco de la rapamicina (TOR) (Yerlikaya et
al., 2016). La proteina ribosomal S6 puede ser fosforilada por la cinasa de la
proteina ribosomal S6 (S6K) y a su vez la S6K puede fosforilarse por otras cinasas
como la proteina TOR, especificamente por el complejo formado por TOR y la
proteina asociada a la regulacion de TOR (RAPTOR) (Meyuhas, 2015; Fonseca et
al., 2016).

La proteina S6 reside en la interface de la subunidad 40S, yuxtapuesta con la
subunidad grande 60S, donde aparentemente hace contacto con el rRNA 28S. En
esta regidon ocurren muchos procesos centrales relacionados con la traduccion
como la uniéon del mRNA y el &cido ribonucleico de transferencia (tRNA), ademas
de la asociacién con varios factores de inicio y de elongacion de la traduccion
(Meyuhas, 2015). La fosforilacion de S6 induce y estabiliza los cambios
conformacionales en el ribosoma lo que permite la asociacion diferencial del

ribosoma con otras proteinas o mRNAs (Meyuhas, 2000).

También se sabe que la modificacion en la fosforilacion de S6 es un paso clave en
el control traduccional, ya que tiene efectos drasticos sobre el crecimiento celular y
sobre la formacién de polisomas en células de maiz (Sanchez de Jiménez, et al.,
1997; Williams et al., 2003).

En plantas, sélo algunas proteinas ribosomales se han identificado como
susceptibles a fosforilacién. Estas investigaciones han involucrado ensayos con
fésforo radiactivo (Pérez et al., 1993; Beltran et al., 2002) o analisis proteémicos
para la identificacion de la fosforilacién en las proteinas ribosomales (Turkina et
al., 2011; Boex-Fontvieille, et al., 2013). En levaduras también se han realizado
inmunodetecciones para identificar la fosforilacibn de algunas proteinas
ribosomales (Bou et al., 2000; Bautista y Zinker, 2014).
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En A. thaliana se reporté un aumento en el grado de fosforilacion de las proteinas
ribosomales S6, L29 y P1 en hojas recolectadas durante el dia en comparacion de
las que se recolectan en la noche, indicando que la fosforilacién diferencial de
estas proteinas puede contribuir a la modulacién de la sintesis de proteinas en
plantas durante la noche (Turkina et al., 2011). Posteriormente se identificaron 25
sitios nuevos de fosforilacion en las proteinas ribosomales de hojas de A. thaliana
sometidas a diferentes condiciones fotosintéticas. Algunas proteinas ribosomales,
como la S14A y la L13D, se vieron afectadas significativamente, disminuyendo sus
niveles de fosforilacion en presencia de luz durante su desarrollo (Boex-Fontvieille
et al.,, 2013). En la Tabla 1 se presentan las proteinas ribosomales susceptibles a

fosforilacién que han sido reportadas en distintos tejidos de A. thaliana.

Tabla 1. Proteinas ribosomales fosforiladas de Arabidopsis thaliana. Se presentan
diferentes isoformas de algunas proteinas ribosomales que se han encontrado
fosforiladas en A. thaliana, con sus respectivos datos de peso molecular y punto
isoeléctrico (Barakat et al., 2001; Boex-Fontvieille, et al., 2013; Carroll, 2013).

Proteina Ribosomal Peso Molecular (kDa) | Punto Isoeléctrico (pl)
L3A 44.6 11

L6B, L6C 26, 26.1 11.2, 11.2

L11A, L11B, L11C, L11D | 20.9, 20.9, 21.1, 20.9 | 10.7, 10.8, 10.8, 10.8
L13B, L13D 23.8, 235 11.7, 11.7

L29A 7.0 12.0

POB, POC 341, 344 4.8, 4.9

P1A, P1B, P1C 11.2, 11.0, 11.2 4.1, 4.0, 4.1

P2A, P2B, P2D 11.4, 114, 11.0 4.4, 4.4, 4.2

P3A, P3B 11.8, 11.9 4.2, 4.3

S2C 30.9 11.1

S3aA, S3aB 29.9, 29.8 10.6, 10.5

S6A, S6B 28.4, 28.1 11.4, 11.5

S9B 23.0 10.9

S10A 19.4 10.5

S14A, S14B 16.3, 16.3 11.3, 11.3

S17 16.0 10.8

S27A, S27B, S27C 9.5, 95, - 9.1, 8.7, -

RACK1B 35.8 6.6
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Otras proteinas ribosomales en plantas susceptibles a la fosforilacion son las
proteinas P o también conocidas como proteinas ribosomales acidas P1, P2 y P3.
Estas proteinas son interesantes debido a que su concentracion fuera del
ribosoma es mucho mas alta que la de la mayoria de las otras proteinas
ribosomales dependiendo en parte del estado metabdlico de la célula, ademas son
las Unicas proteinas ribosomales que se pueden encontrar libres en el citoplasma
(Fox, 2016). Las proteinas acidas se encuentran fosforiladas cuando estan unidas
al ribosoma y desfosforiladas cuando estan libres en el citoplasma. Son
categorizadas con base en las similitudes de sus secuencias primarias. En
bacterias y levaduras solo hay dos grupos P1 y P2, mientras que en plantas

ademas de las anteriores hay un tercer grupo P3 (Kang et al., 2016).

Las proteinas ribosomales &cidas forman una estructura lateral junto con la
proteina ribosomal PO en la subunidad grande 60S, conocida como tallo
ribosomal. Para establecer la estructura del tallo ribosomal se ha visto que en
levaduras, P1A forma un dimero con P2B y a su vez P2A forma otro dimero con
P1B. Cada dimero se une con la proteina ribosomal PO a través de la interaccion
con P2 formando una estructura pentamérica (Liljas, 2004; Krokowski et al., 2006).
El tallo ribosomal esta localizado en el lado del ribosoma donde ocurren las
interacciones con mMRNAs, tRNAs y factores de traduccion durante la sintesis de
proteinas (Ballesta y Remacha, 1996; Wahl y Mdller, 2002). Esta estructura
participa en el proceso de elongacién del péptido durante la traduccion mediante la
interaccién con el dominio de la guanosina trifosfatasa (GTPasa) y con el factor de
elongacion eucaridtico 2 (eEF-2) en el ribosoma (Bargis-Surgey et al., 1999;
Uchiumi y Kominami, 1992).

En raices de plantulas de maiz, se reportdé que las proteinas ribosomales &cidas
(P1, P2A y P3) disminuyen su estado de fosforilacion cuando la planta se somete

a condiciones de anoxia (Szick y Bailey, 2001).
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1.3 LA GERMINACION

El proceso de germinacion de una semilla es una fase critica en el ciclo de vida de
la planta debido a su gran vulnerabilidad a enfermedades y a estrés ambiental. El
éxito de la germinacion de una semilla y el establecimiento normal de una plantula
son caracteristicas determinantes para la propagacion de las diversas especies de
plantas, lo cual tiene mucha relevancia en plantas que son de importancia

econdémica y ecoldgica (Shu et al., 2015).

Durante la germinacién, las semillas sufren grandes cambios morfolégicos debido
a su posterior transformacion en plantulas normales, lo que implica que haya
cambios drasticos en la expresion genética a nivel transcriptomico y proteémico
(Holdsworth et al., 2008; Weitbrecht et al., 2011).

La germinacion va a depender en parte del estado de desarrollo, maduracion y
desecacion de la semilla. Después de la maduracion, la semilla es sujeta a la
etapa de desecacion y es durante esta etapa que los aminodcidos y algunos
azucares son acumulados para ser utilizados en el inicio de la germinacion (Han y
Yang, 2015).

La germinacién comienza con la imbibicion de la semilla madura y seca y termina
con la protrusion de la radicula. La imbibicion de la semilla restablece la actividad
metabdlica en el eje embrionario y uno de los primeros eventos que ocurre durante
esta etapa es la integracion del aparato traduccional y la sintesis de proteinas, ya
que son requeridos para llevar a cabo el crecimiento y establecimiento de la
plantula (Aguilar y Sanchez, 1984). En semillas de A. thaliana y de arroz se ha
visto que la adiciébn de inhibidores de la traduccién limita el proceso de

germinacion (Rajjou et al., 2004; He et al., 2011).

Durante el proceso de germinacion de A. thaliana y arroz, la sintesis de proteinas
comienza en la etapa de imbibicion mediante la traduccion de mMRNAs
almacenados en la semilla seca, movilizando las reservas y activando metabolitos
(Rajjou et al., 2012). Posteriormente la sintesis de proteinas continda con la

traduccion de mRNAs recién sintetizados (Nakabayashi et al., 2005; Howell et al.,
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2009). Asi mismo, en maiz se ha visto que hay una traduccion activa de mRNAs
almacenados, de los cuales algunos traducen proteinas ribosomales (Beltran et
al., 1995).

A diferencia de A. thaliana, las semillas de cereales como el arroz, la cebada y el
maiz contienen endospermos grandes para la acumulacion de nutrientes y
embriones pequefos para el establecimiento de la plantula. Durante el inicio de la
germinacion, el endospermo del arroz absorbe agua de forma rapida e incrementa
Su peso sin cambio obvio en su tamafio, mientras que el tamafio del embrién se

expande a lo largo con incremento en peso (Han y Yang, 2015).

La germinacion involucra algunos cambios metabdlicos y estructurales como la
reparacion del acido desoxirribonucleico (DNA), la activacion para la movilizaciéon
de reservas, la divisién celular, el reinicio de la transcripcion y traduccion, entre
otros. Estos cambios estan regulados por una red compleja de sefializaciones
metabolicas que son altamente sensibles a alteraciones enddgenas y exdgenas
(Han y Yang, 2015; Oracz y Stawska, 2016).

1.4 LA RUTA TOR EN MAIz

Los mecanismos que coordinan el crecimiento y la division celular no se conocen
del todo, pero se sabe que la via de sefalizacion mediada por la proteina
reguladora TOR regula ambos procesos, el crecimiento celular y la progresion del

ciclo celular (Fingar et al., 2004).

En la mayoria de los eucariontes no fotosintéticos, desde las levaduras hasta los
mamiferos, la ruta conservada de transduccion de sefiales TOR coordina el
crecimiento y la progresiéon del ciclo celular, estimulando la transicién entre las
fases G1 — S (Kozma y Thomas, 2002; Ekim et al., 2011), asi como procesos
metabdlicos relacionados con el nivel de energia o la apoptosis (Liao et al., 2008).

También se ha visto que este proceso de sefializacion transduccional induce la
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biogénesis ribosomal y aumenta selectivamente la sintesis de proteinas
ribosomales (Shahbazian et al., 2006; Wang y Proud, 2006; Villa et al., 2013).

Los mitdgenos, hormonas y factores de crecimiento son producidos por los
eucariontes para coordinar su desarrollo y crecimiento. La ruta TOR puede ser
activada por sefiales del medio ambiente, nutrientes, factores de estrés, hormonas

entre ellas la insulina o por factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs).

En plantas, hay evidencias de que la cinasa TOR se ha conservado a lo largo de
la evolucion y que esta involucrada en el control del crecimiento y la proliferacion
celular. En maiz, se ha encontrado que los ortélogos de las proteinas TOR y S6K
son fundamentales para el desarrollo de nuevas plantas (Reyes et al.,, 2004;
Agredano et al., 2007).

Los IGFs son pequefios péptidos de sefializacion que se encuentran ampliamente
presentes en células animales. Presentan diversificacion de acuerdo con el tejido
o la etapa de desarrollo conservando su papel en el control del crecimiento y
desarrollo celular (Cohick y Clemmons, 1993). Asi mismo, se ha demostrado la
existencia de algunos péptidos reconocidos por anticuerpos contra la insulina,
presentes en plantas mono y dicotiledéneas, sugiriendo la presencia de los IGFs
en diferentes especies vegetales (Watanabe et al.,, 1994; Garcia et al., 2001;
Ribeiro et al., 2009).

En maiz, se purific6 un péptido de 5.7 kDa a partir de los ejes embrionarios, que
se reconocié con el anticuerpo para insulina humana y se demostr6 que su
estructura terciaria es similar a la de la insulina por lo que se le nombré factor de
crecimiento similar a la insulina de Zea mays (ZmIGF) (Rodriguez et al., 2011). El
ZmIGF presenta caracteristicas bioquimicas que sugieren su participacion en la
ruta TOR, debido a que induce el crecimiento de las plantulas de maiz, la sintesis
de proteinas ribosomales, asi como la biogénesis ribosomal de forma similar a
como ocurre con la insulina en animales (Garcia et al., 2001; Dinkova et al., 2007;
Jiménez et al., 2011; Villa et al., 2013). Ademas, se ha reportado que el ZmIGF

regula el crecimiento celular mediante la proliferacion celular en tejidos de maiz,

21




sugiriendo que las propiedades bioquimicas y funcionales de los factores de
crecimiento entre plantas y animales son bastante similares (Sotelo et al., 2010;
Avila et al., 2013).

Es importante mencionar que tanto la insulina como el ZmIGF promueven la
fosforilacion de la proteina ribosomal S6 en la subunidad ribosomal 40 S a través
de la activacion de la via de transduccion de sefales TOR, de forma similar como
se observa cuando se adiciona insulina bovina en células de mamiferos (Sanchez
de Jiménez, et al., 1999; Dinkova, et al., 2007).
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El presente trabajo de investigacion esta basado en la siguiente
2. HIPOTESIS

El ZmIGF modifica en forma especifica el estado de fosforilacion de las proteinas

ribosomales durante la germinacién de semillas de maiz.

3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los cambios que ocurren en la fosforilacion de las proteinas ribosomales
en los ejes embrionarios de las semillas quiescentes de maiz y durante la
germinacion de las mismas, en presencia o ausencia del factor de crecimiento tipo

insulina.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Conocer el patrén de fosforilacion de las proteinas ribosomales en los ejes

de maiz sin germinar.

2. Conocer el patréon de fosforilacion de las proteinas ribosomales en los ejes
de maiz germinados por 24 horas con o sin la adicion del factor de

crecimiento tipo insulina.

3. ldentificar qué proteinas ribosomales estan fosforiladas en los ejes
embrionarios quiescentes y cuales proteinas ribosomales se fosforilan
después de la germinacion con o sin la adicién del factor de crecimiento tipo

insulina.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Semillas de maiz

Extraccion de ejes
embrionarios

Obtencion de ribosomas
citosolicos

Extraccién de proteinas
ribosomales

Purificacion de proteinas
ribosomales fosforiladas

Analisis por electroforesis
SDS-PAGE de las proteinas
ribosomales fosforiladas

Andlisis por electroforesis de
doble dimension

Identificacion de proteinas
ribosomales fosforiladas

24

Variedad chalquefio

Quiescentes y germinados
por 24 h con o sin insulina

Sedimentacién por
ultracentrifugacion en
colchén de sacarosa

MgClz y 4cido acético glacial

Cromatografia de afinidad

Tincion con Pro-Q Diamond para
proteinas fosforiladas

Tincién con Pro-Q Diamond para
proteinas fosforiladas

Espectrometria de masas



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Equipos y reactivos

Tabla 2. Lista de equipos y reactivos utilizados.

Equipo o reactivo

Compaiiia

ChemiDoc XRS.
Protean IEF Cell.
Ready Gel IEF 3-15%.
Tiras IPG pH 3-10.

Bio-Rad (Berkeley, California, EUA)

Epoch.

BioTek (Winooski, Vermont, EUA)

Anticuerpo contra fosfoserina Q5.
Kit de purificacion de fosfoproteinas.

Qiagen (Venlo, Hilden, Alemania)

Sustrato para la peroxidasa Luminata
Crescendo.

Merck Millipore (Billerica, Massachusetts,
EUA)

Tabletas inhibidoras de proteasas
Complete.

Roche (Basilea, Suiza)

Anticuerpos contra S2, S6, L13y L29.

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
California, EUA)

Anfolitos Pharmalyte pH 3-10.
Coctel 3 inhibidor de fosfatasas.

Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA)

Colorante de fosfoproteinas Pro-Q
Diamond.

Estandares de peso molecular
PeppermintStick.

NanoDrop 2000.

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, EUA)

6.2 Material bioldgico

Se trabajé con semillas de maiz (Zea mays L.) de la variedad Chalquefio, las

semillas se lavaron con etanol al 70% y posteriormente con hipoclorito de sodio al

1%. Las semillas se germinaron en algoddn y agua, conteniendo o no insulina en

solucion (200 pU/mL). Las semillas se incubaron a 28°C por 24 h. Los ejes

quiescentes y germinados por 24 h se extrajeron manualmente con un bisturi e

inmediatamente se congelaron con nitrégeno liquido para su almacenamiento a

-70°C hasta su uso.

25




6.3 Extraccion de ribosomas citosoélicos

Se siguid la metodologia descrita por Davies y Abe, (1995) con algunas
modificaciones. A partir de los ejes embrionarios de semillas quiescentes y
germinadas con o sin insulina, se aislaron los ribosomas citosolicos. Los ejes
embrionarios se homogeneizaron con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino
el cual se resuspendi6 en 5 mL (por cada gramo de ejes) de solucion
amortiguadora de extraccion (Tris-HCI 200 mM pH 7.6, KCI 50 mM, MgCl210 mM,
EGTA 2 mM, B-mercaptoetanol al 0.5%, heparina al 1%, polioxi etileno 10-tridecil
éter al 2%, desoxicolato de sodio al 1%, una tableta inhibidora de proteasas,
inhibidores de fosfatasas al 0.5%). La mezcla resultante se incubé en hielo por 20
minutos y se homogeneiz6 2 veces por 2 minutos con el politrén Ultra Turrax. El
material se centrifugd a 27000 x g por 30 minutos a 4°C y el sobrenadante se
adicion6 sobre 6 mL de una solucién de sacarosa (sacarosa 1 M, Tris-HCI 50 mM
pH 7.6, KCI 25 mM, MgCl2 10 mM, B-mercaptoetanol al 0.5%). Los ribosomas
citoplasmicos se sedimentaron en la solucion de sacarosa mediante
ultracentrifugacion a 100,000 x g por 4 horas a 4°C. El sedimento ribosomal se

enjuago con agua estéril y se almaceno a -20°C hasta su uso.
6.4 Cuantificacién de ribosomas citosélicos

El sedimento de ribosomas citosolicos se resuspendié en agua estéril y se midio
su absorbancia a una longitud de onda de 260 nm en el espectrofotometro
NanoDrop utilizando agua desionizada estérii como blanco. El valor de la
absorbancia a 260 nm dividido entre 11.1 equivale a la concentracion de

ribosomas en mg/mL (Turkina et al., 2011).
6.5 Extraccién de proteinas ribosomales

Las proteinas ribosomales se obtuvieron de los ribosomas citosoélicos aislados
previamente (Siegmann y Thomas, 1987; Pérez et al., 1993; Williams et al., 2003).
El sedimento de ribosomas citosélicos se resuspendié en agua estéril y se le
adicionaron 0.1 volimenes de MgClz2 1M y dos volumenes de &cido acético glacial

en rapida sucesion. El material se agito suavemente por una hora a 4°C. Se
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centrifugd a 14,000 x g por 10 min a 4°C para remover el rRNA. A partir del
sobrenadante se obtuvieron las proteinas ribosomales mediante precipitacion con
cuatro volimenes de acetona a -20°C por 12 h. Posteriormente se centrifugd a
14,000 x g por 10 min a 4°C. El precipitado de proteinas ribosomales se lavé una
vez con acetona al 80%, 4°C y otra con etanol absoluto a 4°C, se centrifugd en
cada lavado a 14,000 x g por 10 min a 4°C. Se decant6 el sobrenadante y el
sedimento de proteinas ribosomales se secO a temperatura ambiente por 5
minutos y después se liofilizd. El pellet de proteinas ribosomales se almacené a

-20 °C hasta su uso.
6.6 Cuantificacion de proteinas mediante la técnica de Bradford

Las muestras de proteinas ribosomales se cuantificaron siguiendo la técnica de
Bradford (Bradford, 1976) y se utiliz6 albamina de suero bovino (BSA) como
proteina estdndar. Los pellets de proteinas ribosomales se resuspendieron en 500
uL de agua estéril. Se tomé una muestra de la solucién resultante y se hizo
reaccionar con el reactivo de Bradford, después de un minuto en agitaciéon se
midié la absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de 595 nm en el
lector de placas Epoch. Para realizar la curva patrén se utilizé una solucién de 0.5
mg/ml de BSA para cubrir un rango de proteina de 0 ug a 7.5 yg de BSA. Se
graficaron los resultados y se realizé la regresion lineal de los mismos, la ecuacién
resultante de la curva patron se utiliz6 para obtener la concentracién de las

muestras de proteinas ribosomales en unidades de mg/mL.
6.7 Cuantificacién de proteinas mediante UV

Las muestras de proteinas ribosomales utilizadas para las electroforesis en una y
dos dimensiones se cuantificaron mediante espectrofotometria en la regién
ultravioleta a 280 nm. Esta técnica se basa en la absorcion de la radiacion en el
ultravioleta cercano (280 nm) por las proteinas, dependiendo del contenido de
aminoacidos aromaticos en la muestra, como tirosina y triptéfano (y en menor

grado del contenido de fenilalanina) (Aitken y Learmonth, 2002).
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Los sedimentos de proteinas ribosomales se resuspendieron en 500 puL de agua
estéril y se midio la absorbancia a 280 nm en el NanoDrop. Se utilizé agua
desionizada estéril como blanco y la concentracion de las muestras se obtuvo en

unidades de mg/mL.
6.8 Purificacion de proteinas fosforiladas mediante cromatografia de afinidad

Las proteinas ribosomales fosforiladas se purificaron a partir de las muestras de
proteinas ribosomales totales, extraidas de los ejes embrionarios de maiz. Se
utilizé el kit de purificacion de fosfoproteinas siguiendo el protocolo del fabricante
(QIAGEN, 2011). Esta técnica se basa en la purificacion de las proteinas
fosforiladas mediante cromatografia de afinidad. Las columnas de purificacion
contienen en su fase estacionaria ligandos (iones metalicos) afines a los grupos
fosfato, por lo que al introducir la muestra, las proteinas con fosforilaciones se
unen a los ligandos y se quedan retenidas en la columna hasta su elucién con el

amortiguador que contiene sales de fosfato.

La columna de purificacion se equilibré con 4 mL de la solucion A [Amortiguador
de lisis y 0.25 %(w/v) de solucidon 3-(3-Colamidopropil-dimetilamonio)-
propanosulfonato (CHAPS)]. Se ajust6 la concentracién de proteinas ribosomales
a 0.1 mg/mL (mediante la técnica de Bradford) en una solucién final (10 pL de
Benzonase Nuclease, una tableta de inhibidores de proteasas y solucién A) de 25
mL. La solucion resultante con 2.5 mg de proteina ribosomal, se paso a través de
la columna para la unién de las proteinas ribosomales fosforiladas con los ligandos
de la columna. Se lavo la columna con 6 mL de solucion A para eluir todas las
proteinas no fosforiladas de la resina, ésta fraccion se colectd para su posterior
analisis. Se eluyeron las proteinas ribosomales fosforiladas con 2 mL de solucién
B [Amortiguador de elucion y 0.25 %(w/v) de solucion CHAPS]. Se llevo a cabo la
precipitacion de las proteinas ribosomales, tanto fosforiladas como no fosforiladas,
utilizando acetona hasta un 80% por 12 h a 4°C. Las proteinas ribosomales
fosforiladas y no fosforiladas se sedimentaron mediante centrifugacion a 12,000 x
g por 10 min a 4°C. El pellet resultante de proteinas se secdé por 5 min a

temperatura ambiente y posteriormente se liofilizé. Se analizo el perfil de las
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proteinas fosforiladas y no fosforiladas mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE).
6.9 Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis SDS-PAGE es un método analitico que permite separar a las
proteinas en relacibn a su masa molecular. La adiciébn del detergente i6nico
dodecilsulfato sodico (SDS) a las proteinas genera la formacion de complejos
SDS-proteina causando la desnaturalizacion de las proteinas y confiriéndoles
cargas negativas. De esta forma las proteinas cargadas negativamente migraran
desde el catodo hasta el &nodo durante la electroforesis y se separaran en el gel

de poliacrilamida en funcion de sus tamafios moleculares.

Se realizaron distintos ensayos de electroforesis SDS-PAGE para el analisis de
las muestras de proteinas ribosomales fosforiladas y proteinas ribosomales

totales.

Se utilizaron 30 yg de proteinas ribosomales para cada estado evaluado. Se
adicion6 solucién de carga (Tris 0.12 M, SDS 4%, B-mercaptoetanol al 10%,
glicerol al 20%, azul de bromofenol al 2 mg/mL) a las muestras de proteinas
ribosomales y a los estandares de peso molecular con fosfoproteinas
PeppermintStick. Posteriormente, las muestras se incubaron a 85°C por 5 min
para la desnaturalizacion de las proteinas y se cargaron en los geles MiniProtean
TGX de 4-15% de poliacrilamida. La electroforesis se realiz6 a 100 V por 2 horas o
hasta que el frente de corrida alcanzara el borde del gel.

6.10 Western blot

Se realizaron ensayos de western blot para identificar la presencia de las
proteinas ribosomales S2, S6, L13 y L29, asi como la identificacion de las
proteinas con fosforilaciones en residuos de serina. Para ello, se utilizaron

anticuerpos especificos para S2, S6, L13, L29 y anti-fosfoserina.

La técnica de western blot se basa en una previa separacion de las proteinas

mediante SDS-PAGE y posteriormente la transferencia de estas proteinas a una
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membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) para su identificacion con

anticuerpos especificos.

La electroforesis SDS-PAGE se realiz6 al 15% de acrilamida y se corrié 3 h a 100
V. Al finalizar, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF con un
tamafo de poro de 0.2 um, durante 1 hora y 15 minutos a 100 V, utilizando una
solucion de transferencia con pH 8.3 (Tris-HCI 12.5 mM, glicina 96 mM, metanol al
20 %, SDS al 20%).

6.10.a Titulacion de anticuerpos primarios anti-S2, anti-S6, anti-L13 y anti-
L29

Antes de realizar la técnica de inmunodeteccion se evaluaron diferentes diluciones
de los anticuerpos primarios para determinar la dilucién adecuada a utilizar. Se
usaron anticuerpos primarios, especificos para las proteinas ribosomales S2, S6,
L13 y L29 de Santa Cruz Biotechnology. Se evaluaron las diluciones que se
mencionan en la Tabla 3 mediante ensayos de western blot utilizando muestras de

proteina ribosomal de ejes de maiz germinados por 24 horas.

Tabla 3. Diluciones utilizadas para la titulacién de los anticuerpos primarios

Anticuerpo primario | No. de catélogo Diluciones

Anti-S2 Sc-135389 1:200; 1:1000; 1:2000; 1:10000
Anti-S6 Sc-20085 1:200; 1:1000; 1:2000; 1:10000
Anti-L13 Sc-133960 1:200; 1:1000; 1:2000; 1:10000
Anti-L29 Sc-103166 1:200; 1:1000; 1:2000; 1:10000

6.10.b Western blot anti-S2, anti-S6, anti-L13 y anti-L29

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:
e Anti-S2 IgG policlonal de conejo. Sc-135389
e Anti-S6 IgG policlonal de conejo. Sc-20085
e Anti-L13 IgG policlonal de conejo. Sc-133960
e Anti-L29 IgG policlonal de cabra. Sc-103166
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Se llevd a cabo la electroforesis SDS-PAGE con muestras de proteinas
ribosomales fosforiladas y proteinas ribosomales no fosforiladas (purificadas por
cromatografia de afinidad). Posteriormente estas proteinas se transfirieron a una
membrana de PVDF. Después de la transferencia, la membrana se incubd por una
hora a temperatura ambiente con una solucion de leche descremada al 5% (w/v)
en el amortiguador salino tris con tween 20 (TBS-T) (Tris-HCI 10 mM, pH 7.6; NacCl
0.14 M; tween 20 al 0.25%). Se lavé la membrana dos veces por 10 minutos cada
vez en solucion de TBS-T (Solucion TBS, tween 20 al 0.1%) y una vez por 10
minutos en solucién TBS (Tris-HCI 10 mM, pH 7.6, NaCl 0.14 M). Se incubd la
membrana con cada anticuerpo primario (anti-S2, anti-S6 y anti-L13) durante toda
la noche a 4°C en una solucion TBS-T al 0.25%. La membrana se lavo dos veces
por 10 minutos cada vez en solucién TBS-T al 0.25% y una vez por 10 minutos
con solucion TBS-T al 0.1%. Se procedio a incubar la membrana con el anticuerpo
secundario (Tabla 4) en la solucién TBS-T al 0.1% durante una hora a temperatura
ambiente. Posteriormente la membrana se lavé dos veces por 10 minutos cada

vez en TBS-T al 0.1% y un tercer lavado con la solucién TBS por 10 minutos.

Tabla 4. Caracteristicas de los anticuerpos secundarios utilizados en el western blot para
la deteccién de las proteinas ribosomales S2, S6, L13 y L29.

Proteina ribosomal Anticuerpo secundario | Dilucién del anticuerpo
S2 IgG anti-conejo acoplado
S6 a fosfatasa alcalina, 1:1000
L13 SIGMA.
L29 IgG anti-cabra acoplado 1:2000
a peroxidasa, ZYMED

Por ultimo, se llevd a cabo la reaccion de deteccion de las proteinas ribosomales,
el tipo de reaccion (colorimétrica o quimioluminiscente) fue determinado por la
enzima acoplada al anticuerpo secundario que se utilizé (fosfatasa alcalina o

peroxidasa).

La reaccién de deteccidén de las proteinas ribosomales S2, S6 y L13 se llevo a
cabo mediante colorimetria con la enzima fosfatasa alcalina. Para esto se incubd

la membrana por 5 minutos en una solucion amortiguadora para fosfatasa (Tris
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base 1 M, pH 9.5; NaCl 0.1 M; MgCl25 mM), se desech¢ la solucion anterior y se
adicionaron 10 mL de la solucion para fosfatasa en la cual se agregaron los
sustratos para la fosfatasa alcalina; 100 uL de azul nitro tetrazolio (33 mg/mL de
dimetilsulféxido (DMSO) al 70%) y 100 uL de 5-Br-4Cl-3-indol fosfato toluidina
(7mg/mL DMSO al 100%). La membrana se incubd con la solucién anterior hasta
la aparicion de bandas color café. Para detener la reaccion, la membrana se lavo
con agua (50 mL) y se adicionaron 50 uL de &cido etilendiaminotetraacético

(EDTA) 0.5 M para evitar la coloracion café del fondo de la membrana.

En cambio, la reaccién de deteccion para la proteina ribosomal L29 se realizd
mediante quimioluminiscencia con la enzima peroxidasa. Para esto la membrana
se hizo reaccionar directamente con el sustrato para la peroxidasa Luminata

Crescendo.
6.10.c Western blot anti-fosfoserina

Se realizé la electroforesis SDS-PAGE utilizando 30 ug de proteina ribosomal para
cada estado evaluado y se utilizaron estandares de peso molecular con dos
fosfoproteinas y cuatro proteinas sin fosforilar PeppermintStick como controles
positivos y negativos respectivamente. Al finalizar se llevd a cabo la transferencia
de las proteinas a una membrana de PVDF. Posteriormente y siguiendo la
metodologia de QIAGEN (2011), la membrana se lavé dos veces por 10 minutos
cada vez a temperatura ambiente (15 - 25°C) con una solucion de TBS. La
solucién anterior se deseché y la membrana se incubd por una hora a temperatura
ambiente con una solucion de BSA al 5% (w/v) en TBS-T al 0.1%. La membrana
se lavd dos veces por 10 minutos cada vez en solucion de TBS-T al 0.1% y una
vez por 10 minutos en solucion TBS. La membrana se incubd con el anticuerpo
primario anti-fosfoserina de raton Q5 (# de cat. 37430) en una dilucion 1:350
durante toda la noche a 4°C utilizando una solucion TBS-T al 0.1%. La membrana
se lavé dos veces por 10 minutos cada vez en solucion TBS-T al 0.1% y una vez
por 10 minutos con solucion TBS. Se incubo la membrana con el anticuerpo

secundario anti-raton acoplado a fosfatasa alcalina en una dilucién 1:2000 en la
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solucion TBS-T al 0.1% durante una hora a temperatura ambiente. La membrana

se lavo cuatro veces por 10 minutos cada vez en TBS-T al 0.1%.

La reaccion de deteccion por colorimetria se llevé a cabo siguiendo el mismo

procedimiento que en el punto 6.10.b.
6.11 Electroforesis de doble dimensién (2 DE)

La electroforesis de doble dimension permite separar a las proteinas en la primera
dimension de acuerdo con su punto isoeléctrico y en la segunda dimensién de
acuerdo con su peso molecular. Las proteinas son separadas en la primera
dimensién en funcién de su carga eléctrica a través de un proceso llamado
isoelectroenfoque (IEF). Un gradiente de pH es critico para el proceso de IEF, asi
como los cambios en la carga neta de las proteinas a diferentes puntos en el
gradiente de pH. Cuando el gradiente de pH del medio es igual al punto
isoeléctrico (pl) de la proteina, ésta alcanza una posicion de equilibrio en el campo
eléctrico y se focaliza. De esta manera todas las proteinas en una muestra pueden
migrar hasta alcanzar sus puntos isoeléctricos y focalizarse en el gel. La segunda
dimensién se realiza por electroforesis SDS-PAGE en donde las proteinas se

separan en funcion de su peso molecular.

La técnica de IEF (Agrawal y Thelen, 2009) se realiz6 utilizando tiras de gradientes
de pH inmovilizados (IPG) de 7 cm en un rango de pH de 3 a 10, en el equipo
PROTEAN IEF Cell. Para rehidratar la tira IPG se utilizaron 250 ug de proteinas
ribosomales resuspendidas en 150 pL de solucion de extraccidon de
isoelectroenfoque (urea 8 M, tiourea 2 M, CHAPS al 2%, Triton X-100 al 2%,
ditiotreitol (DTT) 50 mM) y con anfolitos Pharmalyte pH 3-10 al 0.5%. Se mezclé
con pipeta y se centrifugé a 20,000 x g por 15 minutos a 20°C para separar
cualquier sedimento. Se pipete6 el sobrenadante sobre el pocillo de la placa de
focalizacion de un extremo a otro de los electrodos, se colocé la tira IPG con el
lado del gel hacia abajo en contacto con los dos extremos de los electrodos, se
adicion6 1 mL de aceite mineral sobre la tira IPG para evitar la deshidratacion
durante la focalizacion. Se procedio a la rehidratacion activa a 250 V por 12 hy se
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continud con tres etapas de focalizacion (S1: 250 V por 15 min, S2: 4000 V por 2
h, S3: 4000 V por 12 min) utilizando una corriente de 50 pA por gel. Posterior a la
focalizacion, la tira IPG se equilibré con la solucibn amortiguadora de reduccion
(Tris-HCI 50 mM pH 8.8, urea 6 M, glicerol al 30%, SDS al 4%, DTT al 2%) por 10
minutos en agitacion suave a temperatura ambiente. Esta incubacion fue requerida
para saturar las tiras IPG con SDS y DTT como agente reductor. Se llevo a cabo
un segundo paso de equilibrio de las tiras IPG con el amortiguador de alquilacion
(Tris-HCI 50 mM pH 8.8, urea 6 M, glicerol al 30%, SDS 4%, iodoacetamida al
2.5%) por 10 min en agitacion suave a temperatura ambiente. Esta segunda
incubacion fue requerida para prevenir la re-oxidacion de las proteinas durante la
electroforesis y para alquilar el DTT residual, lo cual minimizaria las rayas

verticales que pudieran aparecer en el gel.

Se procedié a la segunda dimensién mediante una electroforesis SDS-PAGE.
Para esto, se coloco la tira IPG sobre el gel apilador de poliacrilamida y sellando
con una solucién de agarosa para asegurar el contacto de la tira IPG y el gel de
poliacrilamida. La electroforesis se llevé a cabo por 2 horas a 100 V y 0.3 mA. Se
utilizaron geles prefabricados Ready Gel IEF de 3-15% de poliacrilamida. El gel de
electroforesis se enjuag6é por 10 minutos con agua desionizada para retirar el

exceso de SDS y permitir una tincion adecuada con el reactivo Pro-Q Diamond.
6.12 Tincidn con Pro-Q Diamond

Los geles de electroforesis de una y dos dimensiones se tifieron con el colorante
Pro-Q Diamond. Este reactivo tifie de forma especifica a las proteinas fosforiladas
en residuos de serina, treonina o tirosina mediante la deteccién por fluorescencia.
El fundamento de esta técnica se basa en la formacion de un complejo
fluorescente con los grupos fosfatos de las proteinas y su posterior deteccion por
luminiscencia. La formacion del complejo fluorescente comienza por el enlace de
los grupos fosfatos de las proteinas a un cation metalico trivalente. Posteriormente
este Ultimo se une con un grupo quelante enlazado al fluoréforo. De esta forma al
aplicar cierta longitud de onda para excitar, el fluoréforo emitira luz en sefial de la

presencia de los complejos fluorescentes unidos a los grupos fosfatos (Agnew et
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al., 2006; Steinberg, 2009). La sefial de deteccion de la fosforilacion de las
proteinas con Pro-Q Diamond esta relacionada linealmente con el niumero de
residuos de aminoacidos fosforilados presentes en los péptidos o proteinas

presentes (Invitrogen, 2010).

Al finalizar la electroforesis, se llevo a cabo la fijacion de las proteinas, la tincion y
los lavados del gel de poliacrilamida utilizando agitacion suave a temperatura
ambiente en cada paso. A partir de la tincion del gel y en los pasos subsecuentes
se trabajé en un cuarto oscuro para excluir al gel de la luz debido a que el reactivo

Pro-Q Diamond es fotosensible.

Para comenzar con la técnica el gel de electroforesis se fij6 con 100 mL de una
solucion de metanol al 50% y acido acético al 10%, dos veces por 30 minutos
cada vez. Posteriormente se lavd con 10 mL de agua desionizada, tres veces por
10 minutos cada vez y se llevo a cabo la tincién del gel con 60 mL del reactivo
Pro-Q Diamond por 90 minutos en un cuarto oscuro. Pasado el tiempo el gel se
destifi6 con 100 mL de una solucién de acetonitrilo al 20% y acetato de sodio 50
mM pH 4, tres veces por 30 minutos cada vez. Se lavo el gel con 100 mL de agua
desionizada, dos veces por 5 minutos cada vez y se realiz6 la deteccion mediante
fluorescencia a una excitacibn maxima de 555 nm y una emision maxima de 580

nm utilizando el equipo ChemiDoc XRS.

Después de la tincibn con Pro-Q Diamond, el mismo gel se tifi6 con azul de

coomassie por 12 horas (Dyballa y Metzger, 2009).

6.13 Identificacion de proteinas mediante espectrometria de masas

Las manchas seleccionadas a partir de los geles de electroforesis de doble
dimensién se identificaron por espectrometria de masas en la Unidad de

Proteomica del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
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7. RESULTADOS
7.1 Germinacién de semillas y extraccion de proteinas ribosomales

En la Figura 3 se observan las semillas germinadas en ausencia o en presencia de
insulina, asi como los ejes embrionarios que se extrajeron de las semillas secas y
de las germinadas. Como se puede observar en la Figura 3.1 los ejes
embrionarios extraidos de las semillas germinadas con insulina tienen una mayor
longitud respecto a los ejes germinados sin insulina y a los ejes secos. Esto puede
relacionarse con que la presencia de insulina estimula la actividad de la ruta TOR

acelerando el proceso de germinacion (Garrocho et al., 2013; Villa et al., 2013).

Figura 3. I. Semillas germinadas de maiz Var. Chalquefio: A) 24 horas a 28°C B) 24 horas
a 28°C adicionando 200 pU/mL de insulina. Il. Ejes embrionarios de maiz diseccionados
de las semillas: 1) Sin germinar 2) Germinadas por 24 h a 28°C 3) Germinadas por 24 h a
28°C adicionando 200 pU/mL de insulina.

Se procedié a la extraccion de las proteinas ribosomales a partir de los ejes
embrionarios. En la Tabla 5 se presentan los rendimientos obtenidos de la
extraccion de ribosomas y en la Tabla 6 los rendimientos de la extraccion de
proteinas ribosomales, ambos rendimientos se expresan en valores de peso seco
para la cantidad de ejes embrionarios, ya que de esta forma no se considera el
contenido de agua presente, que en el caso de los ejes embrionarios germinados

es mayor al de ejes sin germinar.

36




Tabla 5. Rendimiento de ribosomas citosélicos por gramo de ejes embrionarios de
semillas sin germinar (0 h), germinadas por 24 horas (24 h) y germinadas por 24 h con
insulina (24 h+l).

Ejes Ribosomas Rendimiento (mg
Estado embrionarios [ citosélicos ribosomas/g de
(9) peso seco (mg) €jes peso seco)
Oh 3.5 25.6 7.3
24 h 1.1 13.7 12.4
24 h + 1| 1.2 14.5 12.1

Tabla 6. Rendimiento de proteina ribosomal por gramo de ejes embrionarios de semillas
sin germinar (0 h), germinadas por 24 horas (24 h) y germinadas por 24 horas con insulina
(24 h+l)

Ejes Proteina Rendimiento
Estado embrionarios | ribosomal (mg) (mg
(9) peso seco proteinal/g de
EJES peso seco)
Oh 3.5 7.2 2.0
24 h 1.1 5.2 4.7
24 h + | 1.2 6.4 5.3

La presencia de ZmIGF durante la germinacién de semillas de maiz aumenté el
namero de proteinas ribosomales respecto a las semillas que se germinaron en
agua (Tabla 6). Esto coincidié con lo ya reportado de la estimulacion de la sintesis
de algunas proteinas ribosomales cuando se activa la via TOR estimulada por
IGFs. Esta via estimula el transporte de mRNAs especificos hacia los polisomas
para su traduccion (Levy et al., 1991; Dinkova et al., 2007).
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7.2 Purificacion de proteinas fosforiladas mediante cromatografia de afinidad

Las proteinas ribosomales fosforiladas se purificaron mediante ensayos de
cromatografia de afinidad. Estas proteinas se analizaron mediante electroforesis
SDS-PAGE para observar el patron de fosforilacion (Figura 4).

Oh 24 h 24h +1
P No P P No P P
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Figura 4. Gel de electroforesis SDS-PAGE con proteinas ribosomales fosforiladas (P) y
proteinas ribosomales no fosforiladas (No P) de ejes de semillas de maiz sin germinar (0O
h); germinadas por 24 horas (24 h); y germinadas por 24 h en presencia de insulina (24
h+l). Se presenta el gel tefiido con azul de coomassie. M: marcadores de peso molecular.

Con este analisis se pudo observar la presencia de al menos cuatro proteinas
ribosomales fosforiladas de 20, 30, 37 y 38 kDa aproximadamente. Sin embargo,
la purificacion por cromatografia de afinidad tuvo un rendimiento bajo en la
obtencién de proteinas ribosomales fosforiladas lo cual limité la cuantificacién de
las proteinas y no se pudo cargar la misma cantidad de muestra en los carriles de
la electroforesis SDS-PAGE (Figura 4). Para saber la identidad de las proteinas
ribosomales fosforiladas que se encontraron en esta electroforesis SDS-PAGE se

realizaron ensayos de western blot.
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7.3 Deteccion de las proteinas ribosomales S2, S6, L13 y L29 mediante

western blot

Las proteinas ribosomales S2, S6, L13 y L29 se han reportado como susceptibles
a la fosforilacion en tejidos de A. thaliana (Turkina et al., 2011; Boex-Fontvieille et
al., 2013), por lo que se eligieron como candidatos que podrian modificar su

estado de fosforilacion en las semillas germinadas con o sin insulina.

Antes de realizar los ensayos de western blot se establecieron los titulos
adecuados para cada anticuerpo primario contra las proteinas ribosomales S2, S6,

L13 y L29, con este propdsito se probaron las diluciones 1:200, 1:1000, 1:2000 y
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Figura 5. Titulacién de anticuerpos primarios contra las proteinas ribosomales S2, S6 y
L13. Se evaluaron las diluciones 1:200, 1:1000, 1:2000 y 1:10000 de cada anticuerpo. Los
rectangulos muestran la proteina ribosomal que corresponderia con S2, S6 y L13 de
acuerdo con su peso molecular. M: marcadores de peso molecular. Membrana revelada
con fosfatasa alcalina.

1:10000 para cada anticuerpo (Figura 5).
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Para el anticuerpo anti-S2 se eligio la diluciéon 1:1000; para anti-S6 la dilucion
1:200 y para anti-L13 la dilucién 1:200. La titulacién del anticuerpo contra la
proteina ribosomal L29 se realiz6 siguiendo la misma metodologia excepto la
deteccidén que se hizo mediante quimioluminiscencia. Sin embargo, no se detectd
sefal, lo cual se podria atribuir a que la proteina L29, al tener un bajo peso
molecular de aproximadamente 7 kDa, no se retuvo en el gel de poliacrilamida
durante la electroforesis o a que el anticuerpo anti-L29 no fue especifico (Imagen

no mostrada).
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Para la deteccion de las proteinas ribosomales S2, S6 y L13 (Figura 6) se partié
de muestras de proteinas ribosomales fosforiladas y no fosforiladas obtenidas por
cromatografia de afinidad.

A. 0h 24 h 24 h+l
woa M NoP P NoP P NoP P

L13

s @il T B

L13]

Figura 6. A. Gel de electroforesis SDS-PAGE tefiido con azul de coomassie. Se utilizaron
muestras de proteinas purificadas mediante cromatografia de afinidad. Proteinas
ribosomales de ejes sin germinar (0 h); Proteinas ribosomales de ejes germinados 24 h a
28°C (24 h); Proteinas ribosomales de ejes germinados 24 h a 28°C en presencia de
insulina (24 h+l); Proteinas ribosomales no fosforiladas (NoP); Proteinas ribosomales
fosforiladas (P); Marcadores de peso molecular (M). B. Western blot contra las proteinas
ribosomales S2, S6 y L13, revelado con fosfatasa alcalina.

Se observo la presencia de la proteina ribosomal fosforilada L13 de 20 kDa en los
ejes embrionarios de maiz sin germinar y se encontr6 que su estado de

fosforilacion no cambid por la germinacion o por la adicion de insulina (Figura 6B).

No fue posible detectar las proteinas ribosomales fosforiladas S2 y S6, lo cual se
atribuy6 a la baja cantidad de proteinas ribosomales fosforiladas presentes en la
electroforesis ya que en el gel tefiido con azul de coomassie no se observo alguna

proteina fosforilada en el tamafio correspondiente a 28-30 kDa, que seria el peso
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molecular de S2 o S6, mostrando que la purificacion de proteinas fosforiladas por

cromatografia de afinidad tuvo un rendimiento muy bajo.

7.4 Deteccion de las fosforilaciones en residuos de serina mediante western
blot

Con el propésito de tener otras evidencias de los cambios en fosforilacion de las
proteinas ribosomales y como la mayoria de las fosforilaciones de las proteinas
ribosomales reportadas en eucariontes han sido en residuos de serinas (Turkina et
al., 2011; Boex-Fontvieille et al., 2013), se decidio realizar la inmunodeteccion de
las fosforilaciones de proteinas ribosomales en los residuos de serina (anti-
fosfoserina) por western blot (Figura 7).
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75 ~
50 == 66.2
—
45.0
37 .
23.6
)
25
18.0
20 ™= SN a— — . 11,

Figura 7. Western blot anti fosfo serina, utilizando 30 ug de proteina ribosomal en cada
estado. (0 h) proteinas ribosomales de ejes sin germinar; (24 h) proteinas ribosomales de
ejes germinados 24 h a 28 °C; (24 h+l) proteinas ribosomales de ejes germinados 24 h a
28 °C en presencia de insulina. (M) Marcadores de peso molecular; (C) Marcadores de
peso molecular con fosfoproteinas, controles positivos (45.0 y 23.6 kDa) y negativos de
fosforilacion (116.2, 66.2, 18.0 y 14.4 kDa).

Como puede observarse en la Figura 7 el anticuerpo anti-fosfoserina fue

inespecifico ya que los controles negativos que se incluyeron (116.2, 66.2, 18 y
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14.4 kDa) también dieron sefial en el western blot. Por lo que esta técnica no se

utilizé para analizar el patrén de fosforilacion.

7.5 Identificacién de la fosforilacién de las proteinas ribosomales con Pro-Q
Diamond mediante electroforesis SDS-PAGE

El reactivo Pro-Q Diamond tiene la capacidad de tefir proteinas fosforiladas con
una alta sensibilidad (16 ng de fosfoproteina por banda), por lo que se utilizé para

identificar a las proteinas ribosomales fosforiladas (Figura 8).
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Figura 8. Electroforesis SDS-PAGE con 30 pg de proteina ribosomal. (I) Gel tefiido con
azul de coomassie. (II) Gel tefiido con Pro-Q Diamond. 0 h: Proteina ribosomal de
semillas sin germinar; 24 h: Proteina ribosomal de semillas germinadas por 24 horas; 24
h+l: Proteina ribosomal de semillas germinadas por 24 horas con insulina; M: Marcadores
de peso molecular; C: Marcadores de peso molecular con fosfoproteinas, controles
positivos (45.0 y 23.6 kDa) y negativos de fosforilacion (116.2, 66.2, 18.0 y 14.4 kDa).
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Los resultados muestran que en los ejes de semillas sin germinar se encuentra
una proteina fosforilada de 24 kDa (marcada con la letra “c”), y su grado de
fosforilacion no se afecté por la germinacién o por la adicion de insulina (Figura
8.11). Por su peso molecular esta proteina podria corresponder con la proteina
ribosomal L13, respaldando los resultados de la inmunodeteccion de L13 en

donde se observo el mismo comportamiento (Figura 6B).

En general se observo que en los ejes embrionarios de semillas germinadas por
24 horas con o sin insulina la fosforilacién de las proteinas ribosomales aumento,
respecto a los ejes sin germinar. Se observaron cuatro proteinas ribosomales
fosforiladas con pesos moleculares de 36, 25, 14 y 13 kDa (“a”, “b”, “d” y “e”
respectivamente), las cuales mantuvieron su grado de fosforilacion durante la

germinacion en presencia de insulina (Figura 8.11).

La proteina de aproximadamente 36 kDa podria corresponder a la proteina
ribosomal PO por su peso molecular, la cual se ha encontrado frecuentemente
fosforilada en eucariontes (Arpin et al., 1978; Bailey et al., 1997; Tchorzewski et
al., 2000).

La proteina que tiene un peso molecular de 25 kDa aproximadamente podria
corresponder con las proteinas ribosomales S2 y/o S6. Ambas proteinas
ribosomales han sido reportadas en organismos eucarioticos como susceptibles a

la fosforilacion (Boex-Fontvieille et al., 2013; Rosner et al., 2013).

Las proteinas que tienen un peso molecular de 13-14 kDa podrian corresponder
con las proteinas ribosomales acidas P1, P2 o P3 que se han reportado como
blancos importantes para la fosforilacion en el control del crecimiento celular
(Tchérzewski et al., 2000; Wahl y Méller, 2002; Liljas, 2004).

Con estos resultados se observé que hubo un aumento en el numero de proteinas
ribosomales fosforiladas durante la germinacién por 24 horas, independientemente
de la adicion de insulina al medio, por lo que con el objetivo de tener una mayor
resolucién de los patrones de fosforilacion de las proteinas ribosomales se

realizaron electroforesis de doble dimensién.
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7.6 Analisis de la fosforilacion de proteinas ribosomales mediante

electroforesis de doble dimension

Para obtener una mejor resolucion de las proteinas ribosomales fosforiladas se
empled la técnica de electroforesis en dos dimensiones (Isoelectroenfoque y SDS-
PAGE).

Las proteinas ribosomales fosforiladas se tifieron con Pro-Q Diamond en los geles
de doble dimension (Figura 9). A partir de estos geles se seleccionaron algunas

proteinas y se identificaron mediante espectrometria de masas (Tabla 7).
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Figura 9. Electroforesis de doble dimension con 250 ug de proteina ribosomal. (I) Geles
tefiidos con azul de coomassie. (II) Geles tefiidos con Pro-Q Diamond. 0 h: Proteina
ribosomal de semillas sin germinar, 24 h: Proteina ribosomal de semillas germinadas por
24 horas, 24 h+l: Proteina ribosomal de semillas germinadas por 24 horas con insulina. M:
Marcadores de peso molecular con fosfoproteinas (45.0 y 23.6 kDa).
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Tabla 7. Resultados de la identificacion de proteinas ribosomales fosforiladas mediante
espectrometria de masas a partir de las proteinas seleccionadas en los geles de doble
dimension.

Proteina seleccionada en el Identificacion por
gel de doble dimensién espectrometria de masas
S3 Proteina ribosomal S3
PO Proteina ribosomal PO
P1> Proteina ribosomal acida P1
P13 Proteina ribosomal acida P1
P17 Proteina ribosomal acida P1
P1s Proteina ribosomal acida P1

La electroforesis de doble dimensién mostré ocho proteinas ribosomales acidas de
pesos moleculares parecidos, con cambios en el grado de fosforilacion en los
estados evaluados (Figura 9.II). Estas ocho proteinas ribosomales acidas se
enumeraron del 1 al 8, de las cuales se identificé por espectrometria de masas a
la proteina ribosomal acida P1 en cuatro copias (P1l2, P13, P17 y Pls) que
presentaron diferentes estados de fosforilacion debido al proceso de germinacion

y por la adicién de insulina como factor de crecimiento.

La proteina ribosomal acida P12 se encontré fosforilada en los ejes embrionarios
sin germinar aumentando su grado de fosforilacion al adicionar insulina durante la
germinacion. En contraste, la proteina niumero 1, que podria corresponder con
alguna isoforma de P1, P2 o P3, redujo drasticamente su fosforilacion al adicionar

insulina durante la germinacion.

Las proteinas P13 y P17 se encontraron fosforiladas en los ejes embrionarios sin
germinar y mantuvieron el nivel de fosforilacion durante la germinacion en

ausencia o presencia de insulina.

La proteina Pls se fosforil6 hasta las 24 horas de germinacion

independientemente de si se agrego o no insulina.

Otra proteina que se identificO por espectrometria de masas fue la proteina
ribosomal PO. Se observo que PO no esta fosforilada en los ejes de las semillas

quiescentes, pero en los ejes de las semillas germinadas por 24 horas de
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germinacion en presencia o ausencia del factor de crecimiento su fosforilacion es
evidente.

La proteina ribosomal S3 también cambi6 su estado de fosforilacion, en ejes secos
de maiz se encuentra fosforilada y después de 24 horas de germinacion con o sin

insulina el grado de fosforilacion de la proteina disminuyé (Figura 9.11).
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8. DISCUSION

La fosforilacion de las proteinas ribosomales es una modificacion post-traduccional
que se ha relacionado principalmente con la regulaciéon de la sintesis de proteinas
(Soung et al., 2009). En bacterias, mamiferos y levaduras se ha estudiado
ampliamente la fosforilacion de las proteinas ribosomales y se ha visto que hay
una gran variabilidad en su fosforilacion en relacion al tipo de organismo, tejido o
por algun factor de cambio en el medio (Mikulik et al., 2011; Bautista y Zinker,
2014; Meyuhas, 2015). El crecimiento celular es un proceso donde ocurren
cambios significativos a nivel molecular y fisiolégico, y se caracteriza por estar
altamente regulado a través de distintos mecanismos. Uno de estos mecanismos
es la via de transduccion de sefiales TOR, ampliamente estudiada en mamiferos
conocida como mammalian target of rapamycin (MTOR) y que se ha relacionado
con la regulacién de la sintesis de proteinas. En células de mamiferos y en plantas
como A. thaliana y maiz se ha reportado que la ruta TOR promueve la fosforilacién
de la proteina ribosomal S6 a través de la cinasa S6K (cinasa de la proteina
ribosomal S6) y este evento parece tener un papel determinante en la regulaciéon
del inicio de la traduccién (Ruvinsky y Meyuhas, 2006; Dinkova et al., 2007;
Rosner et al., 2013). Se ha visto recientemente, en células de mamiferos, que la
ruta mTOR regula la fosforilacion de 28 proteinas ribosomales, entre ellas las
proteinas S2, S3, S6, S8, S27, L13, L18, L23, L34, POy P2 (Xu et al., 2016). La
ruta TOR puede ser activada por hormonas como la insulina o por IGFs. En maiz
se aislo6 el péptido ZmIGF y se demostré que es capaz de activar la ruta TOR para
regular el crecimiento y la proliferacion celular incluyendo la estimulacién de la
germinacion de semillas de maiz (Rodriguez et al., 2011; Garrocho et al., 2013;
Villa et al., 2013).

Debido a lo anterior la hipotesis de esta investigacion fue que el factor de
crecimiento ZmIGF podria participar en la modificacién especifica del estado de
fosforilacién de las proteinas ribosomales durante la germinacion de semillas de
maiz. Y para probar esta hipotesis el objetivo fue comparar los patrones de

fosforilacion de las proteinas ribosomales de ejes embrionarios de semillas de
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maiz germinadas en ausencia o en presencia de insulina como factor de

crecimiento.

En los tres estados evaluados de las semillas de maiz se observaron ocho
proteinas ribosomales &cidas de pesos moleculares similares (Figura 9). Entre
estas proteinas se identificO por espectrometria de masas la presencia de la
proteina ribosomal acida P1 en cuatro copias (P12, P13, P17 y P1s) que difieren en
el peso molecular y en el punto isoeléctrico posiblemente por sus distintos grados
de fosforilacion o por alguna otra modificacion post-traduccional (Figura 9.11).

Asi mismo se observé un aumento en la fosforilacién de la proteina ribosomal
acida P12 en ejes de semillas germinadas con insulina (Figura 9.11), lo que podria
sugerir que la via TOR regula la fosforilacion de esta proteina ya que se ha
reportado que el factor de crecimiento ZmIGF al igual que la insulina es uno de los
activadores de la via TOR para acelerar la germinacién (Garcia et al., 2001;
Rodriguez et al.,, 2011), regulando positivamente la fosforilacibn de algunas
proteinas ribosomales como por ejemplo las proteinas ribosomales acidas P2 y PO
en células de mamiferos (Xu et al., 2016), por lo que la fosforilacion de la proteina
ribosomal &cida P1 podria estar aumentando debido a la activacion de la via TOR
durante la germinacion con el factor ZmIGF.

La fosforilacién de la proteina ribosomal P1 durante la germinacion del maiz puede
estar involucrada en la regulacion de la traduccion, asi como se ha reportado en
levaduras y en células de mamiferos, en donde esta proteina ribosomal forma
parte del tallo ribosomal para la interaccién con el mRNA, algunos factores de
inicio y elongacion de la traduccion y con el dominio de la GTPasa durante la
sintesis de proteinas (Ballesta et al., 1999; Qiu et al., 2006; Martinez et al., 2008;
Ramachandran y Herman, 2011). Se ha visto que la fosforilacién de las proteinas
ribosomales P1, P2 y PO es necesaria para su actividad. La fosforilacion de las
proteinas ribosomales P1 y P2 en levaduras, se produce cuando los ribosomas
estan formando la estructura 80S, o sea, cuando el ribosoma estd activo

catalizando la sintesis de proteinas (Bautista y Zinker, 2014).

49




El mecanismo por el cual la via TOR promueve la fosforilacion de las proteinas del
tallo ribosomal (P1, P2 y PO) aun no se ha demostrado, sin embargo, se ha visto
que cuando las proteinas ribosomales P1 y P2 se encuentran unidas a los
ribosomas pueden ser fosforiladas por la cinasa PK60 (Ballesta et al., 1999) que
pertenece a la familia de las cinasas dependientes de adenosin monofosfato
ciclico (CAMP). En levaduras se ha relacionado la via TOR con la actividad de las
cinasas dependientes de cAMP, sugiriendo que ambos mecanismos funcionan en
paralelo para promover el crecimiento celular (Ramachandran y Herman, 2011),
por lo que éste podria ser un posible mecanismo de la fosforilacion de las

proteinas del tallo ribosomal.

Las proteinas &cidas P1 y P2 estan involucradas en un proceso de intercambio
entre las proteinas que se encuentran en el citoplasma y las que se asocian al
ribosoma en el nucleolo (Bautista y Zinker, 2014) lo que podria influir en su
mecanismo de fosforilacion. Una forma en la que se podria entender este
mecanismo es mediante la caracterizacion molecular y bioquimica de las cinasas y

fosfatasas que actuan sobre las proteinas ribosomales acidas.

De forma general podemos ver que la germinacibn cambié el estado de
fosforilacion de las proteinas ribosomales, ya que hay un aumento en el nimero
de proteinas ribosomales fosforiladas respecto a las proteinas que ya se
encontraban fosforiladas en los ejes de semillas sin germinar (Figura 8.11). El
proceso de germinacién por 24 horas de las semillas de maiz provocod la
fosforilacién de la proteina ribosomal PO y de las proteinas ribosomales &cidas P1ls
y 1, la cual por su masa molecular y pl podria corresponder con alguna isoforma
de P1 o P2. En cambio, la proteina ribosomal S3 disminuyé su grado de

fosforilacion por el proceso de germinacion.

La fosforilacion de la proteina ribosomal PO se ha relacionado con la interaccion
con el dominio de la GTPasa durante la elongacion de la traduccion, formando
parte de la estructura del tallo ribosomal en la subunidad 60S (Velilla et al., 2013;
Krokowski et al., 2006; Qiu et al., 2006). Por lo que se propone que la fosforilacion

de PO se promueve cuando se activa la sintesis de proteinas en la germinacién de
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semillas de maiz, formando la estructura del tallo ribosomal durante la traduccion y
ya que en las semillas sin germinar no hay una traduccion activa, PO se

encontraria defosforilada.

Las proteinas ribosomales &cidas Pls y 1 se fosforilaron hasta las 24 horas de
germinacion sugiriendo su participacion en la regulacion de la sintesis de
proteinas ribosomales durante este proceso. Estos resultados indican que cada
proteina ribosomal acida tiene un papel especifico en la regulacion del proceso de
traduccion, ya que como se vio anteriormente, P12 fue la Unica isoforma de P1 que
presentd cambios por la adicion de insulina durante la germinacion, a diferencia de
las proteinas ribosomales acidas P13 y P17y que posiblemente su fosforilacion
cumple con funciones mas conservadas ya que se encontraron fosforiladas desde

los ribosomas de las semillas secas y sin cambios durante la germinacion.

La proteina ribosomal S3 disminuyé su grado de fosforilacibn durante la
germinacion (Figura 9.11). Este cambio podria ser un mecanismo de respuesta al
dafio del DNA celular que sufren las semillas durante la desecacion, ya que en
células humanas se ha reportado que la fosforilacién de la proteina ribosomal S3
promueve su transporte hacia el nucleo para su interaccién con sitios de dafio en
el DNA (Yadauvilli et al., 2007; Lee et al., 2010). De esta manera se puede explicar
gue en las semillas secas de maiz la proteina S3 tenga un mayor grado de
fosforilacidon que en las semillas germinadas debido a que la disminucién del
contenido de agua durante la desecacién provoca dafios al DNA y a otras
macromoléculas, mientras que durante la germinacién estos dafios se van
reparando y hay una disminucién en los mecanismos de respuesta al dafio del
DNA (Huang et al., 2012; Barrett et al., 2015).

La proteina ribosomal L13 fue una de las proteinas que no modificé su nivel de
fosforilacion durante la germinacién, ya que mantuvo su grado de fosforilacion
desde los ejes embrionarios sin germinar hasta los ya germinados (Figura 6B), lo
gue podria indicarnos que su fosforilacién se puede relacionar con funciones en el
ribosoma necesarias tanto para las semillas secas como para las semillas

germinadas como por ejemplo en la estructura y estabilidad de la subunidad
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ribosomal 60S ya que se ha visto su interaccion especifica con el rRNA 28S (Das
et al., 2013).

52




CONCLUSIONES

La germinacion de las semillas de maiz promueve la fosforilacion especifica
de algunas proteinas ribosomales en los ejes embrionarios.

El factor ZmIGF aumento el grado de fosforilacion de la proteina ribosomal
acida P1 en los ejes embrionarios de semillas de maiz germinadas respecto
a los ejes germinados en ausencia del factor y a los ejes sin germinar.

Se identificaron cuatro copias de la proteina ribosomal acida P1 con
diferentes niveles de fosforilacion promovidos por la germinacion y por la
adicion de insulina durante la germinacion, sugiriendo que cada tipo de P1
fosforilada esta involucrada en diferentes funciones para la regulacion de la
sintesis de proteinas.

La proteina ribosomal L13 se encuentra fosforilada en los ejes embrionarios
de semillas secas de maiz y no modifica su estado de fosforilacién con el
proceso de germinacién ni con la estimulacion con insulina durante la
germinacion.

La proteina ribosomal S3 disminuye su nivel de fosforilaciébn durante el
proceso de germinacion por 24 horas.

En este trabajo se identificaron algunas de las proteinas ribosomales
fosforiladas involucradas en la regulacidon de la sintesis de proteinas
durante la germinacion en ausencia y en presencia de insulina.

Con los resultados obtenidos podemos concluir que el factor ZmIGF
modificé de forma especifica el estado de fosforilacién de algunas proteinas

ribosomales durante la germinacién de semillas de maiz.
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10.PERSPECTIVAS

1. Llevar a cabo el analisis de los patrones de fosforilacién de las proteinas
ribosomales con puntos isoeléctricos mayores a 10 para poder analizar si
las proteinas ribosomales basicas estan involucradas en la regulacion de la
germinacion en ausencia o presencia de insulina.

2. Estudiar la funcionalidad de la fosforilacién de la proteina ribosomal acida
P1 durante la germinaciéon cuando se adiciona insulina como factor de
crecimiento, ya que esta proteina aumenta su grado de fosforilacion cuando
ocurre este proceso.

3. Definir los sitios de fosforilacion de las proteinas ribosomales que se ven
afectadas durante la germinacion y por la adiciéon de insulina al medio para
ver si hay cambios entre los tipos de aminoacidos fosforilados ya que esto

ayudaria a entender que tipo de cinasas estarian involucradas.
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