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RESUMEN

La insulina es una hormona que en metazoarios regula diversos procesos, como
los niveles de glucosa en sangre. Es bien conocido que la insulina activa dos cascadas
de sefalizacion, la de las proteinas cinasas activada por mitégenos (MAPK) y la
PI3K/TOR. Sin embargo, se ha reportado la presencia de sustancias parecidas a la
insulina en plantas, al igual que un efecto de la insulina en la induccion de la
germinacion, desarrollo radicular y proliferacion celular en Zea mays, Arabidopsis
thaliana y en células de Nicotiana tabacum en suspension. En el presente estudio, en
plantas de Arabidopsis thaliana se utilizo dicha hormona la cual estimul6 el desarrollo a
través de todo el ciclo de vida de la planta, desde la germinacion hasta la senescencia a
través de la via MAPK. La insulina estimuld la germinacion con una concentracion de
1.23 nM al igual que el desarrollo radicular, efecto no observado en lineas de baja
expresion para la cinasa MPK3, pero si con una mutante mpké. El desarrollo vegetativo
igualmente fue estimulado por la insulina en la linea silvestre, no mostrando igual
efecto la linea de baja expresion MPK3 pero si en la mutante mpk6. En la etapa
reproductiva, la insulina estimul6 en la linea silvestre la produccion de silicuas y flores
con 1.23nM de insulina, este efecto tampoco se observo en la linea de baja expresion,
pero si en la mutante mpk6. De igual manera, en muestras de plantulas de los
tratamientos con insulina se analiz6 la expresion de los genes florales FRI, FLC, TFL1,
CO, FT y LFY, lo que dio como resultado un aumento en la expresion de los genes FT y

LFY con el tratamiento de 1.23 nM de insulina.



I.  INTRODUCCION

1.1 Insulina

La insulina es una hormona liberada por las células pancreaticas en respuesta a
niveles elevados de glucosa en sangre, que controla funciones energéticas criticas como
el metabolismo de la glucosa y de lipidos. Cuando la insulina se une a su receptor, éste
desencadena multiples vias de sefializacion que median sus acciones biologicas

(Olivares-Reyes y Arellano-Plancarte 2008).

1.2. HumulinaNyR

En la presente investigacion se utilizaron dos tipos de insulina comercial:
Humulina N y R fabricadas por la compaiiia farmacéutica Lilly. La Humulina se
comercializa en estas dos formas, debido a las necesidades diferentes de cada paciente.
La insulina Neutral Protamine Hagedorn (NPH o isofonica pura), comienza a manifestar
su efecto a los 90 minutos de administracion y se mantiene durante un rango de 18-24
horas, dicha hormona es una modificaciéon de la insulina humana, a la cual se le
adiciona el anticoagulante protamina, con el fin de retrasar el inicio de la accion y
prolongar la duracion del efecto. La Humulina N es una suspension estéril de un
precipitado blanco en un amortiguador de fosfato isotdnico y se sintetiza a partir de una
cepa de Escherichia coli no patégena alterada transgénicamente con el DNA
recombinante de insulina humana, la cual se acompleja con zinc y provoca un efecto

prolongado.

Por otra parte, la Humulina R es una mezcla del 30% de insulina regular o
porcina y 70% de insulina NPH que permite obtener un inicio rédpido de la accion y al
mismo tiempo una duracion prolongada del efecto que puede llegar a las 24 horas. Esta
es una solucion acuosa, transparente, incolora, estéril, de insulina humana de origen

recombinante (http://pi.lilly.com/us/humulin-n-ppi.pdf).




1.3. Activacion de las cascadas de sefializacion por la insulina

La insulina se une a su receptor transmembranal (IR) y activa dos rutas de
sefalizacion diferentes. En la primera, el IR fosforila al sustrato receptor de insulina
(IRS) que activa por fosforilacion a la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K), la cual inicia
una serie de fosforilaciones de proteinas rio abajo que regulan el metabolismo de la
glucosa, la sintesis de proteinas, lipidos y glucdgeno asi como la expresion especifica de
genes. La otra via activada por la insulina, es la de las proteinas cinasas activadas por
mitégenos (MAPKs), en la cual las proteinas con dominios de homologia Src
Homology 2 (SH2) como la Grb2 (Growth factor receptor bound protein 2) y tirosina
fosfatasa 2 con homologia a Src (SHP2) interactian con el IRS, activando la ruta a
través de las proteinas Ras, Raf, MAPKK y MAPK y finalizando en una expresion
general de genes; ambas vias convergen en la regulacion del crecimiento y

diferenciacion celular como se muestra en la figura 1 (Saltiel y Kahn 2001).

Insulina
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Figura 1. Activacion de las cascadas de sefializacion por la insulina. El receptor de insulina es una
tirosina cinasa que consiste en dos subunidades extracelulares, la union de la insulina al receptor induce
un cambio en la conformacion que estimula la actividad cinasa del receptor que fosforila al sustrato
receptor de insulina (IRS). Esta proteina interactia con otras a través de su dominio SH2, para dar lugar a

la activacion de las vias PI3K/TOR y MAPK (Chiu y Cline 2010).



1.4. Cascada de las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK)

La adaptacion de las plantas a factores ambientales y endogenos, esta basada en
las reacciones a las sefiales percibidas por sistemas de sefializacion vegetal y la
generacion de respuestas. El paso de percibir las sefiales extracelulares que respondan a
efectores requiere de rutas de transduccion de sefiales intracelulares efectivas. Uno de
los mecanismos de transduccion de sefiales estd regulado por reacciones de fosforilacion
y desfosforilacion, que es controlado por cinasas y fosfatasas. Una de las rutas de
sefalizacion mas conservada y mejor caracterizada es la cascada de las MAPKs.
Después de percibir la sefial, dicha ruta media la transmision de sefiales que controlan
diversos procesos celulares que incluyen la division celular, diferenciacion y respuestas
a estreses ambientales (Ovecka y Lichtscheidl, 2009). El modelo bésico de la ruta de las
MAPKSs esta integrado por tres elementos consecutivos: MAPKKK, MAPKK y MAPK;
su secuencia indica el orden en que los componentes se van activando mediante
reacciones de fosforilacion como se muestra en la figura 2. Los elementos que
conforman dicha cascada pertenecen a una familia de proteinas cinasas Ser/Treo. Las
MAPKKKSs no se encuentran asociadas directamente con el receptor membranal y
necesitan activarse por componentes intermediarios cuya actividad depende
directamente del receptor (Saucedo Garcia y Gavilanes Ruiz 2005). En Arabidopsis
thaliana se ha reportado que su genoma codifica para; 80 MAPKKKSs, 10 MAPKKSs y
20 MAPKs (Rodriguez y colaboradores 2010). De estas ultimas cinasas, las mas
estudiadas incluyen a las MAPK 3, 4 y 6 (Mishra y colaboradores 2006).

1.4.1. Activacion de la cascada MAPK por estreses bioticos

En la interaccion de plantas con agentes patdgenos, existen receptores en la
superficie celular que desempefnan un papel fundamental, la deteccion de los patogenos
se basa en la percepcion de las moléculas conocidas como patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) (Tena y colaboradores 2001; Nakagami y
colaboradores 2005). Este paso es seguido por la activacion de una serie de eventos que
alteran la expresion génica, donde la cascada MAPK funciona rio abajo (Niihse y
colaboradores 2000; Asai y colaboradores 2002; Nurnberger y colaboradores 2004). Un
avance en las investigaciones de la participacion de la via MAPK en respuesta a
patogenos en plantas, proviene de estudios con inductores bacterianos o de levaduras.

Por ejemplo, la activacion de la cascada MAPK en Arabidopsis después del tratamiento



con el un péptido bacteriano flg22 que es percibido por un receptor llamado “flagelina
sensing 2" (FLS2). La interaccion especifica de flg22 con la proteina FLS2 ha sido
demostrada en Arabidopsis mediante inmunoprecipitacion con anticuerpos especificos
para FLS2 (Chinchilla y colaboradores 2006). Se observéd también que en el tratamiento
con flg22, se activa transitoriamente a las cinasas sencillas AtMPK4, AtMPK6, y
AtMPK3, este sistema también permitid la identificacion de las dobles cinasas
AtMKK1, AtMKK4 y AtMKKS y una triple cinasa AtMEKK1 (Asai y colaboradores
2002; Niihse y colaboradores 2000; Mészaros y colaboradores 2006). El rol de la doble
cinasa MKK3 en defensa a patdogenos ha sido documentado en presencia de
Pseudomonas syringae (Doczi y colaboradores 2007). Ademas la triple cinasa MEKK1
se ha reportado que participa en la regulacion de la homeostasis redox en Arabidopsis,
al encontrar que la deficiencia de MEKK1 en plantas, resulta en una acumulacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y alteracion en la sefializacion hormonal
(Nakagami y colaboradores 2005). También respuestas a la defensa inducida por
patégenos y que involucran a la via MAPK se han descrito en la interaccion de la planta
con Agrobacterium, mediada por T-DNA que induce la activacion de la cinasa MPK3
(Djamei y colaboradores 2007). Todos estos datos indican la importancia de la
sefnalizacion MAPK para la activacion de la respuesta de defensa en plantas contra las
bacterias y hongos patogenos (Ramonell y colaboradores 2005; Zeidler y colaboradores
2004; Zipfel y colaboradores 2004). Por otra parte, Wang y colaboradores (2007)
mostraron una reduccion de la sintesis de camalexina (fitoalexina sintetizada por
Arabidopsis thaliana en respuesta a un estrés de tipo bidtico) en mutantes mpk3 y un
retraso en la mpk6. Es importante destacar que la doble mutante mpk3/mpk6 suprimi6 la
sintesis de la camalexina, lo que sugiere que ambas estan involucradas en la produccion

de dicha sustancia.

1.4.2. Participacion de la cascada MAPK en respuestas a estreses abioticos

La utilizacion de la cascada MAPK en plantas como via de transduccion de
sefales para varios tipos de estreses (Nakagami y colaboradores 2005), pone de
manifiesto el fenomeno de que algunos componentes de la cascada MAPK son
activados especificamente por determinados factores de estrés, mientras que otros son

“promiscuos”. Un ejemplo es el paralelismo de vias de sefializacion por estreses



bioticos y abidticos; algunos modulos de MAPK pueden funcionar como un puente que
conecta sefiales rio arriba con efectores apropiados con alta selectividad o flexibilidad.
La acumulacion de datos sugieren que los fitoreguladores y las ROS juegan un papel
clave en el cruce de senales entre las rutas de sefalizacion para estreses bidticos y
abidticos (Apel y Hirt 2004; Torres y Dangl 2005; Fujita y colaboradores 2006). Las
plantas utilizan la cascada MAPK como via de transduccion de sefiales para varios tipos
de estrés (Nakagami y colaboradores 2005). Algunos estudios sugieren que las
fitohormonas y las especies reactivas de oxigeno (ROS) juegan un papel clave en la
interferencia entre las sefiales a estreses biodtico y abiotico (Apel y Hirt 2004; Torres y
Dangl 2005; Fujita y colaboradores 2006). Por ejemplo, se ha reportado que MPK6 esta
involucrada en la produccion de etileno (Liu y Zhang 2004), y también es activada por
estrés oxidativo (Xiong y Yang 2003), junto con MPK3 y una cascada MPK4/MPK6 se
ha mostrado que funciona durante la sefializacion a estrés por frio y salino (Teige y
colaboradores 2004). Un estudio reciente reveld que la acumulaciéon de las ROS,
después de una lesion mecanica estd regulada por la MPKS y requiere de la MKK3

(Takahashi y colaboradores 2011).
1.4.3. Participacion de la cascada MAPK en el desarrollo

Estudios recientes han revelado una posible participacion de la cascada MAPK
en el control de la morfogénesis, en particular en la division celular y la formacion de
patrones. La citocinesis, ultima etapa de la division celular depende de la correcta
formacion de la placa celular. Este proceso es guiado por el fragmoplasto (Ovecka y
Lichtscheidl 2009). El analisis funcional de las MAPKs en alfalfa, Arabidopsis y
tabaco reveld su papel en la regulacion de la citocinesis (Banno y colaboradores 1993).
Diversos estudios han reportado que la cascada de las MAPKs ademas de participar en
respuesta a estreses bidticos y abioticos, participa en el desarrollo, incluyendo la
division celular, el inicio de las vias de desarrollo, y la muerte celular programada
(Widmann y colaboradores 1999; Chen y Thorner 2007; Colcombet y Hirt 2008).
Trabajos recientes sobre desarrollo han mostrado una participacion mas amplia de vias
de sefializacion MAPKSs en la morfogénesis de la planta. Por ejemplo el estudio donde
se muestra el complejo papel de MPK6 en multiples procesos de desarrollo. La
mutacion de MPK6 mostré una reduccion de la fertilidad masculina y un desarrollo de
las anteras anormal. Otras anomalias se observaron en la produccion de semillas: las

plantas mpk6 contenian embriones que crecian de forma anormal por fuera de la

6



cubierta de las semillas. MPK6 por lo tanto parece estar involucrada en la regulacion de
multiples aspectos de desarrollo de la planta (Bush y Krysan 2007). La participacion de
la cascada MAPK en los mecanismos moleculares durante el desarrollo embrionario se
propuso a partir de un estudio reciente en donde se demuestran nuevas funciones
sobrelapadas de las cinasas MPK3 y MPK6 en la regulacion del desarrollo del ovulo.
Los experimentos genéticos proporcionan una fuerte evidencia de que el fenotipo estéril
en las plantas se debe a la pérdida de la funcion de MPK6 y la pérdida parcial de la
funcion de MPK3 (Wang y colaboradores 2008). Otros estudios han demostrado que
tanto la cinasa MPK3 como MPKG6 tienen una influencia mas amplia en varios
programas de desarrollo, como del embrion, estomas, inflorescencia, y desarrollo de las
anteras (Bush y Krysan 2007; Wang y colaboradores 2007). En investigaciones
recientes se ha mostrado que las cinasas MPK4 y MPK6 estan implicadas en la
regulacion de la estructura del citoesqueleto en Arabidopsis (Beck y colaboradores
2010; Kosetsu y colaboradores 2010; Muller y colaboradores 2010; Takahashi y
colaboradores 2010; Beck y colaboradores 2011). Existen otros reportes de que la via
MAPK estd implicada en desarrollo, Beck y colaboradores (2010) mostraron un
crecimiento celular aberrante en mutantes mpk4 incluyendo células expandidas
lateralmente de diversos tejidos y sistemas radiculares ramificados. Por otra parte,
Umbrasaite y colaboradores (2010) reportaron la participacion de la cascada MAPK en
la promocion de la diferenciacion de las células del pavimento que es la parte de la

lamina foliar donde se localizan los estomas.
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Figura 2. Funcion basica de la ruta de sefializacion MAPK. Los receptores responden a estimulos
extracelulares especificos (denotado por A, By C) y activan a las MAPKKKSs a través de las proteinas G.
La activacion de MAPKKKSs resulta en la fosforilacion de MAPKKs, algunas MAPKKKSs son capaces de
activar proteinas cinasas de otras familias (PK) y de otras rutas. Las MAPKKs activan su vez a las
MAPKSs. Diferentes sustratos son blancos de las MAPKs, incluyendo factores de transcripcion, proteinas
del citoesqueleto, u otras cinasas o fosfatasas las cuales estan directamente relacionadas con las respuestas
celulares involucradas en el ciclo celular. Las flechas indican la activacion de los blancos (Miles y

colaboradores 2005).

1.5. Funcion de la insulina en plantas

La insulina pancreatica fue descubierta por Banting y colaboradores en 1922, y
desde entonces dicha hormona ha sido usada como el medicamento universal para el
tratamiento de la diabetes, mientras que en plantas la presencia de substancias parecidas
a la insulina han sido reportadas para cebolla, hojas de lechuga, judias verdes, raices de
cebada y remolacha entre otras, a las cuales se les llamo6 “glucocinina”, asimismo, se
reportaron datos cualitativos de la accion de la insulina y la “glucocinina” sobre la
germinacion de maiz ( Collip 1923).

Barbasov y colaboradores, 1991 aislaron de la soya un péptido de 4 kDa,
denominada leginsulina, cuya secuencia de aminoacidos no mostré ninguna similitud
con la de insulina, ni con la de los factores de crecimiento parecidos a insulina. Sanchez

de Jiménez y colaboradores (1999) mostraron que la adicion de 200 pU/ml (1.23 nM)



de insulina a semillas de maiz (Zea mays L. cv. Chalquefio) aceleraba la germinacion y
el crecimiento de las plantulas. Existen varios reportes de la presencia de “insulina” en
plantas, tal es el estudio donde se detectaron antigenos parecidos a la insulina en S.
maxima y en hojas de Arabidopsis thaliana (Silva y colaboradores 2002).
Recientemente, Rodriguez-Lopez y colaboradores (2011), caracterizaron un péptido de
maiz de 5.7 kDa (secuencia de aminoacidos no reportada) al cual llamaron factor de
crecimiento parecido a insulina o “ZmIGF”, con propiedades similares a la insulina,
observando que ambas moléculas regulan el crecimiento y la division celular en maiz,
promoviendo la sintesis de proteinas ribosomales y del DNA. En un estudio reciente se
reportd que al anadir el péptido ZmIGF se regula la division y crecimiento celular en

callos de maiz (Sotelo y colaboradores 2010).

1.6. Efecto la insulina sobre el desarrollo de A. thaliana y cultivos de células en

suspension de tabaco NT-1

Los primeros resultados del efecto de insulina sobre el crecimiento radicular de
Arabidopsis thaliana, mostraron que 1.23 nM de insulina estimul6 dicho crecimiento
(Ortega-Dominguez 2007) al igual que lo reportado en maiz. Posteriormente se han
realizado diferentes estudios del efecto de la insulina involucrando la via MAPK y
PI3K/TOR, donde se sugiere que la insulina posiblemente activa la cascada de las
proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPKSs) en A. thaliana (Juarez-Dominguez
y colaboradores 2010). Otro estudio del efecto de la insulina sobre diferentes tipos de
desarrollo en A. thaliana, fue el de Santillin-Mendoza (2011), quien determin¢ el efecto
inductor de la insulina en el crecimiento de la raiz principal en A. thaliana, observando
que las cinasas MAPK3 y MAPKG6 podrian estar involucras en dicho efecto. También
ha sido reportado el efecto promotor de dicha hormona en el desarrollo de los pelos
radiculares, en el cual se determind que de forma dosis dependiente a través de la
activacion de la cinasa PI3K y la cascada de las MAPKs existe un estimulo por parte de
la insulina (Pascual-Morales 2011). Por otra parte, en cultivos de células de tabaco en
suspension se determinod que la insulina estimula la proliferacion celular posiblemente a
través de las cascadas de senalizacion PI3K-TOR y MAPK de forma dependiente de la

via de las auxinas (Fierros-Romero 2012).



1.7. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Arabidopsis es un miembro de la familia Brassicaceae, que incluye las especies
cultivadas como la col, el rdbano y la mostaza. Aunque no es de importancia
agronomica, la planta ofrece ventajas importantes para la investigacion basica en
genética y biologia molecular, debido a que posee las siguientes caracteristicas: genoma
totalmente secuenciado y constituido por 125 millones de bases; facil de cultivar;
crecimiento rapido, debido a que completa su ciclo vital en 6 a 8 semanas, produciendo
miles de semillas. Ademas se conocen mas de 50,000 mutantes, lo que facilita las
investigaciones destinadas a individualizar los genes y conocer su funcion (Wilson
2000). En la figura 3A podemos observar los 6rganos que constituyen la parte aérea de
la planta adulta. La raiz primaria se muestra en la figura 3B y presenta tres regiones

diferentes: la zona de division, elongacion y diferenciacion celular.
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Figura 3. Estructura de la planta y organizacion de la raiz de Arabidopsis thaliana. A) Follaje de la
planta adulta de A. thaliana, donde se muestran las hojas de roseta y caulinas, el tallo floral, las
inflorescencias primarias y secundarias, las flores y las silicuas. B) Arquitectura radicular que muestra las

diferentes zonas de la raiz primaria y las capas que forman la raiz (Montiel y colaboradores 2004).
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1.8. Embriogénesis de Arabidopsis thaliana

Los eventos que toman lugar durante la embriogénesis de Arabidopsis thaliana y
llevan a la formaciéon de la planta han sido ampliamente descritos (Montiel y
colaboradores 2004). En la figura 4A, se muestra al zigoto, el cual es una célula que a
través de una division anticlinal y asimétrica da lugar a dos célula (cada una se
representa de diferente color), a continuacion, las células siguen un proceso de
divisiones anticlinales y periclinales para formar una estructura con ocho células (las
células representadas con diferente color daran lugar a distintas partes de la plantula),
después por divisiones celulares se llega a la etapa globular (Fig. 4D), continuando con
la de corazon (Fig. 4E). En esta ultima, se empiezan a formar los cotiledones y se puede
observar que las células de cada color dieron lugar a cada una de las partes de la
plantula. Se muestra en color rojo las células que forman al meristemo apical de la raiz
(RAM). Posteriormente se llega a la etapa de torpedo, la cual ademas de mostrar las
células de los tejidos en diferentes colores, presenta el meristemo apical (SAM), en
color azul (Fig. 4F). Después se formara el embrion y finalmente la plantula completa
(Fig. 4G) formada por los cotiledones, la raiz principal, y los meristemos, representados
en diferentes colores. Ambas estructuras (SAM y RAM), permiten la formacion de los
organos post embrionarios a lo largo de la vida de la planta (Capron y colaboradores

2009).
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Figura 4. Origen embrionario de la estructura de las plantulas de Arabidopsis thaliana. El desarrollo
embrionario de Arabidopsis permite rastrear el origen de las células progenitoras de los tejidos del
embrion y de los organos de las plantulas. Los colores identifican las regiones correspondientes en el
embrion y en la plantula. La subdivision radial apical y basal se representa con diferentes colores, la parte
superior es de color verde y la parte inferior de color marron. El meristemo apical de la raiz (RAM de su
acronimo en inglés) se representa en rojo y el meristemo apical del tallo (SAM de su acréonimo en inglés)

en azul (Capron y colaboradores 2009).

1.9. Desarrollo vegetativo

Después de la germinacion de las semillas y antes de que sean competentes para
florecer y reproducirse, las plantas transitan por una fase de crecimiento vegetativo. El
desarrollo vegetativo o post-embrionario tiene su origen en los meristemos de los brotes
(SAM de su acréonimo en inglés) y las raices (RAM de su acronimo en inglés). Dichos
meristemos son estructuras capaces de auto perpetuarse, ya que ademas de producir
organos se regeneran a si mismos continuamente. Las células meristematicas o iniciales
conservan la capacidad de dividirse durante todo el ciclo de vida del organismo; cuando
una de ellas se divide, una de las células hijas hereda las caracteristicas indiferenciadas
de la madre y la otra continuara el desarrollo (Fosket 1994). Entre los genes implicados
en el mantenimiento del SAM en A. thaliana, el cual se puede observar en la figura 5, se
encuentra SHOOT MERISTEMLESS (STH), necesario tanto para la formacién como
para el mantenimiento del meristemo (Barton y Poething 1993; Clark y colaboradores
1995). Otro gen implicado en el desarrollo normal del meristemo apical, es WUSCHEL
(WUS), el cual participa en el mantenimiento funcional y estructural del meristemo y da
identidad a la region central del SAM (Baurle y Laux 2005). Se ha observado que el gen
WUS es necesario para conservar el meristemo en estado de proliferacion, debido a que

las mutantes wus, arrestan el crecimiento del SAM, el cual no se desarrolla mas alla de
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la etapa embrionaria (Laux y colaboradores 1996), WUS se expresa en el centro del

SAM abajo de las capas L1 y L2 (Fig. 5) (Cheng y colaboradores 2010).

Primordio
Células madre de la hoja
Primordio Epidermis

de la hoja

rz
|

Figura 5. Organizacion funcional del meristemo apical. El meristemo apical estd compuesto de capas

| Subepidermis

(L1-L3) y presenta tres zonas (cz, zona central; pz, zona periférica; rz, zona de costilla). Cada zona
contiene todas las capas. La capa L1 forma la epidermis; L2 y L3 forman el tejido subepidermal del brote,
hojas y flores. La zona central es un grupo de células fuente no permanentes. La zona periférica da lugar a
los primordios de hojas y flores. La zona de costilla contribuye al crecimiento del apice. B1 y B2 son

primordios de hojas (imagen modificada de Clark 2001).

Durante el desarrollo de las plantas, la floracion empieza a partir del SAM, el
cual produce hojas y brotes, respondiendo continuamente a factores endogenos y
ambientales. Después la planta se programa (en respuesta a estimulos como la luz, frio y
acido giberélico) para producir 6rganos reproductivos (floracion). El crecimiento y
desarrollo vegetal involucran la integracion de sefales ambientales y endogenas
(fitoreguladores), las cuales junto con el programa genético intrinseco determinan la
morfofisiologia de la planta (Gray 2004). En la figura 6, se muestra como el meristemo
de la planta va cambiando de identidad vegetal, a meristemo de inflorescencia y

finalmente a meristemo floral.
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Figura 6. Representacion esquematica de la regulacion de la identidad de meristemos. A:
Representacion esquematica de un meristemo vegetativo apical indeterminado, mostrando la interaccion
entre CLV3 y WUS en sus respectivos dominios. En el meristemo vegetativo, LFY estd normalmente
ausente y la expresion de AG no es inducida. B: En el meristemo de inflorescencia, LFY comienza a ser
expresado y acttia junto con WUS para inducir la transcripcion de AG en el centro del desarrollo floral.
C: En el meristemos floral, al momento de la iniciacion de los carpelos, AG y un factor (X) adicional aun
no identificado reprimen la expresion de WUS para determinar las actividades de las células madre y

hacer un meristemo determinado (Carnier y Dornelas 2005).

1.10. Etapa reproductiva de A. thaliana

Con el tiempo, las plantas se vuelven competentes para la floracion, aumentando
su tamafio y en el SAM adquiriendo la identidad de inflorescencia y posteriormente de
meristemo floral. Asi, un meristemo vegetativo genera hojas, pero durante la transicion
a la floracion, la forma del meristemo cambia y se incrementa la tasa de division celular
debido a un ciclo celular mas corto (Gegas y Doolan 2006). Existen dos tipos de
informacion que regulan la iniciacion de la floracion: la ambiental, por ejemplo los
cambios en la temperatura y/o la duracion del dia que refleja los cambios estacionales vy,
los factores endogenos como las fitohormonas o reguladores del crecimiento (Bishopp y
colaboradores 2006; Kepinski 2006; Kucera y colaboradores 2005). Son varias rutas por
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las cuales se detectan sefales que influyen en la floracion, y son referidas como vias de
floracion, por ejemplo, el fotoperiodo causa la floracion temprana por la exposicion a
los dias largos (Amasino 2010). Un hallazgo clave en estas vias fue la demostracion por
Knott (1934) que la duracion del dia es percibida por las hojas. Durante afios, se ha
investigado la floraciéon temprana de varias especies, desde que se observo que la
reduccion del fotoperiodo en tabaco aceleraba la floracion (Garner y Allard 1922).
Curiosamente, a pesar de la enorme diversidad de estrategias reproductivas y estilos de
vida de las plantas superiores, un componente movil clave de esta sefal de floracion es
el “florigeno”, proteina codificada por un gen altamente conservado: FLOWERING
LOCUS T (FT) (Wigge y colaboradores 2005). Es importante destacar que en mutantes
que solo cambia su velocidad de crecimiento pero no su nimero de hojas y flores no son
consideradas como mutantes en tiempo de floracion (Koornneef y colaboradores 1991).
Las primeras flores formadas en Arabidopsis a menudo producen significativamente
menos semillas que las siguientes, lo cual podria ser debido a un efecto arquitectonico
de la inflorescencia, es decir, que dependen de la posicion de la flor y no so6lo a la
variacion ambiental (Diggle 2002). El momento correcto de la transicion a la floracion
es de extrema importancia para todas las plantas y esta bajo el control de una red
genética compleja que integra la informacion de varias sefales, tanto endégenas como
del ambiente (Amasino 2010). Durante la fase de floracion, el SAM da lugar a flores en
lugar de brotes y hojas. En la figura 7 se muestra el cambio desde la embriogénesis a la
fase vegetativa juvenil, y de ésta a la adulta, seguida de la fase reproductiva adulta,

hasta terminar en la fase gametofitica (Huijser y Schmid 2011).
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Embriogénesis y maduracion de la semilla J ,F_as_e’vegetativa juvenil
SAM "= =S

Fase gametofitica

Fase reproductiva adulta Fase vegetztiva adulta
Figura 7. Fases del desarrollo vegetal. Las plantas pasan a través de una serie de transiciones de
desarrollo durante su ciclo de vida. Durante la reproduccion sexual, se producen los gametos (fase
gametofitica). Después de la fecundacion, las poblaciones de células madre se establecen en los extremos
opuestos del eje primario de crecimiento del embrion en desarrollo, la formacion del meristemo apical de
la raiz (RAM) y el meristemo apical del brote (SAM) (rojo). Estos dan lugar a todos los 6rganos post-
embrionarios formados a lo largo de la vida de una planta. Toda la parte aérea (tallo) de una planta se
origina en el SAM. Después de la germinacion, las plantas pasan a través de tres fases de desarrollo. En
primer lugar, por una fase de crecimiento vegetativo, la fase de crecimiento vegetativo se puede dividir en
fases juveniles y adultas. Con el tiempo, las plantas se vuelven competentes para florear y se someten a la

transicion del desarrollo reproductivo (Huijser y Schmid 2011).

1.11. Genes implicados en la floracion de A. thaliana

Existen diferentes genes integradores que estan implicados en la floracion, cada
uno de ellos esta relacionado en diferentes vias, las cuales interactan entre si. Los

genes que regulan el tiempo de floracion participan en cuatro vias de promocion floral:
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fotoperiodo de dias largos, control por el acido giberelico (GA), la promocion autonoma
y la vernalizacion como se muestra en la figura 8. Los genes interactuan entre si
activandose o inhibiéndose rio abajo hasta desembocar en LFY y APLl. En términos
generales, el desarrollo de flores se puede dividir en cuatro fases que se producen en una
secuencia temporal. En la primera, en respuesta a las sefales ambientales y endogenas,
la planta cambia de crecimiento vegetativo a reproductivo, este ultimo es controlado por
un grupo de genes (CLV3 y WUS) del tiempo de floracion. En la segunda, cuando se
integran las sefiales de la via de floracion se promueve la activacion de un grupo de
genes (LFY, AG y WUS) que cambian la identidad del meristemo vegetal al de
inflorescencia. En la tercera fase, la identidad del meristemo se ve afectada por la
expresion de genes (CO, FRI, PIEL, AP1, FLC, SOC1, TFL1, FT y LFY) que permiten
la identidad de meristemo floral. Finalmente, los genes (APETALA 1 (AP1), APETALA
2 (AP2), PISTILATA (PI) y AGAMOUS (AG)) dan identidad a los tejidos que
constituyen los 6rganos florales (Jack 2004). La promocion por fotoperiodo de dias
largos est4 regulada por factores como la luz, permitiendo la activacion de CONSTANS
(CO), factor de transcripcion que presenta los dominios de dedos de zinc (Putterill y
colaboradores 1995). Las mutantes CO estan retrasadas en la floracion, particularmente
en fotoperiodos de dias largos (Koornneef y colaboradores 1991). Por el contrario, la
sobreexpresion del gen CO resulta en una floracion temprana (Onouchi y colaboradores
2000; Simon y colaboradores 1996). El papel que se ha asignado a CO es la activacion
de la expresion del gen FT (Wigge y colaboradores 2005; Yamaguchi y colaboradores
2005). Una de las primeras demostraciones de la funcion de CO en las hojas fue la
estimulacion de FT (An y colaboradores 2004; Ayre y Turgeon, 2004). Las mutantes en
ft estan retrasadas en la floracion (Koornneef 'y colaboradores 1991), mientras que en las
plantas 35S:CO, su floracion fue temprana, y en la linea de sobre expresion 35S:CO en
el fondo genético ft, la floracion también fue temprana; lo que indica que FT esta rio
abajo de CO (Onouchi y colaboradores 2000; Samach y colaboradores 2000). Se ha
reportado que el gen FT también esta regulado por FLC. La integracion de las sefiales
de FLC y CO es mediada por elementos discretos en el promotor SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CO 1 (SOC1), mostrado en la Figura 8 (Hepworth y
colaboradores 2002). No se sabe si FT por si mismo integra éstas sefiales o si las sefiales
estan siendo integradas por un gen rio arriba de FT (Jack 2004). Ademas de que el
fotoperiodo y la calidad de la luz también afectan la expresion de FT a través de la

estabilidad de la proteina CO (Amasino 2010). Una segunda via en el tiempo de
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floracion esta relacionada con la promocion de la floracion por el acido giberelico (GA).
Las mutantes defectuosas en la biosintesis de GA, como la gal exhibe un dramatico
retraso en la floracion cuando crecen en dias cortos pero no en dias largos, sugiriendo
que es GA es un estimulador importante en la ausencia de la promocion de la floracion
de dias largos (Wilson y colaboradores 1992; Moon y colaboradores 2003). En esta via
esta implicado el gen SOC1, que tiene como blanco a LEAFY (LFY) (Fig. 9). Durante el
desarrollo floral, LFY es necesario y suficiente para especificar el meristemo floral
(Weigel y Nilsson 1995), y permitir el funcionamiento normal del meristemo floral
(Huala y Sussex 1992; Jack 2004). El desarrollo de la inflorescencia esta mediado por
una interaccion antagoénica entre TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) y LFY (Conti y
Bradley 2007). Mediante exdmenes de la expresion de TFL1 y LFY, se confirmé que
ambos genes funcionan en la diferenciacion para la inflorescencia (Cheng y
colaboradores 2010). Se ha estudiado en Arabidopsis mutantes tfll, donde los
meristemos del tallo se desarrollan como una flor y presentan un fenotipo de flores
terminales, en lugar de inflorescencias indeterminadas (Shannon y Meeks 1991). La
proteina TFL1 se relaciona estructuralmente a la FT, presentando un 50% de similitud
(Kardailsky y colaboradores 1999), lo cual es sorprendente debido a que los genes FT y
TFL1 presentan efectos opuestos en el tiempo de floracion: la mutante ft da como
resultado una floracion tardia, y la tfl1l presenta una floracion temprana (Mimida y
colaboradores 2001). La expresion de TFL1 es aumentada significativamente en la
transicion del desarrollo vegetativo al reproductivo y es necesaria para la funcion
normal del meristemo inflorescente en Arabidopsis (Bradley y colaboradores 1997;
Shannon y Meeks 1991). En etapas posteriores TFL1 es sobre expresado y reprime la
expresion de genes de identidad del meristemo floral como LFY y APETALA 1 (AP1) en
el meristemo apical (Jack 2004). La tercera via de floracion, es la autobnoma, funciona
para controlar la floracion de forma independiente a los factores exdgenos, en la cual
interviene FLOWERING LOCUS C (FLC). La cuarta via es la de la vernalizacion,
proceso por el cual, la exposicion prolongada al frio hace a las plantas competentes para
florear (Chouard 1960). La vernalizacion es causada por la expresion de un gen
dominante llamado FRIGIDA (FRI) (Napp-Zinn 1987), que tiene como blanco a FLC.
Este ultimo integra las sefiales positivas reguladoras del gen FRIGIDA (FRI) (Johanson
y colaboradores 2000). La expresion del gen FLC junto con FRI, son un requisito para
la vernalizacion (Koornneef y colaboradores 1994; Lee y colaboradores 1994). La

mutacion del gen FLC resulta en una floracion temprana, mientras que la
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sobreexpresion causa una floracion tardia. Hay una correlacion fuerte entre los niveles
del RNA/Proteina de FLC y el tiempo de floracion: altos niveles de FLC correlacionan
con una floracion tardia, y bajos con una floracion temprana (Jack 2004). La
vernalizacion también resulta en una reduccion de los niveles de RNA/Proteina de FLC.
(Sheldon y colaboradores 2000a; Gendall y colaboradores 2001). El factor de
transcripcion FLC, juega un papel importante en la respuesta a la vernalizacion de
Arabidopsis thaliana (Amasino 2010; Srikanth y Schmid 2011). Ademas las sefiales
represivas por parte de la via autdbnoma y la vernalizacion esta integrada por el represor
floral FLC (Michaels y Amasino 1999; Sheldon y colaboradores 2000b). En la figura
8B, se muestra la red de genes que comprenden las vias que dan lugar al meristemo

floral.
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Figura 8. Descripcion de la regulacion del tiempo de floracién en Arabidopsis. Los genes que dan
especificidad a los meristemos florales (CO, FRI, PIEL, AP1, FLC, SOC1, TFL1, FT y LFY), son
representados en las siguientes imagenes; A) Las sefiales para las cuatro principales vias de
sefializacion, imagen modificada de (Jack 2004); B) Imagen que muestra en donde se da la expresion de
estos genes, la interaccion directa estd mostrada en flechas grises, los genes y las proteinas estan
representados con ovalos. Las lineas sélidas de color verde o rojo con flechas representan una promocion,
y aquellas con barras perpendiculares la represion. Los componentes que promueven la floracion se

muestran en verde y los que la reprimen en rojo (Amasino 2010).
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1.12. Estructura de la flor

La flor es la estructura reproductiva caracteristica de las plantas espermatofitas o
faner6gamas, que produce semillas a través de la reproduccion sexual. Para las plantas,
las semillas son la proxima generacion y sirven como el principal medio a través del
cual las especies se perpetuan y se propagan (Huijser y Schmid 2011). El caliz, esta
formado por sépalos que superficialmente se parecen a las hojas, pero son mas
pequefios, carecen de estipulas, que son una especie de hojas diminutas que se
encuentran en el punto donde la base del peciolo de la hoja se une con la rama y poseen
las células epidérmicas muy alargadas (Irish y Sussex, 1990). La corola, esta formada
por los pétalos que son hojas coloreadas en el interior de los sépalos, los estambres, son
los 6rganos masculinos de la flor, cada antera consta de cuatro l6bulos en los que se
produce microsporas, y un filamento que sirve para transportar nutrientes a las anteras
(Goldberg y colaboradores 1993). El pistilo es el o6rgano femenino de la flor,
Arabidopsis contiene dos carpelos o pistilos que forman el gineceo, ¢l cual consta de un
ovario en el que se desarrollan multiples semillas. En el gineceo madura la fruta, o
silicua (Ferrandiz y colaboradores 1999; Ostergaard 2009). En la figura 9, se representa

la foto de una flor y su estructura.
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Figura 9. La flor de Arabidopsis. Las flores principalmente cuentan con 4 6rganos; los sépalos, pétalos,
estambres y carpelos. A) Flor madura de A. thaliana; B) Seccion lateral de una flor madura; C) Diagrama

floral que muestra la colocacion relativa de los 6rganos florales (Irish 2010).

1.13. Construccion de una linea mutante por insercion

Una de las estrategias para la obtencion de mutantes hace uso del T-DNA
(segmento T), cuya insercion bloquea una parte especifica del gen de interés para evitar

su transcripcion correcta. Para corroborar que dicha insercion, se haya efectuado en el
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sitio de interés se amplifica una secuencia del DNA genomico cercano al sitio de
insercion. La mutagénesis de insercion con T-DNA aprovecha la propiedad del sistema
basado en Agrobacterium tumefaciens, para la transformacion genética de plantas. Un
ejemplo de una mutante de insercion, es la linea xipotl mutada en el locus At3g18000

(Fig. 10).

xipotl
At3g18000 | NN NN W N .| ] _-_-_I

Figura 10. Mutantes por insercion de T-DNA. Estructura genémica del locus At3g18000. Los exones
se indican con rectangulos grises. La localizacion de la insercion de T-DNA se representa con un

triangulo invertido (Cruz-Ramirez y colaboradores 2004).

1.14. Lineas de baja expresion con RNA de interferencia (RNAI)

En ecucariontes el RNA de doble cadena (RNAdc) puede inducir el
silenciamiento de una secuencia especifica. Dicho silenciamiento inicia cuando el
RNAdc largo es procesado al RNA pequefio de 21 a 26 nucleotidos mediante la enzima
RNAsa III Dicer. Estos RNAs pequefios se incorporan a complejos efectores de
silenciamiento que son guiados a secuencias complementarias blanco. En la figura 11,
se muestra que existen diferentes tipos de silenciamiento, cuyas diferencias se basan
principalmente en la naturaleza de la secuencia blanco y en la composicion proteica de
los complejos efectores. La enzima blanco Dicer, genera pequefios RNA de
interferencia de los fragmentos de RNA (siRNA) que se unen por complementariedad al
mRNA blanco para su degradacion, utilizando el complejo RISC. De manera natural,
los siRNA se originan de transposones y virus que producen RNAdc durante su
replicacién, asi como también de otras secuencias repetidas transcritas
bidireccionalmente. Los microRNA (miRNA) son otros RNA pequefios que pueden
inducir silenciamiento al unirse al mRNA blanco. Los miRNA se incorporan a un
complejo similar a RISC y, dependiendo de su grado de complementariedad con el
mRNA blanco, pueden presentar una represion traduccional o bien digerir al mRNA. La
induccion artificial del RNAi mediante siRNA o miRNA ha sido adoptada como una
herramienta para inactivar la expresion génica, tanto en células en cultivo como en

organismos vivos. El andlisis de este fendmeno es conocido ahora como silenciamiento
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post-transcripcional de genes (PTGS por sus siglas en inglés) (Vazquez-Ortiz y
colaboradores 2006).

miRNA RNAdc
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Figura 11. Mecanismo de accion del RNAIi. La enzima Dicer se une al dsRNA rompiéndolo en
fragmentos de alrededor de 21 nucledtidos conocidos como siRNAs. Estos siRNAs se unen al complejo
enzimatico RISC, el cual utiliza un filamento del siRNA para unirse al mRNA blanco (RNA de cadena

sencilla) de la secuencia complementaria, al ocurrir esto la nucleasa RISC degrada el mRNA blanco con

el consiguiente silenciamiento del gen (Vazquez-Ortiz y colaboradores 2006).
1.15. Transcriptasa reversa- reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

La reaccion de la transcriptasa reverso y reaccion de la polimerasa en cadena
(RT-PCR) (Fig. 12), es una adaptacion del PCR que sirve para detectar y medir la
acumulacion de mRNAs escasos en organos, tejidos o células. Para el analisis por RT-
PCR, primero se requiere de RNA total a partir del cual, el RNA especifico es copiado
a cDNA de una solo hebra, por medio de la transcriptasa reversa. Las moléculas de
cDNA sirven de molde para la reaccion de PCR usando un par de oligonucleotidos
especificos para el gen estudiado. Los fragmentos de DNA amplificados son

visualizados por electroforesis en gel de agarosa (Tagu y Moussard 2003).
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Figura 12. Reaccién de la reverso transcriptasa y la reaccion en cadena de la polimerasa. La
desnaturalizacion del DNA se efectua a temperatura elevada (cerca de 95 °C) produciendo moléculas de
DNA monocatenarias. Posteriormente, se produce la reaccion de alineamiento (annealing) donde los
oligonucleodtidos (o primers) complementan a las secuencias de los extremos del DNA a amplificar
(temperatura entre 40 y 65 °C). La extension se lleva a cabo a partir de los primers usando una DNA
polimerasa (para la Taq polimerasa la temperatura optima es de 72 °C). Finalmente, se amplifica la

secuencia especifica para el par de oligonucledtidos (Sato y colaboradores 2010).
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II. JUSTIFICACION

Debido a que hemos observado que la insulina afecta varios parametros de la
arquitectura radicular de plantulas de A. thaliana, es de gran interés determinar el efecto
de dicha hormona sobre el desarrollo vegetativo y reproductivo en plantas adultas de A.

thaliana.

I1l. HIPOTESIS

La insulina promueve el crecimiento vegetativo y reproductivo de A. thaliana a

través de la via MAPK.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar el efecto de la insulina sobre el crecimiento vegetativo, la floracion y

el rendimiento de semillas en plantas de A. thaliana.
4.2. Obijetivos Especificos

a) Analizar el efecto de diferentes concentraciones de insulina sobre la germinacion de

A. thaliana Col-0.

b) Determinar la respuesta de diferentes concentraciones de insulina sobre la

arquitectura radicular en plantulas de A. thaliana.

c) Determinar el efecto de la insulina sobre el desarrollo vegetativo por evaluacion del
numero de hojas de roseta, didmetro de roseta, longitud del tallo floral y numero de

tallos de plantas de A. thaliana.

d) Estudiar el efecto de la insulina sobre la reproduccion evaluando el numero de flores

y silicuas y el rendimiento de semillas por planta de A. thaliana.

e) Determinar si el efecto estimulador de la insulina sobre el desarrollo vegetativo y
reproductivo de A. thaliana involucra a la via MAPK, especificamente a través de la

evaluacion de los parametros antes mencionados en las lineas RNAIMPK3 y mpk®é.

f) Analizar la expresion de los genes FRI, FLC, TFL1, CO, FT y LFY involucrados en

respuesta a la adicion de insulina.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Estrategia experimental

Desinfeccion de
semillas (Col-0,
RNAiIMPK3 y
mpké6) y vernalizar
48 hrsa 4 °C

)

Sembrar las semillas
en medio MS 0.2 X, 2
% de sacarosa, agar
0.8 % suplementado
con insulinaa0, 1.23
y12.3 nM

2

Incubar en una camara con
fotoperiodo 16h/8h
luz/oscuridad a 22-25°C. 14
dias después de sembradas
se evalua la arquitectura
radicular de las plantulas
con los parametros: LRP,

NRL y DRL

A 4

Transplantar las
plantulas a tierra e
incubar en camara de
crecimiento en
fotoperiodo 16h/8h
luz/oscuridad a 22-25
°C. Regar con las
respectivas soluciones
de insulina cada 3 dias

\ 4

Medir cada 3 dias los
parametros de crecimiento
vegetativo: nimero de
hojas de roseta, diametro
de roseta, largo del tallos
floral, nimero de tallos
laterales y nimero de
flores o silicuas

A los 12 dias de
edad, congelar las
plantulas y extraer

RNA total

Determinar los
niveles de expresion
de los genes FRI, FLC,

TFL1, CO, FTy LFY
por medio de RT-PCR

Recolectar las semillas
durante aprox. 3 meses
después de
transplantadas a tierra,
para evaluar el
rendimiento de semillas

-

5.2. Materiales

Se usaron semillas de A. thaliana Col-0, una linea de baja expresion en la cinasa
MPK3 (RNAiIMPK3), y una mutante en la cinasa MPK6 (mpk6-/-), las dos tltimas
donadas amablemente por el Dr. Angel Guevara del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM.

Reactivos de Sigma: sales del medio Murashige y Skoog (MS), tiamina,
piridoxina, acido nicotinico, insulina porcina, gelrite y agarosa. Gel Red 10000X
Biotum. Dodecil Sufato de sodio (SDS) y sacarosa. Solucion comercial de hipoclorito
de sodio (cloralex). Reactivos de J.T. Baker: cloroformo, alcohol isopropilico y etanol.

Reactivos de Invitrogen: Trizol, Inhibidor RNasa, kit de RT-PCR SuperScrip III One-
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Step RT-PCR System y marcador de pesos moleculares de 1Kb y 100pb. La Humulina
N y R fueron de la marca Lilly.

5.3. Equipo

Potenciometro Daigger, 6173; Balanza Analitica, Sartorius TE612; Balanza
Granataria OHAUS GA110; Termociclador Perkin Elmer 2400; Centrifuga refrigerada
Hermle-labor technik 2400k; Microcentrifuga, Labnet 16 M; Nanocentrifuga Labnet
SN04061572; Vortex-Genie 2 Sientific Industries G-650; Micropipetas RAININ pipet-
lite 6070026; Fuente poder BIO-RAD power pactm; Basic system Documentador de
geles: It 50 modulo integrado de camara digital de alta resolucion 5.0 megapixeles;
Céamara de crecimiento con temperatura controlada (22 °C) y fotoperiodo de 16h luz y
8h oscuridad; campana de flujo laminar, Thermoelectron Corporation 1839;
estereomicroscopio Iroscope ES-24; Autoclave HA-300MIIL; Espectrofotometro

Beckman 640 y el equipo para electroforesis sumergida Owl separation systems.

5.4. Desinfeccidn y vernalizacion de semillas

Se agregd a las semillas colocadas en un tubo Eppendorf un ml de agua
tridestilada estéril y se incubaron con agitacion ocasional durante 10 min. Después se
dio un pulso en la nanocentrifuga y se retird el agua, se adiciond un ml de etanol
absoluto, y se agitd vigorosamente. Después de retirar el etanol se agregdé un ml de
solucion desinfectante (cloro 5% y SDS 1%) con agitacion constante durante 5 min.
Después se centrifugd y retiro la solucion, efectuandose siete lavados con agua estéril, y
finalmente a las semillas se les agregd un ml de agua estéril y se vernalizaron a 4 °C

durante 2 dias.

5.5. Preparacion del medio de cultivo

Se disolvieron 20 g de sacarosa y 0.86 g de sales MS en un litro de agua
tridestilada; se ajust6 el pH a 5.7, se agregaron 8 g de agar, a continuacion se esterilizo.
Después de esterilizarlo, al medio tibio se le agregdé 200 pl/l de una solucion stock de
vitaminas MF (tiamina 1 mg/ml, piridoxina 5 mg/ml y acido nicotinico 5 mg/ml,

esterilizada por filtracion) y la insulina (solucién stock de 8.64 nM preparada con
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insulina porcina liofilizada de Sigma), la cual se adicion6 en la cantidad correspondiente
para obtener la concentracion deseada para cada tratamiento (1.23 y 12.3 nM). La
insulina de la marca Sigma se utilizo, para los experimentos in Vvitro mientras que para
el riego de plantas en suelo se usaron las Humulinas N y R de la marca Lilly, esto

debido a que la insulina de Sigma es un reactivo muy costoso.

5.6. Preparacion de las soluciones de insulina para riego

Para preparar las soluciones de insulina a concentraciones de 1.23 y 12.3 nM, se
utiliz6 la Humulina N y R, la cual se adicion6 de una solucion stock de 100 Ul/ml: 2 pl
a un litro de agua de la llave esterilizada para la solucion de 1.23 nM y 20 pl para la de

12.3 nM.

5.7. Siembra de semillas

Se sembraron diez semillas por caja Petri que contenia el medio de cultivo MS
0.2 X en condiciones estériles (campana de flujo laminar), y se sellaron con parafilm
para evitar el contacto con el medio ambiente. Las cajas con las semillas de A. thaliana
se incubaron en forma vertical para que la raiz de las plantulas creciera sobre el medio,

en una camara con fotoperiodo de 16h luz y 8h oscuridad a 22-25 °C.

5.8. Determinacion de la cinética de germinacion

Se evalud cada 2 horas el niimero de semillas germinadas durante 48 horas, se
observo la emergencia de la radicula con ayuda del microscopio estereoscopico en los

diferentes tratamientos suplementados con insulina a 0, 1.23, 12.3 nM.

5.9. Evaluacion de los parametros del desarrollo de Arabidopsis

Después de 14 dias de sembradas, se evalud la arquitectura radicular de las
plantulas de A. thaliana con los parametros de: longitud de la raiz principal (LRP) con

ayuda de una regla, nimero de raices laterales (NRL) bajo la lupa a 2X y densidad de
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raices laterales (DRL), que se determina dividiendo el NRL sobre la LRP.
Posteriormente las plantulas se transplantaron a tierra donde fueron regadas cada 3 dias
con solucion de insulina a las concentraciones respectivas. Los parametros de
crecimiento que se evaluaron cada tercer dia fueron los siguientes: nimero de hojas de
roseta, didmetro de roseta, largo del tallo floral, nimero de tallos y nimero de silicuas o
flores, durante un mes y medio. Posteriormente, se recolectaron las semillas producidas
durante aproximadamente 3 meses después de transplantadas a tierra y se determino el
rendimiento pesando las semillas y dividiendo dicho peso entre el nimero de plantas, el

rendimiento se expresdé como mg/planta.

5.10. Extraccion y cuantificacion del RNA

Para la extraccion del RNA se tomaron plantulas de A. thaliana Col-0 12 dias
después de sembradas. Se molieron las plantulas con nitrogeno liquido, el tejido
congelado y molido se transfirio a un tubo Eppendorf al que se adicion6 un ml de
Trizol. La muestra se homogenizé y después se incubd 5 min a temperatura ambiente,
en seguida se adiciond 0.2 ml de cloroformo y se agité por 15 seg para una posterior
incubacion por 3 min a temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a 12,000
rpm por 15 min a 4 °C. Después de centrifugar, el sobrenadante se transfirié a un tubo
Eppendorf nuevo, donde se agregd 0.5 ml de alcohol isopropilico. Se incub6 10 min a
temperatura ambiente y se centrifugd a 12,000 rpm a 4 °C por 10 min. La pastilla
obtenida se lavo con 1 ml de etanol al 70 % agitando fuertemente en un vortex para
finalmente centrifugar a 7,500 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Por ultimo, se
seco la pastilla en una campana de flujo laminar y se resuspendio el RNA en 30 pl de
agua estéril grado biologia molecular a 60 °C, la muestra se incub610 min. Finalmente a
la solucion de RNA se le agreg6 0.5 ul de inhibidor de la RNasa y se almacen6 a -20
°C. La integridad del RNA extraido, se analizo por electroforesis en un gel de agarosa,
el cual se corri6 a 80 mV. El RNA integro se observa como dos bandas
correspondientes a los RNAr y se cuantific6 midiendo la absorbencia de una alicuota a

260 nm. Mediante la formula: pg/ml = (Abs)(40)/(1000/1).
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5.11. Expresion génica por RT-PCR

Las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo con el kit SuperScript III One-
Step RT-PCR System with Platinum Taq DNA Polymerase de Invitrogen. Para
amplificar cada transcrito, el RNA se diluy6 para tener una concentracion de 1 pg/ul, de
la cual se tom6 0.5 ul y se adiciond 6.25 pl de Buffer 2X, 0.5 ul del oligonucledtido
sentido y anti sentido (a una concentracion de 10 pM), 4.5 ul de agua y por ultimo 0.25
ul de la mezcla de enzimas RT/ Taq, para llevar a un volumen total de 12.5 ul. Los
oligonucledtidos utilizados se muestran a continuacioén, asi como las condiciones de
amplificacion para cada gen: MAPK3: Sentido 5° AACTCACGGAGGAC
AGTTCATAAG- 3" y anti sentido 5° GCAATTTAGCAAGGTACTG GTGAT- 3’
(Juarez Dominguez y colaboradores 2010). Condiciones de la reaccion: 50 °C 30 min, y
94 °C 2 min., seguido de 25 ciclos: 94 °C 30 seg., 55 °C 1 min., 68 °C 1 min y una
extension final de 68 °C 5 min. MAPKG6: Sentido 5'-
GCCTCAGATGCCTGGGATTGAGAATATTC- 3" 'y anti  sentido 5
CATGGAGTTAATGGACCGTAAGCCACTC- 3" (Bush y Krysan 2007). Condiciones
de reaccion: 50 °C 30 min. y 94 °C 5 min, seguido de 25 ciclos: 94 °C 15 seg., 67 °C 1
min., 68 °C 45 seg. Y una extension final de 68 °C 10 min. UBIQUITINA: Sentido 5°-
GGAAGAAGAAGACTTACACC- 3" 'y anti  sentido 5-GTCCACACTT
ACCACAGTA- 3" (Ping y colaboradores 2006). Con las siguientes condiciones: 50 °C
30 min. y 94 °C 5 min, seguido de 35 ciclos: 94 °C 15 seg., 67 °C 1 min., 68 °C 45 seg.
y una extension final de 68 °C 10 min. LFY, TFL1, FRI y FLC: LFY, sentido 5'-
GGTGACGAACCAAGTATTCAGGTA-3" y anti sentido 5-ATAGAGAGACG
AGGATGAGCGTTA-3" (Cheng y colaboradores 2010). TFL1, sentido 5'-
TATCTTTCCTAATATCCCTTCG-3" 'y anti sentido 5> TTCAACTCAT
CTTTGGCAGT-3" (Cheng y colaboradores 2010). FRI, sentido 5-AGTTGCTTG
TTTTGGTGTTCCTTC-3" y anti sentido 5'-TCCACGCTTGATACTTGATTCAAC-3’
(Geraldo y colaboradores 2009). FLC, sentido 5'-
CCGAACTCATGTTGAAGCTTGTTGAG-3" y anti sentido 5'-
CGGAGATTTGTCCAGCAGGTGACATCTC-3" (Searle y colaboradores 2006) y las
condiciones: 50 °C 30 min. y 94 °C 2 min, seguido de 35 ciclos: 94 °C 15 seg., 55 °C 30
seg., 68 °C 30 seg. y una extension final: 68 °C 5 min. FT: sentido 5'-
CAAGTCCTAGCAACCCTCACC-3" 'y anti sentido 5-ATAGGCATCATCA
CCGTTCGT-3" (Morris y colaboradores 2010). Condiciones de reaccion: 50 °C 30 min.
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y 94 °C 2 min, seguido de 35 ciclos: 94 °C 15 seg., 60 °C 1 min., 68 °C 1 min. y una
extension final de 68 °C 5 min. CO: Sentido 5- GAGAAATCGAAGCC
CGAGGAGCA-3" y anti sentido 5 -TCAGAATGAAGGAACAATCCCATA-3’
(Morris y colaboradores 2010). Bajo las siguientes condiciones: 50 °C 30 min. y 94 °C
2 min, seguido de 50 ciclos: 94 °C 15 seg., 60 °C 1 min., 60 °C 1 min. y una extension

final de 68 °C por 5 min.

5.12. Electroforesis

Las reacciones de amplificacion se analizaron en gel de agarosa al 1% y 1.5 %.
Se tomaron alicuotas de 2 a 3 ul y se mezclaron con 3 ul de buffer de carga (0.05% de
xilen cianol, 0.05% de azul de bromofenol y 40 % de glicerol en agua destilada). El gel
fue preparado con agarosa al 1% y 1.5% y se agrego 1 ul del colorante GelRed. El gel
solido se sumergio6 en la camara de electroforesis que contenia una solucion buffer TAE.
Se cargaron las muestras mezcladas con el buffer de carga en los pozos del gel y se
corrieron a 80 Volts. Después de la corrida, el gel se observé en un trans-iluminador con
luz UV y el tamaio de los productos amplificados se compararon con el marcador de

pesos moleculares.
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V1. RESULTADOS

6.1. La insulina estimula la germinacion de las semillas de Arabidopsis Col-0

Para determinar si la insulina afectaba la germinacion de las semillas de A.
thaliana Col-0, se realiz6 una cinética evaluando cada 2 horas el porcentaje de semillas
germinadas. En la figura 13, se observa que a partir de las 28 horas empiezan a germinar
las semillas en el tratamiento con 1.23 nM de insulina, mientras que a las 30h lo hacen
las semillas del tratamiento con 12.3 nM de insulina y el control. A partir de las 34h y
hasta las 48h observamos un incremento en el nimero de semillas germinadas en el
tratamiento 1.23 nM. Los resultados muestran que la hormona acelera la germinacion en
las semillas tratadas con 1.23 nM de insulina, mientras que en el tratamiento con 12.3

nM de insulina, se observé un incremento menor que con 1. 23 nM.
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Figura 13. Efecto de la insulina sobre la germinacion de las semillas Col-0. La grafica muestra los
porcentajes de germinacion a partir de las 20h y hasta las 48h. Las semillas desinfestadas y vernalizadas
se sembraron en medio MS 0.2X, 2% de sacarosa, agar 0.8 %, pH 5.7, suplementado con insulina a 0,

1.23 y 12.3 nM. Datos representativos de tres experimentos independientes.
6.2. Cambios en la arquitectura radicular de A. thaliana inducidos por la insulina

Para determinar si el efecto estimulador de 1.23 nM de insulina sobre la
germinacion se mantenia durante el crecimiento radicular, se evalud la arquitectura de la

raiz mediante los parametros: longitud de la raiz primaria (LRP), el nimero de raices
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laterales (NRL), y la densidad de raices laterales (DRL). En este experimento
observamos las fotografias de las plantulas (Fig. 14A) en donde se muestra que 1.23 nM
de insulina incremento la longitud de raiz primaria, el nimero de raices laterales y la

densidad de raices laterales (Fig. 14 B, C, D). Mientras que, el tratamiento con 12.3 nM
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Figura 14. Efecto de la insulina sobre la arquitectura radicular de A. thaliana. Se sembraron semillas
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de A. thaliana Col-0 en medio MS 2X, 2 % de sacarosa, agar 0.8 %, pH 5.7, suplementado con insulina a
0, 1.23 y 12.3 nM. A) Fotografias representativas de las plantulas in vitro a los 14 dias de edad, donde se
evaluaron los parametros; B) Longitud de la raiz primaria; C) Numero de raices laterales; D) Densidad de
raices laterales. Los valores son el promedio de 40 plantulas y de tres experimentos independientes. Las

letras indican la diferencia estadistica obtenida por un analisis de varianza (ANOVA).

6.3. Estimulacién del desarrollo vegetativo de Arabidopsis por la insulina
(Humulina N)

Se analizo el efecto de las dos concentraciones de insulina sobre el desarrollo

vegetativo de las plantas de Arabidopsis adultas. Las plantulas crecidas in vitro durante
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dos semanas se transplantaron a tierra, donde se regaron con soluciones de Humulina N
a concentracion de 1.23 y 12.3 nM. Para regar las plantas en tierra se us6 la Humulina N
de la marca Lilly, esto debido a que la insulina de Sigma es un reactivo muy costoso.
Los parametros de crecimiento evaluados fueron: diametro de la roseta de las plantas,
nimero de hojas de la roseta, longitud del tallo floral y nimero de tallos. En la figura
15A se muestran las fotografias de las plantas en tierra a los 14 y 21 dias, en donde se
observa un mayor tamaifio del tallo floral en las plantas con el tratamiento 1.23 nM a los
21 dias. En la figura 15B, se observa un aumento en el numero de hojas de roseta en el
tratamiento con 1.23 nM de insulina a partir del dia 15 y hasta los 29 dias respecto al
control. Por otra parte en el diametro de la roseta, 1.23 nM de insulina no presentd
diferencia respecto al control, pero si 12.3 nM que redujo significativamente este
parametro (Fig. 15C). Por otro lado, en la figura 15D, se observa que 1.23 nM de
insulina a partir del dia 24 incremento la longitud del tallo floral de manera significativa
respecto al control, y dicho efecto se mantuvo durante todo el periodo de evaluacion.
Respecto al nimero de tallos, podemos observar en la figura 15E que el tratamiento con
1.23 nM de insulina no mostré diferencia respecto al control, sin embargo, 12.3 nM de
insulina provocé una disminucion significativa comparada con el control. Los
resultados anteriores muestran que 1.23 nM de insulina estimuld el desarrollo
vegetativo, incrementando el nimero de hojas de roseta y la longitud del tallo floral, en
tanto que el tratamiento con 12.3 nM de insulina disminuy6 significativamente el
diametro de la roseta y el nimero de tallos. Llegado el tiempo de floracion se analizo el

efecto de la insulina en la etapa reproductiva de la planta.
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Figura 15. Efecto de la insulina (Humulina N) sobre el desarrollo vegetativo de Arabidopsis. Las

plantulas se transplantaron en tierra a los 14 dias de edad y se incubaron en una camara con fotoperiodo

16h luz y 8h oscuridad a 22-25°C. A) Fotografias representativas en los dias 14 y 21 después de

transplantadas, donde se evaluaron los parametro siguientes; B) Numero de hojas de roseta por planta; C)

Diametro de roseta; D) Longitud del tallo floral; E) Numero de tallos; Promedio de 30 plantas y de tres

experimentos independientes.

varianza (ANOVA).

Las letras indican la diferencia estadistica obtenida por un analisis de
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Numero de flores y silicuas/planta

6.4. Efecto de la insulina (Humulina N) sobre la etapa reproductiva de Arabidopsis

A partir del dia 20 empezaron a florecer las plantas y se evalud el nimero de
flores y silicuas hasta el dia 34. Posteriormente, se recolectaron diariamente las semillas
maduras para determinar el rendimiento por planta, hasta la etapa de senescencia que
fue alrededor de tres meses. Como podemos observar, el tratamiento con 1.23 nM de
insulina incrementd el nimero de flores y silicuas por planta (Fig 16A), al igual que la
produccion de semillas, la cual aumentd un 75% respecto al control (Fig. 16B). Estos
resultados muestran que el efecto de 1.23 nM de insulina, se mantuvo durante el

desarrollo de la planta.
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Figura 16. Efecto de la insulina sobre la etapa reproductiva de A. thaliana. Las plantas en tierra
fueron evaluadas cada tres dias. Estas permanecieron en una camara de crecimiento con fotoperiodo 16h
luz y 8h oscuridad a 22 - 25 °C, y se evaluaron los siguientes pardmetros: A) Numero de flores o silicuas;
B) Rendimiento de semillas (mg) por planta. Promedio de 30 plantas y tres experimentos independientes.

Las letras indican la diferencia estadistica obtenida por un analisis de varianza (ANOVA).

6.5. Efecto de la Humulina R sobre el desarrollo vegetativo en plantas de

Arabidopsis

Para descartar la posibilidad de que la Humulina N estuviera estimulando a las
plantas de A. thaliana por la presencia del zinc en su molécula, evaluamos el efecto de
la Humulina R en plantulas transplantadas a tierra de donde se determinaron: el nimero
de hojas de roseta, diametro de roseta, longitud del tallo floral y nimero de tallos. En la
figura 17A, se muestra que el numero de hojas de roseta se incrementd con 1.23 nM de

insulina durante toda la cinética, mientras que la concentracion de 12.3 nM no mostro
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Numero de hojas de roseta

Longitud del tallo floral (cm)

diferencia respecto al control. En el didmetro de roseta no se presentaron diferencias en
ninguno de los tratamientos de insulina respecto al control (Fig. 17B). Se puede
observar que 1.23 nM de insulina increment6 la longitud del tallo floral desde el dia 21
hasta el final de la cinética (Fig. 17C). En el numero de tallos se presentd una
disminucién en el tratamiento con 12.3 nM de insulina respecto al control (Fig. 17D).
Los resultados muestran que la Humulina R tuvo un efecto similar a la N (Fig. 15), sin
embargo no fue el mismo resultado, siendo mas destacado el efecto con la Humulina N
en el tratamiento 1.23 nM de insulina, mientras que el de 12.3 nM de Humulina R no
presento la disminucion en el desarrollo vegetativo observado con la N (Diametro de la
roseta y Numero de tallos), los resultados anteriores sugieren que la insulina
independientemente del zinc esta estimulando el desarrollo vegetativo a una

concentracion de 1.23 nM.

A B
15 4 m Control -~ %7
€35 .
125 - m1.23nM S 35
12.3nM LA
[ | 3N
10 1 g 25 -
S
o 2
T
o 15 -
S
s
o 1-
€
'G 05 -
a
n
03 5 7 9 12 15 19 21 23 27 29 31 03 5 7 9 12 15 19 21 23 27 29 31
Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)
C D
20 3.5 -
18 -
16 - "
14 - °
12 - S
10 - a 3
4
8 -+ a L b 2 .
6 - a “E’
b
4 - 0 b b g
2 - b
0
0 19 21 23 27 29 31 0 21 23 27 29 31
Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)

Figura 17. Efecto de la Humulina R sobre el desarrollo vegetativo de Arabidopsis. Las plantulas se
transplantaron a tierra a los 14 dias de sembradas en medio MS suplementado con insulina a 0, 1.23 y
12.3 nM. Las plantas se incubaron en una camara de fotoperiodo 16h luz y 8h oscuridad a 22 - 25 °C. A
partir de ese dia se evaluaron los parametros siguientes; A) Numero de hojas de roseta por planta; B)
Diametro de roseta; C) Longitud del tallo floral; D) Numero de tallos; Promedio de 30 plantas. Las letras

indican la diferencia estadistica obtenida por un analisis de varianza (ANOVA).
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6.6. Efecto de la Humulina R sobre la etapa reproductiva de A. thaliana

Al igual que el experimento anterior, se evalu6 el efecto de la Humulina R hasta
la etapa reproductiva. A partir del dia 19 hasta el 31 se contd el nimero de flores y
silicuas. El tratamiento con 1.23 nM de insulina mostré un aumento en el nimero de
flores y silicuas, en un 85% respecto al control, mientras que con 12.3 nM no se
observaron diferencias (Fig. 18A). También se evaluo el rendimiento de semillas (mg)
por planta, en el cual se observa que 1.23 nM de insulina indujo un aumento del 70% en
el rendimiento (Fig. 18B). Estos resultados muestran que la Humulina R y N inducen un
efecto similar (Fig. 16), por esta razon, en los experimentos posteriores solamente se

utilizé la Humulina N.
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Figura 18. Efecto de la insulina (Humulina R) sobre la etapa reproductiva de A. thaliana Col-0. Las
plantas en tierra fueron evaluadas cada tres dias. Estas permanecieron en una camara de crecimiento con
fotoperiodo 16h luz y 8h oscuridad a 22 - 25 °C, y se evaluaron los siguientes parametros: A) Numero de

flores o silicuas; B) Rendimiento de semillas (mg) por planta.

6.7. Nivel de expresion de los genes AtMAPK3 y AtMAPKG6 en las lineas
RNAIMPKS3 y mpk6 respectivamente

Una vez que se demostrdé que la insulina modifica el desarrollo vegetativo y
reproductivo, se procedié a determinar si la via MAPK esta involucrada en el efecto
estimulador observado por la insulina. Por esta razén se ensayaron las lineas de baja
expresion para la cinasa MPK3 (RNAiMPK3) y una mutante en la cinasa MPK6
(mpk6). Primero se determinaron los niveles de expresion por RT-PCR de los genes
AtMAPK3 y AtMAPKG® en las lineas Col-0, RNAIMPK3 y mpk6 de plantulas de 14 dias

de edad. Los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 1% en donde
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se muestra que la expresion de AtMPK3 estd disminuida en la linea RNAiMPK3
comparado al control y que en mpké como se esperaba, no se observo la expresion del
gen AtMPKG6 (Fig. 19A, B). Los resultados mostraron que en lineas RNAiMPK3 y mpk6

efectivamente presentan una baja y nula expresion en sus genes respectivos.
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Figura 19. Expresion genética en plantulas Col-0, RNAIMPK3 y mpké. Los productos de
amplificacion se corrieron en un gel, el cual fue observado bajo luz UV y por medio del programa J
image se analiz6 la intensidad de las bandas. A) Fotografia del gel de agarosa, donde se observan los
productos de amplificacion de los genes por RT-PCR; B) Grafica de las unidades arbitrarias de los genes

AtMPK3 y AtMPKG6. Mostrando como control a la linea Col.0.
6.8. Alteracion de la arquitectura radicular en plantulas RNAIMPK3

Para determinar si la cinasa MAPK3 podria estar implicada en la estimulacion
por la insulina en el desarrollo de la arquitectura radicular, se sembraron las semillas de
la linea RNAiIMPK3 en medio control, 0, 1.23 y 12.3 nM de insulina y se midieron los
parametros de la arquitectura radicular. Se muestra en las figura 20A, las fotografias de
las plantulas in vitro en donde se observa que las raices con la insulina tienen mayor
LRP que las control, datos representados en la figura 20B, donde se puede observar un
ligero incremento en LRP en ambos tratamientos. Mientras que el NRL disminuy6
ligeramente en el tratamiento con 1.23 nM de insulina (Fig. 20C). La figura 20D
muestra que hubo una disminucion en la DRL con 1.23 nM de insulina y en 12.3 nM de
insulina no hubo diferencia respecto al control. Comparando estos resultados con los de
la linea silvestre Col-0 (Fig. 14), se observa que el Unico parametro estimulado
ligeramente por la insulina fue la LRP, a diferencia de la Col-0 donde todos los

parametros fueron incrementados por 1.23nM de insulina.
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Figura 20. Efecto de la insulina sobre la arquitectura radicular en plantulas RNAIMPKS3. Se
sembraron semillas de la linea RNAIMPK3 en medio MS 2X, 2 % de sacarosa, agar 0.8 %, pH 5.7,
suplementado con insulina a 0, 1.23 y 12.3 nM. A) Fotografias representativas de las plantulas in vitro a
los 14 dias de edad, donde se evaluaron los parametros; B) Longitud de la raiz principal; C) Numero de
raices laterales; D) Densidad de raices laterales. Los valores son el promedio de 40 plantulas. Las letras

indican la diferencia estadistica obtenida por un analisis de varianza (ANOVA).

6.9. Efecto de la insulina sobre el desarrollo vegetativo en plantas RNAIMPK3

Los experimentos anteriores, mostraron que la linea RNAIMPK3 presenté un
efecto con 1.23 nM de insulina diferente a lo observado en plantulas silvestres con el
tratamiento similar de insulina. Las fotografias muestran que las planta en tierra a la
edad de 21 dias son de mayor tamafio que las tratadas con insulina (Fig 21A). La figura
21B muestra el desarrollo vegetativo y se puede observar que la insulina a 12.3 nM
disminuy6 el nimero de hojas de la roseta. No se observo ninguna diferencia en la
concentracion de 1.23 nM, en relacion al control. Respecto al diametro de la roseta,

ambas concentraciones de insulina indujeron una disminucién respecto al control (Fig.
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21C). Se puede observar en la figura 21D que el tratamiento con 1.23 nM de insulina
no afectd la longitud del tallo floral respecto al control, en cambio con 12.3 nM si
disminuy6 dicha longitud. En relacion al nimero de tallos, el tratamiento con 1.23 nM
de insulina se conservd igual al control, a diferencia de 12.3 nM de insulina que
provoco su disminucion (Fig. 21E). Comparando los resultados de los experimentos de
la linea RNAIMPK3 con la linea silvestre Col-0 (Fig. 15), en la cual 1.23 nM de
insulina estimul6 el nimero de hojas de la roseta y la longitud del tallo floral, en la linea
RNAIMPK3 no se observaron estos aumentos. Lo anterior sugiere que la cinasa
MAPK3 podria estar implicada en el crecimiento vegetal, ya que el efecto estimulador

de 1.23 nM de insulina observado en la Col-0 no se presenta en estas plantas.
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Figura 21. Efecto de la insulina sobre el desarrollo vegetativo en plantas RNAIMPK3. Las plantulas
se transplantaron a tierra a los 14 dias de sembradas en medio MS suplementado con insulina a 0, 1.23 y
12.3 nM. Las plantas se incubaron en una camara de fotoperiodo de 16h luz y 8h oscuridad a 22 - 25 °C.
A) Fotografias en los dias 14 y 21 después de transplantadas; B) Numero de hojas de roseta por planta; C)
Diametro de roseta; D) Longitud del tallo floral; E) Numero de tallos; Promedio de 30 plantas. Las letras

indican la diferencia estadistica obtenida por un analisis de varianza (ANOVA).
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6.10. Efecto de la insulina sobre la etapa reproductiva en plantas RNAIMPK3

Al encontrar en los experimentos anteriores que la linea RNAiMPK3 presentaba
un comportamiento diferente a la linea silvestre (Col-0), se decidi6 investigar el efecto
de la insulina en la etapa reproductiva. A partir del dia 22, las plantas empezaron a
florear y se evalud el nimero de flores y silicuas. Se puede observar que este ultimo
pardmetro disminuyd alrededor de un 30% en el tratamiento con 1.23 nM de insulina
respecto al control, mientras que 12.3 nM indujo una disminucion aun mayor (Fig.
22A). Asimismo, ambas concentraciones de insulina provocaron una disminucion en el
rendimiento de semillas respecto al control (Fig. 22B). De igual manera, al comparar los
resultados con la etapa reproductiva de las plantas Col-0 (Fig. 16) respecto a la linea
RNAiIMPK3, en esta ultima no se observo el efecto estimulador de 1.23 nM de insulina,

lo que sugiere también que la cinasa MAPK3 podria estar implicada en dicho efecto.
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Figura 22. Efecto de la insulina sobre la etapa reproductiva en plantas RNAIMPKS3. Las plantas en
tierra fueron evaluadas cada tres dias. Estas se incubaron en una camara de crecimiento con fotoperiodo
16h luz /8h oscuridad a 22°C - 25 °C y se evaluaron los siguientes parametros: A) Numero de flores o
silicuas; B) Rendimiento de semillas (mg) por planta. Promedio de 30 plantas de dos experimentos

independientes.

6.11. Efecto de la insulina sobre la arquitectura radicular en plantulas mpké

En Arabidopsis thaliana Col-0, se determind que la concentracion de 1.23 nM
de insulina estimulé desde la germinacion hasta la etapa reproductiva, mientras que la
linea RNAIMPK3 no mostr6 dicho estimulo. Como ha sido ampliamente reportado las
cinasas MPK3 y MPK6 estan involucradas en diferentes procesos bioldgicos (Komis y

colaboradores 2011), por lo antes mencionado se procedié a determinar si la cinasa
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MPK6 podria estar participando en el efecto estimulador de la insulina sobre
Arabidopsis thaliana. Se analizo la linea mutante mpk6 y se determinaron los
parametros de la arquitectura radicular. En la figura 23A se muestran las fotografias de
las plantulas in vitro, en donde se puede observar que ambos tratamientos (1.23 y 12.3
nM de insulina) estimularon la LRP respecto al control representado en la figura 23B. Y
que 1.23 nM de insulina no mostrd diferencias en el NRL, mientras que 12.3 nM lo
incrementd (Fig. 23C). Ambos tratamientos de insulina no presentaron diferencia en la
DRL respecto al control (Fig. 23D). Comparando estos resultados con los observados en
Col-0 y con la linea RNAIMPK3, en donde 1.23 nM de insulina daba un aumento en los
tres parametros (LRP, NRL y DRL) para la primera y un aumento muy discreto de LRP
en la segunda, permite concluir que in vitro la cinasa MAPKG6 estaria participando en el
efecto estimulador de la insulina sobre la arquitectura radicular en menor grado que la

cinasa MPK3, debido a que no se observa ni un ligero aumento en los parametros de la

raiz.
S = =
A et = [ =
e o0 ™ B
o o o~
o - pir
50 -
G m . .
f ‘= 45 | a a
; £ 40
£ : b
: a 35 4
5 = 30 -
~ £
{ @ 9 25 4
L2
- 20 -
2 15 -
2 10
(<]
= 05 |
0.0
Control 1.23 nM 12.3 nM
C D
501 w 14 - _ _
2 2 a
®so T 12 -
7] (1]
& ® 10
=ap
174 w
S 8 o5 |
E 30 E
[ 1] _g 06
= 20
E E 04 |
E 10 @
=5 8 g2
=2 o
00 0 4o
Control 123 nM 12.30M Contral 123 nM 123 M

Figura 23. Efecto de la insulina sobre la arquitectura radicular en plantulas mpk6. Semillas
sembradas de una linea mutante en la cinasa MPK6 de A. thaliana (mpk6); A) Fotografias representativas
de las plantulas in vitro a los 14 dias de edad, y se evaluaron los parametros; B) Longitud de la raiz
principal; C) Namero de raices laterales; D) Densidad de raices laterales. Los valores son el promedio de

40 plantulas. Las letras indican la diferencia estadistica obtenida por un analisis de varianza (ANOVA).
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6.12. Efecto de la insulina sobre el desarrollo vegetativo en plantas mpk6

Para determinar la participacion de la cinasa MAPKG6 en el efecto de la insulina
sobre el crecimiento vegetal, se evalud el efecto de la insulina en plantas adultas mpk6.
En la figura 24A se muestra las fotografias a los 14 y 21 dias de edad, en donde se
observa que las plantas con 12.3 nM de insulina muestran un aumento en el desarrollo
vegetativo. En la figura 24B, se observa que en el numero de hojas de roseta, el
tratamiento con 1.23 nM no muestra diferencia respecto al control, mientras que 12.3
nM lo estimul6 desde el dia 17 hasta el ultimo dia de evaluacion respecto al control. La
figura 24C, muestra que s6lo 1.23 nM de insulina estimuld el didmetro de la roseta y la
longitud del tallo floral de las plantas en tierra (Fig. 24D). En la figura 24E, se observa
que el niamero de tallos es estimulado en ambos tratamientos. Los resultados obtenidos
de este experimento, no son del todo diferentes a los del Col-0, mostrando similitud en
la longitud y nimero de tallos florales. Sin embargo, en esta linea mutada en MPKG®, el
tratamiento de 12.3 nM de insulina fue el que estimul6é el nimero de hojas de roseta,
diametro de roseta y numero de tallos, los cuales se mantuvieron reducidos en el
experimento con Col-0. El tnico resultado similar al control fue el de longitud del tallo
floral, donde se observo que el tratamiento 1.23 nM lo estimul6 y 12.3 nM fue igual al

control.
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Figura 24. Efecto de la insulina sobre el desarrollo vegetativo en plantas mpk6. Las plantulas se
transplantaron a tierra a los 14 dias de sembradas en medio MS suplementado con insulina a 0, 1.23 y
12.3 nM. Las plantas se incubaron en una camara de fotoperiodo 16h luz y 8h oscuridad a 22 - 25 °C. A)
Fotografias de las plantas en el dia 14 y 21 después de transplantadas, se evaluaron los parametro
siguientes; B) Numero de hojas de roseta por planta; C) Diametro de roseta; D) Longitud del tallo floral;
E) Numero de tallos; Promedio de 30 plantas. Las letras indican la diferencia estadistica obtenida por un

analisis de varianza (ANOVA).
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6.13. Efecto de la insulina sobre la etapa reproductiva en plantas mpké

A partir del dia 17 se evalud el niimero de flores y silicuas. Las evaluaciones se
realizaron hasta el dia 33. En la figura 25A, se muestra el nimero de flores y silicuas
por planta, en donde se observa que los tratamientos 1.23 y 12.3 nM de insulina
incrementaron la produccion de flores y silicuas, cerca de un 30% con 1.23 nM y un
25% en 12.3 nM respecto al control. En la figura 25B, se observa un aumento en la
produccion de semillas en los tratamiento de insulina, siendo mayor el rendimiento en
12.3 nM de insulina. Igualmente, al comparar los resultados respecto a las semillas de
las plantas Col-0. Observamos que son similares a la Col-0, excepto la concentracion de
12.3 nM. Lo anterior sugiere que esta cinasa podria no estar implicada en el efecto
estimulador de la insulina sobre el numero de silicuas o flores y el rendimiento de

semillas por planta a diferencia de la cinasa MPK3.
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Figura 25. Efecto de la insulina sobre la etapa reproductiva en plantas mpké. Las plantas en tierra
fueron evaluadas cada tres dias. Estas permanecieron incubadas en una camara de fotoperiodo 16h luz y
8h oscuridad a 22 - 25 °C y se evaluaron los siguientes parametros: A) Numero de flores o silicuas; B)

Rendimiento de semillas (mg) por planta. Promedio de 30 plantas de dos experimentos independientes.

6.14. Analisis de la expresion de los genes FRI, FLC, TFL1, CO, FTy LFY

Por medio de RT-PCR se realizé el analisis de la expresion de los genes FRI,
FLC, TFL1, CO, FT y LFY, utilizando la ubiquitina como control de carga de muestras
de plantulas a los 12 dias de edad en tratamientos con insulina a concentraciones de 0,
1.23 y 12.3 nM. Como se aprecia en la figura 26 el nivel de expresion de los genes FRI,
FLC, TFL1 y CO no vari6 (Fig. 26 A, B, C y D). Interesantemente, los niveles de

expresion de los genes florales FT y LFY se incrementaron significativamente por el
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tratamiento con 1.23 nM de insulina. Estos resultados indican que la insulina estimul6 la
expresion de los genes a los 12 dias, lo que nos sugiere que existe un efecto promotor de
la insulina sobre los genes florales FT y LFY, lo que demostraria el aumento en la

floracion.
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Figura 26. Andlisis del nivel de expresion de los genes FRI, FLC, TFL1, CO, FT y LFY implicados
en la floracion por estimulo de la insulina. Los geles fueron analizados por medio de luz UV y con el
programa J image se analizo la intensidad de las bandas. En esta imagen se puede ver; A) Grafica de las
unidades arbitrarias del gen FRI; B) Grafica de las unidades arbitrarias del gen FLC; C) Grafica de las
unidades arbitrarias del gen TFL1; D) Grafica de las unidades arbitrarias del gen CO; E) Grafica de las
unidades arbitrarias del gen FT; F) Grafica de las unidades arbitrarias del gen LFY.



VII. DISCUSION

Los resultados del presente estudio mostraron que 1.23 nM de insulina estimulé la
germinacion de las semillas silvestres Col-0 (Fig. 13); los parametros que caracterizan la
arquitectura radicular de las plantulas: LRP, NRL y DRL (Fig. 14), el desarrollo vegetativo
(especificamente incrementd el nimero de hojas y la longitud del tallo floral) (Fig. 15) y el
rendimiento de semillas (Fig. 16). Respecto al efecto de la insulina sobre la germinacion, dicho
comportamiento ya habia sido reportado en semillas de maiz (Zea mays L. cv. Chalquefio)
(Sanchez de Jiménez y colaboradores 1999). La estimulacion del desarrollo radicular por la
hormona en plantulas de Arabidopsis, habia sido previamente determinada (Ortega-Dominguez

2007 y Juarez-Dominguez y colaboradores 2010).

En el presente estudio se evalud por vez primera el efecto de la insulina sobre el
desarrollo vegetativo y reproductivo de Arabidopsis, donde se observé que ambos parametros se
incrementaron significativamente (Figs. 15 y 16). Los resultados sobre el desarrollo
reproductivo, mostraron un incremento del 175% en el niimero de flores y vainas y un 75% en
el rendimiento de las semillas por planta en el tratamiento con insulina. Lo anterior muestra el
impacto que tendria utilizar insulina en plantas de interés agricola, ya que el rendimiento es el
rasgo mas importante en el mejoramiento de las plantas que se requiere para satisfacer la
creciente demanda de alimentos (Bartrina y colaboradores 2011). El mejoramiento en el
rendimiento es un asunto central en la agenda agricola global. El rendimiento es una
caracteristica compleja que es regulada por varios genes, donde cada uno contribuye con una
pequena parte en el rendimiento total. Por lo tanto es muy dificil conseguir grandes aumentos en
el rendimiento de semillas mediante la alteracion de uno o unos pocos genes. En promedio, los
aumentos anuales obtenidos por métodos cldsicos de mejoramiento de las plantas de interés
agricola estan en el intervalo de 1 a 2% por afio (Aizen y colaboradores 2008). En un estudio
reciente se reportd un 47% de aumento de la produccion de semillas de Arabidopsis en una
doble mutante ckx3/ckx5 (citocinina oxidasa/deshidrogenasa que al mutarse incrementa los
niveles de dicha hormona) comparada con la silvestre (110 mg/planta en las mutantes
comparado con 75 mg/planta en la silvestre) (Bartrina y colaboradores 2011). Podemos observar
que nuestro rendimiento de 8 mg/planta en la linea silvestre fue bajo comparado con el obtenido
en el estudio anterior, creemos que tal diferencia podria deberse a que se usaron diferentes
suelos y que la densidad de plantas en nuestro estudio fue mayor, lo que ocasiond una
competencia por los nutrientes. También se determind el efecto de la Humulina R (Figs. 17 y
18), para descartar que la estimulacion de la insulina fuese por el zinc que contiene la Humulina
N, y se observo que el comportamiento con ambas Humulinas fue similar lo que indica que el

zinc no esta involucrado en el efecto de la insulina.
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Como mencionamos antes, la insulina en mamiferos activa la cascada de las MAPK, a
pesar de que en dicha via participan en plantas alrededor de 20 cinasas del tipo MAPK,
solamente dos de ellas han sido frecuentemente implicadas en respuesta a estreses bidticos y
abidticos y en desarrollo, MAPK3 y MAPK6 (Ichimura y colaboradores 2002). Por lo antes
mencionado, en el presente trabajo se ensayaron estas dos cinasas para determinar su posible
participacion en la modulacion por la hormona, se utilizd una linea de baja expresion para
MPK3 (RNAIMAPK3) y una mutante para MPK6. Los resultados obtenidos para la linea de
baja expresion respecto al efecto de la hormona sobre el desarrollo de la raiz, el crecimiento
vegetativo y reproductivo (Fig. 20, 21 y 22 respectivamente) mostraron que la cinasa MAPK3
podria estar implicada en dicho proceso, debido a que no presento el efecto estimulador de la
insulina, sobre los parametros antes mencionados, como fue observado en la linea silvestre.
Cabe mencionar que en trabajos previos, se habia sugerido que la cinasa MAPK3 podria estar
involucrada en el efecto promotor de la insulina sobre el desarrollo radicular de A. thaliana
(Juarez-Dominguez y colaboradores 2010; Santillan-Mendoza 2011). En relacion a la mutante
mpk6, la insulina mostr6 un efecto estimulador similar al que presenté en la linea silvestre sobre
el desarrollo radicular, vegetativo y reproductivo (Figs. 23, 24 y 25). Los resultados anteriores
sugieren que la cascada MAPK podria estar involucrada en el efecto de la hormona sobre el
desarrollo de la planta, implicando solamente a la cinasa MPK3, resultado similar al reportado
por Pascual Morales (2011), donde se reportd que solamente la cinasa MPK3 podria estar
participando en la estimulacion de la insulina sobre el crecimiento de los pelos radiculares de
Arabidopsis. En otro reporte se involucré a la cinasa MPK4 en el desarrollo estomatal (Wang y

colaboradores 2007), lo cual refuerza la participacion de esta via durante el desarrollo.

Debido a que se observo una mayor cantidad de flores, siliquas y semillas en las plantas
tratadas con insulina (Fig. 16), se analiz6 la expresion de los genes florales FRI, FLC, TFL1,
CO, FT y LFY en plantulas de 12 dias de edad. Se analizaron las muestras a este tiempo, debido
a que en diversas investigaciones se ha reportado la expresion de dichos genes florales a esa
edad (Moon y colaboradores 2003; Jung y colaboradores 2007; Tapia-Lopez y colaboradores,
2008; Farrona y colaboradores 2011). Al evaluar la expresion de los genes florales (Fig. 26), se
observd que FRI y FLC no mostraron diferencia en su expresion con insulina en ningun
tratamiento comparado al control, se sabe que la expresion de dichos genes es un requisito en la
vernalizacion (Koornneef y colaboradores 1994; Lee y colaboradores 1994), lo que indicaria
que la via de la vernalizacion no esta siendo afectada con insulina. Los genes de diferenciacion
del meristemo floral interactfian entre si activandose o inhibiéndose rio abajo hasta desembocar
a LFY y AP1 (Jack 2004). Como observamos en la figura 26, la insulina a una concentracion de
1.23 nM solamente increment6 la expresion de FT y LFY, donde este ultimo es necesario y

suficiente para especificar al meristemo floral (Weigel y Nilsson 1995). Inicialmente se pensaba
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que la expresion de LFY era independiente de FT, sin embargo evidencias recientes sugieren
que FT podria ser capaz de inducir a LFY (Schmid y colaboradores 2003). Ademas, también se
observo un retraso en la expresion de AP1 en mutantes Ify y ft (Lohmann y colaboradores 2001).
Lo antes mencionado, nos permite sugerir que el incremento en la floracion de A. thaliana por
efecto de la insulina, se debe a la estimulacion en la expresion de los genes FT y LFY, lo que
esta de acuerdo con lo reportado por Kardailsky y colaboradores 1999; Kobayashi y
colaboradores 1999, donde observaron una floracion acelerada por la expresion constitutiva de
FT y LFY. En relacion a la estimulacion de la expresion genética por insulina en plantas,
recientemente Fierros Romero (2012) en cultivos celulares de N. tabacum, mostré que 1.23 nM
de insulina incremento la expresion de genes reguladores del ciclo celular como E2F y
CICLINA B. En analisis preliminares, en el presente estudio también observamos que en
plantulas de Arabidopsis thaliana se increment6 la expresion del gen E2F por efecto de insulina

(datos no mostrados).
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VII1.CONCLUSION

La insulina estimula el desarrollo radicular, vegetal y reproductivo a través de la
cascada MAPK, involucrando especificamente a la cinasa MAPK3, ademas también estimula la
expresion de los genes florales FT y LFY ocasionando con ello un incremento en la floracion y

rendimiento de semillas.

IX. PERSPECTIVAS

1- Analizar otros componentes de la via MAPK, como la triple cinasa MEKK 1-1 y
MAPK4, por medio de lineas mutantes en estas cinasas, para determinar el efecto

estimulador de la insulina sobre el desarrollo de Arabidopsis thaliana.

2- Analizar si la otra via de senalizacion PI3K/TOR activada por la insulina en mamiferos,
también estaria participando en el efecto estimulador de la insulina, para este analisis se

utilizarian la mutante s6k, y las lineas de sobreexpresion OvS6k y OvTOR .
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