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RESUMEN 

La vía de señalización de la proteína diana de la rapamicina (TOR, por sus siglas 

en inglés) desempeña un papel fundamental en la respuesta de las plantas al estrés, 

ya que regula el ciclo celular para mantener un equilibrio entre la proliferación y la 

diferenciación celular. En mamíferos uno de los principales blancos del complejo 

TOR de mamíferos (mTOR) es la proteína Akt, la cual regula diversos procesos 

celulares entre los que se encuentra el crecimiento y diferenciación celular. En 

plantas no se ha reportado una proteína Akt, sin embargo, varios componentes de 

la vía de señalización de mTOR se conservan en plantas, como es el caso de la 

proteína cinasa dependiente de 3-fosfoinosítidos 1 (PDK1), un regulador maestro 

conservado de las cinasas AGC (familias de proteína cinasa A, G y C (PKA, PKC, 

PKG) en organismos eucariotas. La activación de TOR por PDK1 en plantas no se 

comprende por completo. En este proyecto, se estudió la participación de algunos 

elementos de la vía de señalización de TOR en plantas. Como primer enfoque se 

realizó una búsqueda de proteínas que pudieran cumplir la función de la proteína 

Akt ya que en el genoma de Arabidopsis thaliana no está presente un ortólogo de 

Akt. Se realizaron inmunoprecipitaciones con anticuerpos monoclonales originados 

contra Akt, utilizando extractos de proteínas de plantas silvestres del ecotipo 

Columbia-0 (Col-0). La secuenciación de las proteínas obtenidas de esas 

inmunoprecipitaciones indicó elementos propios del ciclo celular, interesantemente 

entre los elementos encontrados está presente la cinasa WEE1 un regulador 

maestro del sistema de rescate de daños en el ADN en los meristemos, por lo tanto, 

como segundo enfoque se estudió la participación de dicha cinasa en la vía de 

señalización de TOR en A thaliana. Para llevar a cabo esta evaluación se utilizó el 

inhibidor BX517, un inhibidor de PDK1 de mamíferos. La actividad de la proteína 

TOR y la expresión de WEE1 se analizaron a través de transferencias de proteínas 

y la actividad del gen reportero, respectivamente. Su relación con la progresión del 

ciclo celular meristemático se probó a través de análisis genéticos, los cuales 

demostraron que BX517 redujo la actividad de la cinasa TOR, activando la expresión 

de WEE1 en los meristemos de los brotes, las raíces y las raíces laterales, e inhibió 
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la progresión del ciclo celular meristemático en las raíces. Esto sugiere que PDK1 

es un elemento crítico para las respuestas de las plantas a los factores mitogénicos 

a través de la modulación de la actividad de TOR. Nuestros hallazgos sugieren una 

relación entre un ortólogo de PDK1 con la modulación de la actividad de TOR y la 

expresión de la cinasa WEE1 para el crecimiento y las respuestas al estrés en las 

plantas. 

 
 
 
 Palabras clave  
Sucrosa 
Prote²na PDK1  
Prote²na TOR  
Cinasa WEE1  
Promoci·n del crecimiento en planta 
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ABSTRACT 

The Toll-like protein of rapamycin (TOR) signalling pathway plays a key role in the 

plant stress response by regulating the cell cycle to maintain a balance between cell 

proliferation and differentiation. In mammals, one of the major targets of the 

mammalian TOR complex (mTOR) is the Akt protein, which regulates a variety of 

cellular processes including cell growth and differentiation. However, several 

components of the mTOR pathway are conserved in plants, such as 3-

phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1), a conserved master regulator 

of the AGC kinase (protein kinase A, G and C (PKA, PKC, PKG)) families in 

eukaryotic organisms, which could directly activate the TOR complex, but TOR 

activation by PDK1 in plants is not fully understood. In this project, the involvement 

of some elements of the TOR signalling pathway in plants was investigated. The first 

approach was to search for proteins that could perform the function of the Akt protein, 

since there is no Akt ortholog in the Arabidopsis genome. Immunoprecipitations were 

performed with monoclonal antibodies against Akt, using protein extracts from wild-

type Columbia-0 (Col-0) plants. 

Sequencing of the proteins obtained from these immunoprecipitations revealed cell 

cycle elements; interestingly, among the elements found was the WEE1 kinase, a 

master regulator of the DNA damage repair system in meristems, so as a second 

approach the involvement of this kinase in the TOR signalling pathway in A. thaliana 

was studied. The inhibitor BX517, a mammalian PDK1 inhibitor, was used for this 

evaluation. TOR protein activity and WEE1 expression were analysed by protein 

transfer and reporter gene activity, respectively.  

Their relationship with meristematic cell cycle progression was tested by genetic 

analysis, showing that BX517 reduced TOR kinase activity, activated WEE1 

expression in shoot, root and lateral root meristems, and inhibited meristematic cell 

cycle progression in roots, suggesting that PDK1 is a critical element in plant 

responses to mitogenic factors through modulation of TOR activity. Our results 
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suggest a link between an orthologue of PDK1 with modulation of TOR activity and 

WEE1 kinase expression for growth and stress responses in plants. 
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1. INTRODUCCIÓN  

Las plantas son organismos sésiles que han adaptado su desarrollo en función de 

los diversos factores de su entorno, que incluyen cambios en las condiciones 

ambientales como la luz, la temperatura, la disponibilidad de agua y nutrientes, así 

como sus interacciones con otros organismos (Jürgens, 2001; Fu et al. 2020). 

Además, las respuestas al estrés de la planta siempre van acompañadas de 

extensos cambios transcripcionales, traduccionales y metabólicos para redirigir la 

energía y los recursos de nutrientes para la adaptación del estrés, en donde la 

señalización por la vía de TOR (del inglés, Target Of Rapamycin) es esencial en la 

integración de estímulos ambientales, disponibilidad de nutrientes y energía. La 

proteína TOR se ha considerado un regulador maestro del mantenimiento de la 

energía y la homeostasis metabólica en todos los organismos eucariotas (Fu et al. 

2020). 

En animales y levaduras, la proteína TOR forma dos complejos proteicos llamados 

TORC1 y TORC2. El primero consiste en la cinasa TOR, LST8 (Lethal with Sec 

Thirteen8) y RAPTOR (Regulatory Associated Protein of mTOR) que regula el 

crecimiento celular, la traducción y la autofagia en una manera sensible a la 

rapamicina. El complejo TORC2, además de la cinasa y LST8, está compuesto por 

la proteína RICTOR (Rapamycin Insensitive Companion of TOR) y, a diferencia de 

TORC1, es insensible a la rapamicina. TORC2 regula el crecimiento de células 

polarizadas, el citoesqueleto y la proliferación celular (Sarbassov et al. 2014). La 

mutación de cualquiera de los componentes principales de TORC1,2 es letal, lo que 

desencadena la detención del crecimiento durante el desarrollo embrionario. En 

2002, se describió la proteína TOR en la planta modelo Arabidopsis thaliana 

(Menand et al. 2002). Hasta ahora, solo se ha identificado un complejo tipo TORC1 

en las plantas, ya que no tienen ortólogos para RICTOR. 

El complejo TOR de Arabidopsis es un centro de integración para señales 

nutricionales, hormonales y de crecimiento, que traduce esta información a través 

de sus blancos, lo que permite la adaptación sistémica a los cambios ambientales. 
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Los principales componentes río arriba de la vía de señalización de TOR no han 

sido completamente descritos en plantas. Sin embargo, la disponibilidad de 

genomas secuenciados ha permitido explorar la homología y proponer los 

componentes río arriba de la vía de señalización en plantas, como es el caso de la 

cinasa PDK1, que es uno de los componentes principales de la vía de señalización 

de TOR. PDK1 es una proteína cinasa de serina/treonina conservada en eucariotas 

(Xiao y Offringa, 2020), conocida por su papel clave como activador de otras cinasas 

AGC que desempeñan funciones celulares cruciales en levaduras, humanos y 

ratones. En Arabidopsis, PDK1 se une a una amplia gama de fosfolípidos, 

específicamente fosfoinositoles, cuya abundancia está controlada por la fosfatasa 

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome) (Yang et al. 

2013). Arabidopsis tiene dos genes PDK1 homólogos, AT5G04510 (ATPDK1.1) y 

AT3G10540 (ATPDK1.2), a diferencia de las levaduras y animales, las mutantes de 

PDK1, PDK2 con pérdida de función en Arabidopsis son viables (Xiao y Offringa, 

2020). Las mutantes con pérdida de función muestran defectos de desarrollo 

severos, incluidos los cotiledones fusionados, una raíz primaria corta, una estatura 

enana y defectos en la fertilidad masculina (Xiao y Offringa, 2020), destacando el 

papel crucial de la proteína PDK en el crecimiento de las plantas. Sin embargo, 

existe evidencia escasa sobre el papel de las proteínas PDK1 en la señalización de 

TOR en las plantas. 

La vía de señalización TOR tiene una función vital en permitir que las plantas se 

adapten al estrés regulando el ciclo celular para mantener el equilibrio entre la 

proliferación celular y la diferenciación (Anthony et al. 2014). Por ejemplo, la 

distribución del azúcar en las plantas promueve las transiciones del ciclo celular G2 

a M y S-fase (Anthony et al. 2014) y activa la cinasa TOR para controlar la 

proliferación celular. Además, PDK1 se expresa de manera ubicua en todos los 

tejidos vegetales, es abundante en órganos de rápido crecimiento y células 

divisorias y se activa durante el reingreso de las células en el ciclo celular en la fase 

G1 después de la inanición del azúcar, lo que indica que la activación de PDK1 tiene 

un papel fundamental en el crecimiento y la división celular (Anthony et al. 2014). 
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La regulación del ciclo celular en el meristemo juega un papel crítico en el patrón de 

las plantas, el crecimiento y el desarrollo en condiciones normales y de estrés (Ko 

et al. 2018).  Al igual que en otros organismos eucariotas, el ciclo celular en las 

plantas está compuesto por tres fases preparatorias durante la interfase, G1, S y 

G2, seguido de mitosis y citocinesis (Adachi et al. 2011). 

Los dos puntos de control clave G1/S y G2/M en el ciclo celular eucariota 

representan umbrales para el inicio de la replicación y la mitosis, respectivamente 

(Zhao et al. 2012). En cada punto de control, un complejo protein-cinasa 

dependiente de ciclina (CDK) controla el ciclo celular fosforilando un conjunto 

diferente de proteínas (De Schutter et al. 2007; Dissmeyer et al. 2007, 2009; 

Harashima et al. 2007). Las plantas poseen la activación transcripcional de la cinasa 

reguladora del ciclo celular WEE1, que en Arabidopsis ocurre en respuesta a los 

agentes que dañan el ADN (por ejemplo, irradiación γ y zeocina). Además, 

recientemente Pan et al. 2021 han reportado una nueva vía de señalización para 

WEE1 en donde indican que esta cinasa de Arabidopsis interactúa directamente 

con la ubiquitina ligasa E3 FBL17 que promueve la degradación de los inhibidores 

de CDK. En mamíferos la cinasa WEE1 también fosforila y desestabiliza la 

protección equivalente a FBL17, indicando que esto es un mecanismo conservado 

(Pan et al. 2021). Además, se ha reportado que, en los metazoarios, la regulación 

de WEE1 por la señalización de TOR es un mecanismo conservado que ayuda a 

acoplar los controles del ciclo celular y el crecimiento (Atkin et al. 2014), sin 

embargo, cómo las plantas integran PDK1, TOR y la señalización de WEE1 en la 

cascada de división celular permanece desconocido.  
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2. ANTECEDENTES  

2.1 Arabidopsis thaliana 

En las últimas tres décadas, A. thaliana ha sido el modelo vegetal más usado para 

el estudio de procesos genéticos, fisiológicos, moleculares y del desarrollo vegetal. 

Dentro de las características que presenta se encuentra que es una planta 

dicotiledónea nativa de Europa y Asia que pertenece a la familia Brassicaceae, es 

usada ampliamente en el campo de la investigación científica; en parte, porque se 

adapta bien a las condiciones de crecimiento del laboratorio, su germinación in-vitro 

dura 2 días, tiene una alta tasa de autofertilización y su tamaño de planta adulta es 

de alrededor de 30cm (Woodward y Bartel, 2018). Su desarrollo comienza con la 

protrusión de la radícula, el hipocótilo y los cotiledones, estructuras primordiales del 

sistema radicular y el follaje (Sliwinska et al., 2009). Durante el crecimiento 

vegetativo, Arabidopsis desarrolla una roseta basal de donde surgen los tallos 

florales. En la etapa de reproducción, de las flores hermafroditas emergen frutos 

alargados llamados silicuas que pueden contener de 30-50 semillas. Finalmente, 

alcanza su maduración y senescencia hasta las 6-8 semanas de edad cuando crece 

en fotoperíodo largo (Krämer, 2015). 

Las características principales de esta planta modelo que han favorecido su uso 

son: Tiene uno de los genomas vegetales más pequeños, el cual está 

completamente secuenciado y anotado (Nature, 408:796-815; 2000).  Su ciclo de 

vida corto, de entre 6 a 8 semanas desde la germinación hasta la producción de 

semillas y la planta adulta es pequeña, aproximadamente 30 cm, por lo que se 

puede cultivar y manipular fácilmente en condiciones de laboratorio (Krämer, 2015). 

Además, muestra una alta eficiencia para la transformación genética. 

Los ecotipos Columbia (Col-0 – Col-8), Wassilewskija (Ws-0 – Ws-4) y Landsberg 

erecta (Ler-0 y Ler-1) han sido los fondos genéticos más populares debido a que se 

cuenta con numerosas líneas mutantes generadas mediante el uso de métodos 

tradicionales como el tratamiento con metanosulfonato de etilo e irradiación gamma 
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(Maple y Møller, 2007). Incluso, pueden ser transformadas por la bacteria patógena 

Agrobacterium tumefaciens, la cual es capaz de integrar ADN de transferencia (T-

ADN) al genoma para formar líneas mutantes y reporteras que proveen información 

sobre los patrones de expresión y los mecanismos moleculares de regulación 

genética (Hwang et al., 2017).  

 

2.2 Vías de transducción de señales  

En los organismos, la percepción correcta de los cambios en las condiciones 

variantes de su entorno es un importante mecanismo de supervivencia que involucra 

una amplia gama de vías de transducción de señales, las cuales cobran mayor 

importancia en las plantas dada su naturaleza sésil (Heyman et al., 2013). 

De manera general, una vía de transducción de señales involucra a receptores, 

típicamente anclados a la membrana plasmática, aunque también pueden 

localizarse libres en el citoplasma o en el núcleo. Cuando un receptor interacciona 

con su ligando, ocurre un cambio conformacional que altera su actividad y el 

reconocimiento de los blancos proteínicos con los que interactúa, en consecuencia, 

se puede inducir la producción intracelular de segundos mensajeros como el calcio, 

el inositol 3 fosfato y las especies reactivas de oxígeno (ROS), que amplifican y 

transducen la actividad sensorial hacia efectores membranales o citoplásmicos. 

En plantas se han identificado diversos tipos de modificaciones postraduccionales 

entre las que destacan los procesos de sumoilación, acetilación, glucosilación, 

ubiquitinación y fosforilación (De la Fuente van Bentem et al., 2007; Piquerez et al., 

2014). Específicamente el proceso de fosforilación es llevado a cabo por proteínas 

con función cinasa (“protein kinases”), que catalizan la adición de grupos fosfato en 

residuos de aminoácidos específicos (generalmente serina, treonina o tirosina).  

Estas reacciones de fosforilación desempeñan un papel fundamental en las vías de 

señalización, ya que además de ser un proceso rápido, es reversible por la acción 
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de enzimas con actividad de fosfatasa que remueven el grupo fosfato. De esta 

manera, la actividad coordinada de cinasas y fosfatasas es muy útil para regular la 

amplitud, la especificidad y la duración de una señal determinada de manera 

eficiente y sutil, además es uno los mecanismos más estudiados para el control de 

los procesos celulares (Mishra et al., 2006; De la Fuente van Bentem et al., 2007; 

Piquerez et al., 2014). Las más de 1500 cinasas anotadas en el genoma de A. 

thaliana, se han clasificado en familias y subfamilias en función de su similitud con 

cinasas de otros organismos eucariontes (Lehti-Shiu y Shiu, 2012). Una de las 

proteínas cinasas de mayor importancia en A. thaliana es la proteína blanco de la 

rapamicina (TOR, por sus siglas en inglés), la cual es una proteína cinasa 

evolutivamente conservada relacionada a la cinasa de 3-fosfoinostol (PI3K), que 

controla múltiples procesos celulares como el metabolismo, el ciclo celular, la 

autofagia y la síntesis de proteínas, bajo varios estímulos intra y extracelulares 

(Dobrenel et al., 2016; Rexin et al., 2015; Tatebe y Shiozaki, 2017). 

 

2.3 Vía de señalización de TOR en mamíferos 

La vía de TOR ha sido ampliamente estudiada, principalmente en mamíferos y 

levaduras, donde se han encontrado una gran cantidad de componentes de dicha 

vía. El complejo 1 de mamífeos (mTORC1) puede ser activado por factores de 

crecimiento (por ejemplo, insulina), nutrientes (como aminoácidos) y por el estado 

energético (alta disponibilidad de ATP) (Bakshi et al., 2019; Shimobayashi y Hall, 

2014). Los factores de crecimiento, como la insulina, activan a mTORC1 a través 

de la vía PI3K/(PDK1)/AKT, denominada como vía clásica (figura 1). Posteriormente 

AKT fosforila al complejo 2 de esclerosis tuberosa (TSC2, también llamado tuberina) 

para inducir la inhibición de TSC1 (también llamado hamartina) por disociación del 

complejo TSC1/TSC2, este complejo actúa como una proteína activadora de 

GTPasa (GAP) de la proteína GTP pequeña homologa de RAS enriquecida en 

cerebro (RHEB) (Shimobayashi y Hall, 2014; Tatebe y Shiozaki, 2017).  Al ser parte 

de la familia de GTPasas Ras, RHEB necesita de la hidrólisis de un fosfato en la 
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molécula de guanosín trifosfato (GTP), produciendo guanosín difosfato (GDP), para 

estimular la actividad de mTORC1 al unirse directamente en su dominio cinasa. 

(Dibble & Cantley, 2015). Una vez activo el complejo mTORC1 interactúa con 

diversos factores diana, entre ellos se encuentran las proteínas 4E-BPs (proteínas 

de unión al factor de iniciación de la traducción 4E eucariota, eIF4E), las cuales son 

fosforiladas permitiendo la liberación de eIF4E y su asociación con eIF4G para 

estimular el inicio de la traducción (Bjornsti & Houghton, 2004). 

El complejo mTORC1 también activa a la cinasa S6K1, la cual interactúa con 

diversos efectores para el control de la traducción. En S6K1, mTORC1 media la 

fosforilación de la Thr389 en el motivo hidrofóbico, mientras que PDK1 es 

responsable de la fosforilación de la Thr229 en el bucle-T. La fosforilación por 

mTORC1 está auxiliada por RAPTOR, este último media la interacción entre TOR y 

S6K1. El sitio Thr389 se encuentra conservado en la S6K1 de plantas (Dinkova et 

al., 2007; Xiong & Sheen, 2015). 

Cuando S6K1 se encuentra activa, ésta fosforila a la proteína ribosomal S6 (S6rp) 

en la subunidad 40S lo que provoca un aumento en la traducción de un conjunto de 

mARNs que contienen en su extremo 5’ un tracto oligopirimidinas (5’ TOP). Entre 

los productos codificados por este tipo de mARNs se encuentran componentes del 

aparato de la traducción tales como otras proteínas ribosomales y factores de 

elongación (Wullschleger et al., 2006).  
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Figura 1. La vía PI3K/Akt/mTOR en mamíferos. 

Los factores de crecimiento, una vez reconocidos por su receptor, activan a PI3K y 

Akt, quien directamente fosforila a mTOR e inhibe a los complejos TSC1/2, 

propiciando la activación de la vía. Río abajo se lleva a cabo la fosforilación de la 

cinasa S6K y de 4E-BP lo cual afecta en el equilibrio del crecimiento, proliferación y 

supervivencia celular. (Modificado de Ruggero y Sonenberg, 2005).  

 

 

 

2.4 Vía de señalización de TOR en plantas 

La vía de TOR es esencial para la regulación del crecimiento y desarrollo, procesos 

que requieren ser altamente regulados y por lo cual, la vía de TOR participa en todas 
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las etapas de crecimiento y desarrollo importantes durante el ciclo de vida de las 

plantas, desde la germinación, el crecimiento vegetativo, la floración, hasta la 

senescencia (Quilichini et al., 2019). Como se mencionó anteriormente, la mayor 

parte del conocimiento de la vía de TOR se ha obtenido por el estudio de la vía en 

mamíferos y levaduras. A pesar de que se han realizado un gran número de 

investigaciones de la vía en plantas, no se han logrado encontrar ortólogos 

funcionales para todos los componentes de la vía encontrados en mamíferos y 

levaduras, por ejemplo, en plantas no se han encontrado proteínas ortólogas para 

formar un TORC2 (Rexin et al., 2015; Schepetilnikov y Ryabova, 2017). Sin 

embargo, se han identificado homólogos de los componentes de TORC1, RAPTOR 

(RAPTOR1 y RAPTOR2) y LST8 (LST8-1 y LST8-2) (Rexin et al., 2015; 

Schepetilnikov y Ryabova, 2017). 

La vía de señalización de TOR en plantas responde a señales como la luz, estrés 

biótico y abiótico, disponibilidad de energía (ATP), nutrientes (como aminoácidos), 

factores de crecimiento (similares a insulina) y hormonas (como auxinas) (Xiong y 

Sheen, 2014).  Además de la glucosa, otros nutrientes funcionan como reguladores 

de la vía de TOR, por ejemplo, en mamíferos, la leucina y arginina activan la vía por 

diferentes sensores, pero convergen en la activación de GTPasas RAG 

heterodiméricas para reclutar a TORC1 a la membrana lisosomal, donde las 

GTPasas RAG se asocian con el complejo Regulador, v-ATPasa y RHEB, por lo que 

actúan como activador de mTOR. Aunque, las plantas carecen de estos sensores 

de aminoácidos de mamíferos y RAGs, los aminoácidos pueden activar la 

señalización de TOR en plantas (Shi et al., 2018; Tatebe y Shiozaki, 2017).  

Además, los niveles de otros nutrientes como nitrógeno, fosfato y azufre funcionan 

como reguladores de la actividad de TOR en plantas (Shi et al., 2018; Wu et al., 

2019). A pesar de que varios componentes de la vía en plantas están ausentes, 

existe una gran conservación de las proteínas blanco de TOR, por lo que dicha vía 

de señalización participa en la regulación de procesos similares a los reportados en 

levaduras y mamíferos. 
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En plantas no se han reportado homólogos para la principal cinasa productora de 

PI3P de animales (una PI3K de clase I), sin embargo, está presente la proteína 

Vps34 (vacuolar protein sorting 34), una PI3K de clase III, la cual cataliza la 

formación de PI3P a partir de fosfatidilinositol y tienen secuencias homólogas en 

plantas (Rexin et al., 2015). Estas cinasas se relacionan con el tráfico vesicular, la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y respuesta a estrés. Dentro 

de la vía de señalización de TOR, la cinasa PDK de Arabidopsis se une a una amplia 

gama de fosfolípidos, específicamente a fosfoinositoles, cuya abundancia es 

controlada por la fosfatasa PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on 

chromosome 10). Sin embargo, la función de estas proteínas en la señalización 

hacia TOR no se ha comprobado aún en plantas. En células animales, en respuesta 

a altos niveles de nutrientes se produce ácido fosfatídico (PA) que activa TOR a 

través de su unión al dominio FRB. En plantas, se ha propuesto que la señalización 

por fitohormonas induce la producción de ácido fosfatídico derivado de PI3P por la 

enzima fosfolipasa D (PLD) (Bögre et al., 2013), lo cual podría contribuir a la 

activación de TOR (Rexin et al., 2015), como se muestra en la figura 2. En plantas 

dentro de las señales que activan a TOR río arriba se encuentran la disponibilidad 

de nutrientes (luz, azúcares) y la presencia de hormonas vegetales como las 

auxinas (ácido indolacético y análogos) o el ácido abscísico (ABA) (Bögre et al., 

2013). 

 

2.5 Cinasa S6K en Arabidopsis 

En mamíferos río debajo de TOR se encuentra una cinasa Ser/Thr denominada 

p70S6K, para la cual en Arabidopsis se descubrieron dos ortólogos, AtS6K1 y 

AtS6K2, que tienen una gran similitud en su secuencia. Por splicing se pueden 

producir dos isoformas de cada una, p70 y p85 de S6K1; p54 y p56 de S6K2 (Turck, 

2004; Yaguchi et al., 2020). De estos, AtS6K1 presenta mayor similitud con p70S6K. 

Para Arabidopsis, se ha descrito la interacción entre RAPTOR, TOR y S6K1. La 
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manera en la que TOR regula la traducción en las plantas es a través de S6K1, ya 

que no se han observado ortólogos para las proteínas 4E-BPs (Rexin et al., 2015). 

Las S6Ks de mamíferos contienen cuatro dominios, el dominio amino terminal, el 

dominio cinasa, la región enlazadora y el dominio carboxilo terminal. Las S6Ks de 

plantas, comparadas con mamíferos, contienen un dominio amino terminal más 

largo, no contienen un dominio carboxilo terminal, pero conservan una alta identidad 

en el domino cinasa y conservación en los tres sitios importantes de fosforilación, el 

sitio T-loop, el sitio TM y el sitio HM (Yaguchi et al., 2020).  

La fosforilación del sitio HM es mediada por TOR y la fosforilación del sitio T-loop es 

mediada por PDK1 y se considera que la fosforilación en el sitio TM es mediada por 

TOR, aunque aún no se conoce a detalle (Yaguchi et al., 2020). La fosforilación 

ocurre en orden jerárquico, ocurriendo primero la fosforilación en TM y después 

puede ser fosforilado el sitio T-loop (Turck, 2004). Una vez que S6K es fosforilada, 

se considera que está completamente activa y desarrolla su actividad cinasa sobre 

varias proteínas blanco, de las cuales, la que fue descubierta primero y ha sido más 

estudiada es la proteína ribosomal S6 (S6RP) que es fosforilada en S240 por S6K. 

Una vez que S6RP es activada induce la síntesis de proteínas, por la traducción de 

ARNm que poseen una región no traducida (uORF) en su extremo 5’ (5’ UTR) 

(Schepetilnikov y Ryabova, 2017). 

Se ha descrito que aminoácidos, auxinas e infecciones virales promueven que TOR 

fosforile a S6K1, quien a su vez induce la hiperfosforilación de S6rp y la fosforilación 

de eIF3h, resultando en la traducción selectiva de mRNAs 5’TOP o con uORF 

(marco de lectura abierto ascendente), cuyos productos son necesarios para el 

crecimiento celular (Schepetilnikov y Ryabova, 2017). 

La función de la vía en la regulación traduccional también se conserva en plantas, 

donde se ha descrito su importancia para la biogénesis ribosomal y la traducción de 

mRNA específcos (Dinkova et al., 2007; Schepetilnikov & Ryabova, 2018; Xiong & 

Sheen, 2015). 
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Figura 2. Vía de señalización de TOR en plantas. 

TORC recibe las señales relacionadas con la disponibilidad de nutrientes, energía, 

factores de crecimiento (GF) y condiciones de estrés en la célula y mediante el 

control de la actividad de sus proteínas blanco regula la expresión génica, el 

metabolismo, la proliferación celular y la adaptación a estrés en las plantas. PDK 

podría activar directamente al complejo TORC, o a través de la producción de ácido 

fosfatídico (PA), un activador directo de TOR en animales, por la enzima fosfolipasa-

D (PLD). La activación de TORC por auxinas permite la activación por la pequeña 

GTPasa ROP (proteína similar a Rho) en respuesta a la hormona vegetal. En 

condiciones de déficit energético y estrés otra fitohormona, ácido abscísico (ABA), 

activa la cinasa SnRK (cinasa similar a Snf1) que fosforila a Raptor e inhibe la 

formación del complejo y su actividad. Modificado de (Salazar y Dinkova 2021). 

 

2.6 Activación de la proteína cinasa dependiente de fosfoinositoles (PDK) en 
plantas. 

En las células animales, PDK1 es un integrador central para la señalización de 

eventos río debajo de varios receptores que estimulan a PI3K, y por lo tanto regula 

procesos entre los cuales se encuentran el mantenimiento del equilibrio entre el 
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crecimiento, la división celular y la apoptosis (Alessi, 2001). En plantas, es incierto 

cómo se regula la actividad de PDK1 y cómo es que se modifica su localización, 

activación, y estabilidad (Storz y Toker, 2002). Se ha identificado un homologo 

funcional de PDK1 de mamíferos en Arabidopsis, llamado AtPDK1, el cual se 

demostró que complementa a PDK1 de mamíferos y activa a cinasa PKB in vitro 

(Deak et al, 1999). La PDK1 de Arabidopsis se une a una amplia gama de 

fosfolípidos, específicamente a fosfoinositoles, cuya abundancia es controlada por 

la fosfatasa PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 

10). Sin embargo, la función de estas proteínas en la señalización hacia TOR no se 

ha comprobado aún en plantas. En células animales, en respuesta a altos niveles 

de nutrientes se produce ácido fosfatídico (PA) que activa TOR a través de su unión 

al dominio FRB. En plantas, se ha propuesto que la señalización por fitohormonas 

induce la producción de ácido fosfatídico derivado de PI3P por la enzima fosfolipasa 

D (PLD) (Bögre et al., 2013), lo cual podría contribuir a la activación de TOR (Rexin 

et al., 2015). El sitio de fosforilación de TOR se conserva en los homólogos de la 

cinasa S6K de Arabidopsis, al igual que el sitio de fosforilación de PDK1. Al igual 

que en los mamíferos, PDK1 fosforila directamente la AtS6K (Otterhag et al., 2006), 

una de las principales dianas de TOR. En mamíferos, la activación completa de 

p70S6K por TOR, que se ha utilizado como indicador de la actividad de TOR, se 

lleva a cabo por fosforilación del residuo Thr-389 después de la fosforilación de Thr-

229 por PDK1 (Bögre et al., 2017). En plantas, se ha sugerido que la cinasa PDK1 

activa a la AtS6K1 en los residuos de S290 y S431 para activar a S6rp y la traducción 

de mRNA (Bögre et al., 2017) (figura 3), sin embargo, existe escasa evidencia sobre 

el papel de la proteína PDK1 en la señalización de TOR en estos organismos. 
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Figura 3. Activación de la cinasa AtS6K.  

Se muestra la activación de AtS6K1, la cual probablemente requiere una variedad 

compleja de fosforilaciones concurrentes separadas, de múltiples sitios, catalizados 

por varias proteínas cinasas, incluidas PDK1 y TOR. Estas cinasas río arriba están 

activadas por una variedad de factores de crecimiento que incluyen hormonas y 

nutrientes. S6rp activada media la traducción río debajo de 50 ARNm específicos 

para llevar a cabo el crecimiento celular (Modificado de Bögre et al., 2017). 

2.7 Regulación del ciclo celular en plantas 

En organismos multicelulares; incluyendo humanos, hongos y plantas, el ciclo 

celular se constituye por las fases Gap1 (G1), S, Gap2 (G2), mitosis (M) y 

citocinesis. En la fase S, el genoma de las células se duplica mediante la replicación 

del ADN promovida por las enzimas ADN polimerasas (Bryant, 2014). Por otra parte, 

la mitosis marca los pasos de segregación del genoma y el núcleo al  pasar por la 

profase, metafase, anafase y telofase. La formación del huso mitótico es esencial  

para la mitosis debido a que interviene en el alineamiento y la segregación de 

cromátidas de los cromosomas replicados (Bannigan et al., 2007; Herrmann et al., 
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2020). Finalmente, en la citocinesis el citoesqueleto y las vesículas de membrana 

promueven la separación del citoplasma y la fusión de las membranas para formar 

dos células hijas (Jürgens, 2005). 

Las fases G1 y G2 funcionan como fases de preparación y contienen puntos de 

control que retrasan la progresión del ciclo celular hasta que las condiciones 

ambientales, energéticas y de proteínas sean las adecuadas para el crecimiento, la 

replicación y la mitosis (Jones et al., 2017). Alternativamente, las células pueden 

escapar del ciclo celular convencional y entrar a la fase G0 o a la endorreplicación. 

La fase G0 es una forma de arrestar al ciclo celular en la fase G1 durante un periodo 

de tiempo indefinido, manteniendo de esta forma a las células en reposo o 

quiescentes (Velappan et al., 2017), mientras que durante la endorreplicación las 

células incrementan los niveles de ploidía mediante la replicación del ADN sin entrar 

a la mitosis. En la raíz se ha relacionado a la fase G0 y la endorreplicación con el 

desarrollo y la tolerancia al estrés (Heyman et al., 2013; Bhosale et al., 2018). 

La progresión del ciclo celular depende de la actividad coordinada de las cinasas 

Ser/Thr CYCLIN-DEPENDENT KINASES (CDKs) y de las proteínas transitorias 

CYCLIN (CYC), las cuales interactúan y controlan la activación de las CDK. La 

quiescencia celular es regulada por las proteínas RETINOBLASTOMA RELATED1 

(RBR1) que reprimen y secuestran a los factores de transcripción E2F (Desvoyes 

et al., 2005; Park et al., 2005; Wildwater et al., 2005). Los factores E2F son 

esenciales para el ciclo celular debido a que forman dímeros con las proteínas 

DIMERISATION PARTNERS (DP) y activan la expresión de genes asociados con la 

fase S y la replicación del ADN (Inzé y Veylder, 2006; Magyar et al., 2012). No 

obstante, la decisión de comenzar con un nuevo ciclo celular depende de las 

proteínas CYCD. Arabidopsis cuenta con siete miembros conservados de CYCD 

(CYCD1-7) que interactúan con las proteínas cinasas CDKA (Menges et al., 2007; 

Tank y Thaker, 2011). El heterodímero formado por CDKA-CYCD fosforila al 

represor RBR1, causando la liberación del factor E2F y la progresión de la fase G1 

a S (Nakagami et al., 2002; Menges et al., 2006; Collins et al., 2015). 



 
26 

 

Las proteínas CYCA/B y las cinasas CDKA/B controlan la transición de la fase G2/M 

(De Veylder et al., 2007). Durante esta fase, las células evalúan la integridad de los 

cromosomas y activan mecanismos que reparan el daño y los errores en el  ADN 

(Weimer et al., 2016). Además, se marcan las pautas para continuar con la mitosis 

o la endorreplicación, los cuales dependen de la acumulación de las proteínas 

CYCA, CYCB y CDKB (Boudolf et al., 2009). En este mismo sentido, se ha 

observado que la endorreplicación está controlada por el complejo ANAPHASE 

PROMOTING COMPLEX/CYCLOSOME (APC/C), el cual es una ubiquitina E3 

ligasa que promueve la degradación de las proteínas CYCA y CYCB en la fase G2 

y M (profase) como se muestra en la figura 4 (Willems et al., 2020; Saleme et al., 

2021). 

La actividad de las CDKs se regula por sus niveles de síntesis (regulación 

transcripcional), fosforilaciones, interacción con ciclinas y con otras proteínas. La 

activación de la CDK se produce por un cambio conformacional que le permite la 

unión al sustrato tras la fosforilación de la treonina 160. Este proceso está mediado 

por cinasas activadoras de CDKs (CAKs). Existen dos tipos de CAKs en 

Arabidopsis, una CAK dimérica relacionada con la CDK7 de humanos que se une a 

la ciclina H, que es la CDKD1;3 y otra CAK monomérica que es la CDKF (Umeda et 

al., 1998; Vandepoele et al., 2002). En Arabidopsis la regulación negativa por 

fosforilación de residuos sobre los complejos CDKs-ciclinas se lleva a cabo por los 

inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (KRPs/ICKs) (Umeda et al., 1998; 

Vandepoele et al., 2002). 
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Figura 4. Regulación del ciclo celular en plantas (acorde al modelo de 

Arabidopsis thaliana).   

Dependiendo de la actividad que se lleva a cabo en el proceso, se divide en 4 etapas 

clave (G1, S, G2, M). El complejo CDKF o CDKD/CYCH activa el complejo 

CDKA/CYCD para iniciar el evento. La activación de la transcripción de diferentes 

CYCD depende de la clave mitótica. Tras la activación, el complejo CDKA/CYCD 

disocia dos factores de transcripción E2F, DP de su pareja represora RBR, mediante 

hiperfosforilación de RBR. Una vez libre E2F, DP junto con diferentes proteínas 

necesarias para la replicación del ADN también transcribe CYCA. En la fase G1-S, 

el CYCA reemplaza a CYCD y gobierna la fase S. Desde la fase M media hasta la 

tardía, CDKB y CYCB se unen al proceso. Todos juntos guían el proceso a través 

de G2 tras la finalización exitosa de la síntesis de ADN. En la fase M, el complejo 

CDKA/B y CYCA/B activa el complejo APC/C mediante fosforilación. El APC/C 

gobierna los diferentes eventos de la fase M. Una de las funciones del APC/C es 

degradar CYCB para completar con éxito la fase M y lograr el evento del ciclo 

celular. En el evento completo, diferentes proteínas inhibidoras del ciclo celular 
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regulan estrechamente el proceso. Las KRP, un grupo de inhibidores de CDK, 

inhiben CDKA en situaciones desfavorables (Modificado de Banerjee et al., 2020). 

 

2.8 Mecanismos de regulación en las transiciones G1/S y G2/M en 
condiciones favorables y en situaciones de estrés 

Se ha demostrado que la subunidad CKS se une a las CDKs, teniendo un importante 

papel en la interacción de la CDK con reguladores positivos o negativos en la 

regulación del ciclo celular (Bourne et al., 1996). La CDK activa es capaz de llevar 

a cabo varias funciones imprescindibles para la división celular y, en general, para 

la actividad proliferativa de la célula, tales como fosforilar la histona 1 en los 

cromosomas mitóticos, fosforilar componentes del citoesqueleto y del 

retinoblastoma (Rb), así como puede mediar la destrucción de componentes 

celulares utilizados en etapas anteriores por la vía de la ubiquitina (King et al., 1996).  

El hecho más destacado en la regulación de la transición G1/S en condiciones 

favorables de crecimiento, en presencia de factores que estimulan la división celular 

como son auxinas, azúcares, citoquininas, etc., es la inducción de la síntesis de 

ciclinas tipo D, y su unión a la proteína CDK correspondiente. Este complejo es 

inactivo y necesita ser activado por CAKs, permitiéndose así la expresión de 

factores de transcripción (E2F), necesarios para la fase de síntesis (replicación del 

DNA). Este mecanismo se lleva a cabo gracias a la destrucción de la proteína 

inhibidora de retinoblastoma (Rb), mediada por la activación de CDKs (Figura 5). En 

cambio, en condiciones desfavorables de crecimiento, causantes de situaciones de 

estrés, como por ejemplo el frío, se activan las proteínas KRP ó ICKs, inactivando 

el complejo CDKciclina, e impidiendo la progresión del ciclo celular (Inze y De 

Veylder, 2006). 

 

 



 
29 

 

2.9 Cinasa WEE1 en Arabidopsis thaliana 

La cinasa Wee1 (Umeda et al., 1998), proteína descrita en animales y en levaduras, 

tiene actividad de fosforilación inhibitoria para la CDKA en la transición de G2/M. 

Aunque se ha identificado la proteína WEE1 en plantas, no está clara su implicación 

en la regulación del ciclo celular en plantas del mismo modo que sus presuntos 

homólogos de animales y levaduras, debido a que también se ha detectado 

expresión de WEE1 en condiciones favorables de crecimiento (Dissmeyer et al., 

2009; Malladi y Johnson, 2011).  

La transición G2/M también está regulada por la activación/inactivación del complejo 

CDK-ciclina. El mecanismo de acción y de regulación por las proteínas activadoras 

e inhibidoras es igual al anterior. Sin embargo, en este punto parecen tener 

importancia en la regulación dos proteínas adicionales, WEE1 (mencionada 

anteriormente) y CDC25, presumibles homólogas de las proteínas del mismo 

nombre de animales y levaduras, bien caracterizadas en cuanto a su estructura y 

función en estos grupos taxonómicos (Ferreira et al., 1991; Inze y De Veylder, 2006; 

Francis, 2007). El gen de la cinasa WEE1 se activa transcripcionalmente en 

respuesta a daños en el DNA o ante situaciones de estrés con consecuencias en la 

replicación fosforilando la CDKA en el denominado P-loop (Thr-14 y Tyr-15), y otras 

CDKs (Shimotohno et al., 2006), y bloqueando la progresión del ciclo celular en fase 

G2, hasta que se complete la replicación o se repare el daño en el DNA. La proteína 

CDC25 es capaz de desfosforilar los residuos fosforilados por WEE1, permitiendo 

la entrada en mitosis (Figura 7). 

Sin embargo, la regulación de CDKs por las proteínas WEE1 y CDC25 (mecanismo 

de fosforilación/ desfosforilación de la treonina 14 y tirosina 15) no está clara en 

Arabidopsis. Se ha encontrado una proteína homóloga a CDC25, la cual ha perdido 

el dominio regulador N-terminal y no es capaz de complementar mutantes cdc25 de 

levaduras; sin embargo, es capaz de activar la CDK de Arabidopsis in vitro (Landrieu 

et al., 2004). Experimentos llevados a cabo por Dissmeyer et al. (2009), 

demostraron que la actividad CDKA, promovida por la fosforilación en el T-loop (Thr- 
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161), era similar y comparable a la encontrada en animales y levaduras, pero la 

regulación por fosforilación/desfosforilación del P-loop, donde están implicadas las 

proteínas WEE1 y CDC25, no es relevante en plantas para el mantenimiento de la 

función CDKA-ciclina. Esto indicaría la no implicación directa de estas proteínas en 

la regulación del ciclo celular, una característica que sería exclusiva de plantas. 

Líneas mutantes para estos dos genes (wee1 y cdc25) mediante el mecanismo de 

inserción por T-DNA, dieron resultados similares, en cuanto a la no implicación de 

estas dos proteínas en el mecanismo de regulación en la transición G2/M del ciclo 

celular (Boudolf et al., 2006). La falta de regulación por estas dos proteínas podría 

ser sustituida por la CDKB (Andersen et al., 2008).  

En líneas celulares BY-2 de tabaco se ha visto que la sobreexpresión de CDKB2 

puede estimular la entrada en mitosis, indicando que la regulación transcripcional 

de ciclinas mitóticas podría modular en parte la transición G2/M (Weingartner et al., 

2003). En la misma línea se ha detectado que la CDKB1 reprime la salida del ciclo 

celular y la endorreduplicación (o, lo que es lo mismo, estimula la división celular) 

mediante la fosforilación de la proteína ICK2/KRP2; en estado desfosforilado, 

ICK2/KRP2 es capaz de inhibir la actividad de CDKA, pero la fosforilación de esta 

proteína por CDKB1 la marca para su destrucción (figura 5; Boudolf et al., 2006). 

Así pues, sería la inhibición/desinhibición de CDKA mediante ICK2/KRP2, y no la 

fosforilación/desfosforilación por WEE1/CDC25, el factor clave de la regulación de 

la entrada en mitosis en plantas (Boudolf et al., 2006; Dissmeyer et al., 2009). 

Recientemente (Francis, 2011) ha postulado una interpretación de la regulación de 

la transición G2/M que trata de conciliar los resultados previos, aparentemente 

divergentes. Este autor destaca el hallazgo de la sobreexpresión de WEE1 y del 

incremento de la actividad cinasa de WEE1 en condiciones de estrés inducido que 

afectan a la replicación del DNA, las cuales resultan en la parada del ciclo antes de 

la entrada en mitosis por la no superación del checkpoint de integridad del DNA (De 

Schutter et al., 2007; Lentz-Gronlund et al., 2009). En lo relativo a CDC25, el 

mutante knockout cdc25 es hipersensible a la hidroxiurea, un inhibidor de 
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replicación, indicando que la fosfatasa CDC25 está efectivamente implicada en el 

checkpoint de integridad de DNA previo a la mitosis (Spadafora et al., 2011). 

 

 

 

Figura 5. Representación gráfica de la regulación del ciclo en las transiciones 

G1/S (A) y G2/M (B). A) En condiciones favorables de crecimiento la CDKD se une 

al complejo CDK-ciclina activando la progresión del ciclo, mediante la destrucción 

de la proteína del retinoblastoma (Rb) y permitiendo la transcripción génica. B) La 

fase de transición G2/M está regulada por la activación/inactivación del complejo 

CDKA-ciclina, donde existen varias teorías de regulación, una idéntica a la de 

animales basada en la regulación complejo CDK-CDC25-WEE1 (flechas en azul) ó 

mediante la actividad de la CDKB (flechas en rojo). Modificado de Francis, 2007. 
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En Arabidopsis, la cinasa WEE1 controla la progresión de la fase S en respuesta a 

estrés de replicación transitorio y genotóxico mediante la fosforilación de las 

proteínas CDK y las ligasas de ubiquitina (Cools et al., 2011; Ko et al., 2018; Pan et 

al., 2021). 

En células de mamíferos, la activación de mTOR y WEE1 contribuye sinérgicamente 

a reprimir el crecimiento de tumores ováricos, mientras que la inhibición de TOR 

condujo a niveles reducidos de WEE1 en células de levadura y mamíferos (Li et al., 

2020), lo que sugiere un vínculo entre ambas cinasas para acoplar el ciclo celular 

con el control del crecimiento (Atkin et al., 2014). Además, el control de la proteína 

SOG1 sobre la división celular ocurre a través de la regulación de las proteínas 

SIAMESE-RELATED5/7 (SMR5/7), la cinasa WEE1 y los factores de transcripción 

ANAC044/085, los cuales inhiben la actividad de las cinasas CDK y promueven la 

acumulación del factor de transcripción MYB3R3 para el arresto del ciclo celular en 

las fases G2/M (De Schutter et al., 2007; Chen et al., 2017; Bourbousse et al., 2018; 

Ogita et al., 2018; Takahashi et al., 2019). Las plantas con la perdida de función de 

cualquier de estos genes presentan a una respuesta ineficiente ante el daño, por lo 

que se consideran como genes esenciales que mantienen la integridad celular. 
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3. JUSTIFICACIÓN  

Las vías de señalización consisten, en su mayoría, en una cadena de proteínas que 

interactúan una con la otra en una secuencia establecida. La vía de señalización 

PI3K/PDK/Akt/TOR en mamíferos regula una variedad de procesos centrales para 

las células. Al igual que en otros eucariontas la proteína TOR en plantas también 

juega un papel central para las células, sin embargo, en estos organismos se 

desconoce la participación de proteínas efectoras que sean los intermediarios entre 

PDK1 y la modulación de la actividad de TOR, por lo que es de nuestro interés 

identificar componentes rio arriba de la vía de señalización TOR/S6K en 

Arabidopsis. 

 

4. HIPÓTESIS  

En Arabidopsis thaliana están presentes proteínas cinasas activadas por PDK1 que 

regulan la actividad de TOR modificando procesos del desarrollo. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

Identificar proteínas cinasa activadas por PDK1 que regulan la actividad de 

TOR/S6K y que modifican procesos del desarrollo. 

 

 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

• Identificar proteínas interactoras a la vía de señalización PDK/TOR/S6K en 

Arabidopsis thaliana. 

• Evaluar la participación de las proteínas encontradas en presencia de 

inhibidores y activadores de la vía de señalización PDK/TOR/S6K en A. 

thaliana. 

• Estudiar la participación de las proteínas cinasas encontradas en la vía de 

señalización PDK/TOR/S6K en A. thaliana. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Condiciones de crecimiento de las plantas 

Las semillas de Arabidopsis thaliana Col-0 se esterilizaron superficialmente con 

etanol al 70 % (v/v) durante 5 min y una solución de cloro comercial al 20 % (v/v) 

durante 5 min. Después de siete lavados con agua destilada estéril, se realizó una 

vernalización a 4 °C durante 48 h. Las semillas se germinaron y se cultivaron en 

placas de agar que contenían medio Murashige y Skoog (MS) 0,2x (0,866 g/L de 

sales carentes de aminoácidos y vitaminas, 10 g/L de fitagar [grado de 

micropropagación] y 6 g/L de sacarosa). Las plantas se colocaron en una cámara 

de crecimiento vegetal (Percival Scientific AR-95L, Perry, Iowa, EE. UU.) con un 

fotoperiodo de 16/8 h de luz/oscuridad (intensidad de luz de 100 µmol m2/s), 80 % 

de humedad y temperatura de 22 °C. 

 

6.2 Análisis de proteínas mediante Western blot 

Las plántulas de Arabidopsis thaliana (50 plantulas) se molieron en nitrógeno líquido 

y el polvo se transfirió a un tubo que contenía buffer de extracción (σ-vanadato de 

sodio 1 mM, molibdato de sodio 1 mM, benzamidina 1 mM, fluoruro de sodio 20 mM, 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,2 mM, ditiotreitol 2 mM, ácido 4-(2-hidroxietil) 

piperazina-1-etanosulfónico 50 mM, pH 7,6). Después de agitar con vórtex, el 

homogenado se centrifugó a 9000 × g a 4 °C durante 30 min. Se recuperó el 

sobrenadante y se cuantificó la proteína utilizando el método de Bradford (Bradford, 

1976). Se utilizó el reactivo comercial BioRad Protein Assay y como proteína para 

la curva patrón, la albumina sérica bovina (BSA). Los valores de concentración de 

proteína se obtuvieron por extrapolación de aquellos procedentes de la curva patrón 

de BSA, en un rango de 0 a 10 ug/ml. Posteriormente se realizó el análisis de 

Western blot, esta técnica permite detectar y comparar entre diferentes extractos 

proteicos los niveles de una proteína determinada mediante electroforesis en gel de 
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poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sódico (SDS), la cual se realizó en 

condiciones desnaturalizantes. 

Se transfirieron las proteínas a una membrana de PVDF y sobre ella se llevó a cabo 

la hidratación con el anticuerpo primario monoclonal de Akt (dilución 1:1000) (Cell 

Signaling Technology #5G3 2966) durante toda la noche, posteriormente se 

incubaron con el anticuerpo IgG de cabra anti-ratón (dilución 1:3000) (Bio-Rad 

Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE. UU.) a temperatura ambiente (~25 ºC). La 

reacción de peroxidasa se reveló utilizando luminol y se detectó en un sistema 

ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad Laboratories, Inc.). El análisis densitométrico de los 

puntos resultantes se realizó utilizando el software Image Lab (Bio- -Rad 

Laboratories, Inc.). 

 

6.3 Inmunoprecipitación 

Se utilizaron perlas magnéticas de proteína G (ChIP-Grade Protein G Magnetic 

Beads #9006. Cell signaling) las cuales son una matriz de afinidad para el 

aislamiento a pequeña escala de inmunoprecipitaciones (ensayos IP). Para iniciar 

la inmunoprecipitación se realizó una pre-aclaración de las perlas magneticas con 

el fin de reducir la unión de proteínas no específicas, se agitó brevemente con vórtex 

el tubo que contenía las perlas magnéticas, posteriormente se transfirió 20 μl de 

suspensión de perlas a un tubo limpio. El cual se colocó en una rejilla de separación 

magnética (3 carriles, tecnología de señalización celular n.° 01923) durante 10 a 15 

segundos. 

Se retiró con cuidado el buffer una vez que la solución estaba transparente, 

agregando 500 μl de buffer de lisis celular 1X al sedimento de perlas magnéticas, 

agitando brevemente para lavar las perlas. Se colocó el tubo nuevamente en la 

rejilla de separación magnética retirando el buffer una vez que la solución fuese 

transparente. Repitiendo este paso 2 veces más.  
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Se agregaron 200 μl de lisado celular a 20 μl de perlas magnéticas prelavadas. La 

concentración óptima de lisado dependió del nivel de expresión de la proteína de 

interés. Con una concentración inicial entre 250 μg/ml y 1,0 mg/ml. 

Se incubó con rotación durante 20 minutos a temperatura ambiente, posteriormente 

se separaron las perlas del lisado utilizando una rejilla de separación magnética, 

desechando el sedimento de perlas. 

Se agregó el anticuerpo primario Akt (dilución 1:1000) (Cell Signaling Technology 

#5G3 2966) (a la dilución adecuada según lo recomendado en la hoja de datos del 

producto) a 200 µl de lisado celular, incubando con rotación durante la noche a 4 °C 

para formar el inmunocomplejo. 

Se transfirió la solución de lisado y anticuerpo (inmunocomplejo) al tubo que 

contiene el pellet de perlas magnéticas prelavadas, con rotación durante 20 minutos 

a temperatura ambiente, posteriormente se separaron las perlas con una rejilla de 

separación magnética, se lavaron los pellets cinco veces con 500 µl de buffer de 

lisis celular 1X. Manteniendo en hielo entre lavados. 

El análisis se realizó mediante transferencia por Western blot e inmunodetección.  

Las membranas se incubaron con anticuerpo monoclonal anti-Akt (dilución 1:1000) 

(Cell Signaling Technology #5G3 2966) o anticuerpo monoclonal anti-P-Akt/1/2/3 

(dilución 1:1000) (Santa Cruz Biotechnology #L1520) a 4 °C durante la noche. 

Luego, las membranas se incubaron con anticuerpo IgG de cabra anti-ratón (dilución 

1:3000) (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE. UU.) a temperatura ambiente 

(~25 ºC). La reacción de peroxidasa se reveló utilizando luminol y se detectó en un 

sistema ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad Laboratories, Inc.). El análisis densitométrico 

de los puntos resultantes se realizó utilizando el software Image Lab (Bio- -Rad 

Laboratories, Inc.). 
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6.4 Electroforesis bidimensional 

Para este ensayo se utilizó el producto de inmunoprecipitación anteriormente 

obtenido, el cual se transfirió a un tubo que contenía un buffer de extracción (fenol 

50 % [v/v], EDTA 10 nM, sacarosa 900 mM, β-mercaptoetanol 0,4 % [v/v], σ-

vanadato de sodio 5 mM, fluoruro de sodio 5 mM, β-glicerofosfato de sodio 25 mM, 

Tris-HCl 100 mM, pH 8,8), se homogeneizó y se centrifugó a 9000 × g a 4 °C durante 

15 min. La fase orgánica se recuperó y se lavó con este buffer de extracción. A 

continuación, se añadió solución de precipitación (acetato de amonio 100 mM sobre 

metanol) en una proporción de 1:4 y se dejó la precipitación durante la noche a -20 

°C. Posteriormente, se obtuvo un pellet por centrifugación a 9000 × g a 4 °C durante 

15 min. El pellet se lavó tres veces con solución de precipitación y se realizó un 

lavado final con acetona fría al 80 %. Después del lavado, se realizó una 

centrifugación a 9000 × g a 4 °C durante 10 min. El pellet resultante se disolvió en 

tampón de isoelectroenfoque (urea 8 M, CHAPS 4 % [p/v], ditiotreitol 7 mM, anfolitos 

2 % pH 3-10 [p/v]) y las proteínas se cuantificaron de acuerdo con las 

especificaciones del 2-D Quant Kit (GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, 

Pennsylvania, EE. UU.). Para la rehidratación nocturna de tiras de 13 cm, se 

utilizaron 200 µg de cada muestra de proteína con un gradiente de pH inmovilizado 

de 3 a 10 (IPG DryStrip pH 3-10 NL, 13 cm, GE Healthcare Life Sciences). Se realizó 

un enfoque isoeléctrico hasta alcanzar 18 000 Vh en una unidad de enfoque 

isoeléctrico Ettan IPGphor 3 para la separación en primera dimensión. 

Posteriormente, las tiras se sometieron a SDS-PAGE al 12 % para la separación en 

segunda dimensión, para poder visualizar las proteínas obtenidas se realizó una 

tinción del gel, con Coomasie G-250 o coloidal. 

Los spots obtenidos fueron recortados y enviados para su secuenciación mediante 

cromatografía líquida con espectrometría de masas. 
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6.5 Cromatografía líquida con espectrometría de masas (LC/MS/MS) 

Los spots de gel en 2D se colocaron en tubos eppendorf de 1,5 mL con 1 mL de 

agua durante 30 min. Se eliminó el agua y se añadieron 50 µL de bicarbonato de 

amonio 250 mM. Para la reducción, se añadieron 5 µL de solución de 1,4-ditiotreitol 

(DTT) 45 mM y las muestras se incubaron a 50 °C durante 30 min. Las muestras se 

enfriaron a temperatura ambiente de 25 °C y luego, para la alquilación, se añadieron 

5 µL de solución de yodoacetamida 100 mM y se dejó reaccionar durante 30 min. 

Los spots del gel se lavaron dos veces con alícuotas de 1 mL de agua. Se eliminó 

el agua y se colocó 1 ml de bicarbonato de amonio 50 mM:acetonitrilo (50:50) en 

cada tubo y las muestras se incubaron a temperatura ambiente de 25 °C durante 1 

h. Luego se eliminó la solución y se agregaron 200 µL de acetonitrilo a cada tubo, 

momento en el que los cortes de gel se volvieron blancos opacos. Se eliminó el 

acetonitrilo y las manchas de gel se secaron aún más en un Speed Vac. Las 

manchas de gel se rehidrataron en 50 μL de 2 ng/µL de tripsina (Sigma) en 0,01 % 

de surfactante ProteaseMAX (Promega): 50 mM de bicarbonato de amonio. Las 

muestras se incubaron a 37 °C durante 21 h. Luego se eliminó el sobrenadante de 

cada muestra y se colocó en un tubo Eppendorf de 1,5 mL por separado. Las 

manchas de gel se deshidrataron aún más con 100 μL de acetonitrilo:1% de ácido 

fórmico (80:20). El extracto se combinó con los sobrenadantes de cada muestra.  

Las muestras se disolvieron en 16 μL de acetonitrilo al 5% en ácido trifluoroacético 

al 0,1% antes de la inyección en LC/MS/MS. 
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7. RESULTADOS  

7.1 Identificacion de Akt en el genoma de Arabidopsis thaliana 

Se han identificado diferentes isoformas de Akt en vertebrados e invertebrados 

debido a que la estructura de Akt muestra una alta conservación molecular y 

funcional (Gonzalez y McGraw, 2009); es por ello que en este estudio realizamos 

una comparación in silico de la proteína Akt (1, 2, 3) de mamíferos en A. thaliana, 

donde se encontraron 7 secuencias con un porcentaje de identidad de 28 a 40%, 

dichas secuencias pertenecen al igual que la proteína Akt de mamíferos a la familia 

de cinasas AGC (Fig. 5 A), sin embargo ninguna de ellas presenta el dominio de 

homología de pleckstrina (dominio PH) (Fig 5B), además varían entre los 600 y 900 

aminoácidos, lo cual difiere de Akt que presenta alrededor de 500 aa, con estos 

resultados se indica que en cuanto a secuencia no se encuentra presente ninguna 

proteína homologa a la cinasa Akt en el genoma de A. thaliana.  

Sin embargo, no se descarta que pudiese estar presentes algunas proteínas que 

cumplan dicha función de Akt en plantas, debido a que esta proteína se encuentra 

involucrada en la vía de señalización de TOR, la cual está altamente conservada en 

eucariontes y es un eje central que percibe el estatus de la célula y en respuesta 

regula la expresión génica, la distribución de recursos energéticos, nutricionales y 

permite la adaptación del organismo (Salazar y Dinkova 2021). En este trabajo se 

realizó la inmunodetección de la proteína con anticuerpos monoclonales Anti-Akt de 

mamífero, obteniendo como resultado un reconocimiento del anticuerpo 

demostrado con la presencia de dos bandas una de 50 y otra de 37KDa en extractos 

de proteína de A thaliana (Fig. 5 A). 
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7.2 Inmunoetección de Akt en extractos de proteína de  

Arabidopsis thaliana 

Con la finalidad de aislar y concentrar la proteína obtenida de A. thaliana, realizamos 

una inmunoprecipitación con perlas magnéticas y anticuerpos monoclonales Akt de 

mamíferos, obteniendo como resultado la identificación de una proteína de 50 KDa, 

la cual corresponde al peso de Akt en mamíferos (Fig 5B). Debido a que existe la 

posibilidad de que se estén enmascarando algunas isoformas o restos de 

anticuerpo, se realizó una electroforesis en segunda dimensión (2D) de la 

inmunoprecipitación ya obtenida anteriormente, lo cual permite separar las 

proteínas en una primera dimensión mediante isoelectroenfoque (IEF), donde se 

separa según su punto isoeléctrico (pI) y en una segunda dimensión, se separa por 

su peso molecular en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE. La proteína se tiñó con 

Coomassiie G ya que es de mayor sensibilidad, con lo cual se obtuvo como 

resultado 5 señales diferentes (spots) con un punto isoeléctrico que se encuentra 

entre 5 y 6 de pH (Fig. 5C). Los spots obtenidos fueron recortados y enviados para 

su secuenciación mediante Cromatografía líquida con espectrometría de masas 

(LC/MS/MS), interesantemente en los resultados obtenidos por la LC/MS/MS (Tabla 

1) se identificaron cinasas involucradas en el ciclo celular, como es el caso de la 

cinasa WEE1 y la proteína F-box de acuerdo con el papel de WEE1 en la detención 

del ciclo celular en respuesta al estrés de replicación, se ha descubierto que WEE1 

forma parte del mecanismo que acopla el inicio de la mitosis con la finalización de 

la reparación del ADN en células que han sufrido daño del ADN (Chen et al., 2017; 

Bourbousse et al., 2018) 

Las proteínas F-box regulan diversos procesos celulares, incluida la transición del 

ciclo celular, la regulación transcripcional y la transducción de señales (Kuroda et 

al., 2002) 
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Estos resultados sugieren la presencia de una y/o algunas proteínas cinasas 

involucradas en la vía de señalización PDK1/TOR debido a que el resultado de la 

inmunoprecipitación fue realizado con el anticuerpo de Akt y dicha proteína se 

encuentra involucrada en la vía de señalización PDK/TOR directamente en 

crecimiento celular lo cual, sugiere que los elementos encontrados en la LC/MS/MS 

(Tabla 1) podrían estar relacionados con la vía de señalización de TOR en A. 

thaliana. 

 

 

A) 
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B) 

 

 

Figura 6. Identificación de proteínas Akt en A. thaliana.  

A) Comparación in silico de la proteína Akt (1, 2, 3) de mamíferos en el genoma de 

A. thaliana. B) Comparación de las secuencias encontradas en el genoma de A. 

thaliana, se muestran las secuencias que presentan mayor porcentaje de identidad 

comparadas con la proteína Akt de mamíferos, mostrando los dominios que las 

conforman. 
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Figura 7.  Identificación de Akt en extractos de proteína de A. thaliana. 

Los extractos de proteínas de plántulas de A. thaliana Col 0 de 8 días de edad se 

resolvieron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS y se analizaron 

mediante ensayos de transferencia de proteínas utilizando anticuerpos anti-AKT (A).  

Como control de carga de proteínas, se incluye en (A) (panel inferior) un fragmento 

de un gel teñido con Coomassie ejecutado en paralelo con el utilizado para el 

análisis de transferencia de proteínas.  
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(B) se muestra el resultado de la inmunoprecipitación (IP) realizada con anticuerpos 

anti AKT y purificada mediante perlas magnéticas, la identificación de proteínas se 

realizó utilizando anticuerpos anti-Akt de mamíferos. (C) Se muestra el resultado de 

la electroforesis en 2D posterior a la IP, el gel fue teñido con coomasie G y los spots 

obtenidos para posterior identificación con las flechas en negro. 

Las transferencias de proteínas se realizaron a partir de dos experimentos 

independientes con resultados similares.  
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Tabla 1. Proteínas identificadas en Arabidospsis thaliana por LC/MS/MS 

Se usaron los algoritmos de búsqueda de la base de datos MASCOT para asignar 

los resultados; de los cuales, los péptidos encontrados con un porcentaje de 

confianza >95% fueron aceptados como asignaciones correctas.  Porcentaje de 

cobertura de proteína es aquel identificado por los algoritmos de búsqueda de 

MASCOT. 
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9. Supplementary data 

 

 

 

 

Supplementary Fig. 1. Photographs of wee1 mutant plants transferred to agar plates 

with 0.2x standard MS medium (containing 0.6% sucrose). Plants were grown 

without (Control) or with 8 μM of BX517 added in droplets on the aerial tissue for 8 

days. The graphics represent each indicated mutant line's primary root length and 

lateral root number (wee1-2, wee1-3). Data are presented as mean ± SE (n = 10). 

Different letters represent statistically different means in a one-way ANOVA, with a 

posthoc Tukey test (P < 0.05). The experiment was repeated three times, with 

similar results. 
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Supplementary Fig. 2. Uncropped protein blot corresponding to total S6K protein 

from Col-0 pants treated with the indicated compounds. The dotted box corresponds 

to the cropped area of the blot in Fig. 3C, upper panel. Reported refers to the blot 

used in the manuscript. The lines correspond to the molecular weight ladders in KDa. 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161724002177?via%3Dihub#fig3
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Supplementary Fig. 3. Uncropped protein blot corresponding to the phosphorylated 

form of the S6K protein (p-S6K). The dotted box corresponds to the cropped area of 

the blot in Fig. 3C, middle panel. Reported refers to the blot used in the manuscript. 

The lines correspond to the molecular weight ladders in KDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161724002177?via%3Dihub#fig3
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Supplementary Fig. 4. Uncropped Coomassie gel runs in duplicate with the one used 

for the protein blot. The dotted box corresponds to the cropped area of the gel in  Fig. 

3C, lower panel. The membrane used for the protein blots was also stained with 

Ponceau red; similar amounts of protein were observed in each lane. The molecular 

weight ladders in KDa are indicated. 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161724002177?via%3Dihub#fig3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161724002177?via%3Dihub#fig3
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Supplementary Fig. 5. Uncropped protein blot corresponding to total S6K protein 

from wee1-2 mutant plants. The dotted box corresponds to the cropped area of the 

blot in Fig. 7A, upper panel. Reported refers to the blot used in the manuscript. The 

lines correspond to the molecular weight ladders in KDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161724002177?via%3Dihub#fig7
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Supplementary Fig. 6. Uncropped protein blot corresponding to the phosphorylated 

form of the S6K protein (p-S6K) from wee1-2 mutant plants. The dotted box 

corresponds to the cropped area of the blot in Fig. 7A, middle panel. Reported refers 

to the replicated blot used in the manuscript. The lines correspond to the molecular 

weight ladders in KDa. 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161724002177?via%3Dihub#fig7
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Supplementary Fig. 7. Uncropped Coomassie gel, run in duplicate with that used 

for protein blots from wee1-2 mutant plants. The dotted box corresponds to the 

cropped area of the gel in Fig. 7A, lower panel. The membrane used for the protein 

blots was stained with Ponceau red, and similar amounts of protein were observed 

in each lane. The molecular weight ladders in KDa are indicated. 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161724002177?via%3Dihub#fig7
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Supplementary Fig. 8. Uncropped protein blot corresponding to total S6K protein 

from wee1-3 mutant plants. The dotted box corresponds to the cropped area of the 

blot in Fig. 7B, upper panel. Reported refers to the blot used in the manuscript. The 

lines correspond to the molecular weight ladders in KDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161724002177?via%3Dihub#fig7
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Supplementary Fig. 9. Uncropped protein blot corresponding to the phosphorylated 

form of the S6K protein from wee1-3 mutant plants. The dotted box corresponds to 

the cropped area of the blot in Fig. 7B, middle panel. Reported refers to the blot used 

in the manuscript. The lines correspond to the molecular weight ladders in KDa. 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161724002177?via%3Dihub#fig7
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Supplementary Fig. 10. Uncropped Coomassie gel, run in duplicate with that used 

for protein blots from wee1-3 mutant plants. The dotted box corresponds to the 

cropped area of the gel in Fig. 7B, lower panel. The membrane used for the protein 

blots was also stained with Ponceau red; similar amounts of protein were observed 

in each lane. The molecular weight ladders in KDa are indicated. 
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Supplementary Fig. 11. Uncropped protein blot corresponding to total S6rp protein 

from Col-0 plants. The blot corresponds to the upper panel of Fig. 4C. The lines 

correspond to the molecular weight ladders in KDa. 
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Supplementary Fig. 12. Uncropped protein blot corresponding to the 

phosphorylated form of the S6rp protein from Col-0 plants. The blot corresponds to 

the middle panel of Fig. 4C. The lines correspond to the molecular weight ladders in 

KDa. 
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Supplementary Fig. 13. This is an Uncropped Coomassie gel run in duplicate with 

that used for protein blots from Col-0 plants. The figure corresponds to the gel of 

the lower panel in Fig. 4C. Similar amounts of protein were observed in each lane. 

The molecular weight ladders in KDa are indicated. 
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10. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES  
 

La proteína cinasa Akt (PKB) controla diversas funciones celulares, incluyendo la 

modulación del crecimiento, la supervivencia, la proliferación y el metabolismo. La 

familia de las cinasas Akt está compuesta por tres isoformas altamente homólogas: 

Akt1 (PKB alpha), Akt2 (PKB beta) y Akt3 (PKB gamma) (Gonzalez y McGraw, 

2009). Las funciones de las diferentes Akt no se superponen completamente y la 

señalización específica de la isoforma contribuye a la diversidad de las actividades 

de Akt (Gonzalez y McGraw, 2009). Se han identificado diferentes isoformas de Akt 

en vertebrados e invertebrados debido a que la estructura de Akt muestra una alta 

conservación molecular y funcional; en este estudio la comparación in silico de la 

proteína Akt (1, 2, 3) de mamíferos con A. thaliana, mostró un resultado de 7 

secuencias con un porcentaje de identidad de entre 28 y 40%. Estos resultados 

indican que en cuanto a secuencia no se encuentra presente un ortólogo de la 

proteína Akt en el genoma de A. thaliana. Sin embargo, los resultados de la 

secuenciación obtenida de la inmunoprecipitación realizada con anticuerpos 

monoclonales contra AKT (Tabla 1), identificaron la presencia de la cinasa WEE1, 

la cual es clave para reparación del daño al ADN ya que inhiben la actividad de las 

cinasas CDK para el arresto del ciclo celular en las fases G2/M (De Schutter et al., 

2007; Chen et al., 2017; Bourbousse et al., 2018; Ogita et al., 2018; Takahashi et 

al., 2019). Estos hallazgos llevaron a la hipótesis de si la cinasa WEE1 está 

involucrada en la vía de señalización de TOR, debido a que dicha vía se expresa 

principalmente en los meristemos y controla su tamaño regulando el crecimiento 

celular en la zona de división, el número de células proliferantes y el paso de células 

a la zona de diferenciación (Skylar et al., 2011; Kircher y Schopfer, 2012).  

 

Los cambios en los niveles de TOR modifican la estructura de la raíz (Xiong y Sheen, 

2012; Díaz y Dinkova, 2021) además la actividad disminuida de TOR reduce el 

tamaño del meristemo y la diferenciación avanzada, y reduce el crecimiento de los 
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pelos radiculares (Díaz y Dinkova, 2021). González et al. En 2016, demostraron que 

el aumento de los niveles de sacarosa en los tejidos aéreos y el posterior 

metabolismo de la sacarosa estimulan la emergencia de las raíces laterales, 

demostrando que el metabolismo de la sacarosa estimula esa etapa específica de 

la formación de las raíces laterales y que el aumento del metabolismo de la sacarosa 

conduce a un cambio de desarrollo para crear una arquitectura del sistema radicular 

más ramificada. Nuestros hallazgos son consistentes con los reportados por 

González et al. 2016, mostrando que la formación de raíces laterales en cultivo está 

fuertemente influenciada por si las hojas absorben o no sacarosa del medio, lo que 

promueve la proliferación celular, determina el crecimiento y el desarrollo del 

sistema radicular. TOR actúa como el interruptor molecular central para regular el 

metabolismo, la proliferación celular y el crecimiento de plántulas y plantas adultas 

en respuesta a la sacarosa derivada directa o indirectamente de la fotosíntesis. (Wu 

et al. 2018), Nuestros datos muestran que el crecimiento y desarrollo de las plantas 

pueden ser regulados por la disponibilidad de sacarosa en el medio, posiblemente 

influyendo en la actividad de la vía de señalización TOR. 

Dentro de la vía de señalización TOR en plantas se encuentra la proteína cinasa 

PDK1, cuya activación no se conoce en detalle; se ha propuesto que la 

disponibilidad de nutrientes (luz, azúcares) y la presencia de hormonas vegetales 

como las auxinas promueven la producción localizada de fosfatidilinositol -3-fosfato 

(PI3P) por Vps34 (vacuolar protein sorting-34), que activa la proteína cinasa PDK1 

(Xiong y Sheen 2015). Es bien conocido por su papel clave como activador de otras 

cinasas AGC que juegan papeles cruciales en las funciones celulares basales en 

eucariotas inferiores (levadura) y superiores (humanos/ratones) (Xiao et al. 2020). 

En este contexto, la cinasa PDK1 de Arabidopsis comparte un alto porcentaje de 

homología con la PDK de mamíferos y la cinasa PDK1 de Arabidopsis es capaz de 

activar la proteína cinasa humana BK (PKB/AKT) en presencia de PtdIns (3,4,5) P3, 

y es solo la segunda proteína vegetal que se informa que posee un dominio de 

homología de pleckstrina y la primera proteína vegetal que se ha demostrado que 

se une a 3-fosfoinosítidos (Deak et al. 1999; Dittrich y Devarenne. 2012), En 
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mamíferos, BX-517 es un inhibidor potente y selectivo de PDK1 que se une al 

bolsillo de unión de ATP de la proteína. Además, BX-517 bloquea la activación de 

Akt en células tumorales (Islam et al. 2007).  

Este estudio utilizó el compuesto BX517, el primer informe de su uso en Arabidopsis. 

Nuestros resultados indican que la inhibición de la cinasa PDK1 altera el programa 

normal de desarrollo de la raíz, lo que resulta en una proliferación reducida y 

acortamiento de las raíces primarias y laterales, en contraste con el fenotipo 

inducido por sacarosa. Claramente, las vías de señalización que promueven la 

división y elongación de las células de la raíz en plántulas de Arabidopsis WT, 

posiblemente en ambos tratamientos esté involucrada la vía de señalización TOR, 

ya que la sacarosa y la cinasa PDK1 están involucradas en la activación de la vía 

de señalización TOR en Arabidopsis. Se ha informado que el compuesto BX517 

inhibe la progresión de la señalización PDK1-TOR, además de detener el ciclo 

celular en la fase G0-G1, afectando principalmente a la ciclina D1, CDK4 y CDK6 

(Liu et al. 2020). 

En respuesta a condiciones que estimulan el crecimiento, como las hormonas 

vegetales o la disponibilidad de azúcares, se observa una mayor abundancia de 

ciclinas G1, particularmente en los azúcares que afinan la sensibilidad y distribución 

de las auxinas en las plantas, promoviendo las transiciones del ciclo celular de las 

fases G2 a M y S (MacGregor et al. 2008; Skylar et al. 2011; Kircher y Schopfer 

2012), y activan la cinasa TOR para controlar la proliferación celular a través de la 

cinasa PDK1 (Kircher y Schopfer 2012), en este contexto, las respuestas celulares 

al fenotipo de raíz corta de los tratamientos con BX517 mostraron una expresión 

disminuida de CycB1 y CycA. Esto sugiere que la inhibición de las cinasas PDK1 

reduce la capacidad proliferativa de las células, lo que lleva a la detención del ciclo 

celular. Además, el inhibidor BX517 muestra un efecto competitivo con la sacarosa 

sobre la expresión de ciclina B1 y ciclina A, ya que se muestra que los niveles de 

expresión de ciclina se reducen en comparación con los tratamientos con altos 

niveles de sacarosa. Además, nuestros resultados sugieren que la inhibición de 
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PDK1 en Arabidopsis WT puede causar estrés celular que conduce a la detención 

del ciclo celular. 

Uno de los aspectos clave de las respuestas al estrés de replicación es activar los 

puntos de control del ciclo celular, que desencadenan la detención del ciclo celular 

y permiten que las células tengan tiempo suficiente para eliminar estas 

perturbaciones (Pan et al. 2021). La cinasa WEE1 se encuentra dentro de los puntos 

de control, es ubicua en el plan El WEE1 vegetal interviene en el desarrollo celular 

y regula negativamente el ciclo celular a través de su fosforilación. Sin embargo, sus 

analogías con el control del ciclo celular humano por la fosforilación de tirosina de 

las cinasas dependientes de ciclina (CDK) son a veces cuestionadas (Détain et al 

2021). Las diferencias estructurales, que podrían ser responsables de la pérdida de 

especificidad entre humanos y plantas, se destacan y sugieren la participación de 

WEE1 vegetal en más procesos de regulación celular (Détain et al 2021). Con base 

en nuestros resultados, indicamos que la inhibición de PDK1 por el compuesto 

BX517 induce la expresión de WEE1 como una posible respuesta al estrés causado 

por el inhibidor. El mecanismo indirecto sugiere que aguas arriba de WEE1 hay otros 

pasos reguladores presentes para controlar la progresión del ciclo celular, estos 

hallazgos muestran una posible actividad dual con TOR, ya que los cambios en los 

niveles de fosforilación de S6K disminuyen en presencia de BX517, estos resultados 

están relacionados con estudios en líneas de cáncer de ovario donde se informó 

que una combinación de WEE1 y mTOR inhibe de manera sinérgica el crecimiento 

tumoral en líneas celulares de cáncer de ovario y xenoinjerto derivado de pacientes 

que imitan de cerca la heterogeneidad de los tumores de los pacientes, 

mecanísticamente, la inhibición dual de WEE1/mTOR indujo un estrés masivo de 

replicación de ADN, lo que llevó al estancamiento de la horquilla y daño del ADN (Li 

et al. 2020). 

En conclusión, en este estudio indicamos que BX517 redujo la actividad de la cinasa 

TOR, activó la expresión de WEE1 en los meristemos de los brotes, las raíces y las 

raíces laterales, e inhibió la progresión del ciclo celular meristemático en las raíces, 
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lo que sugiere que PDK1 es un elemento crítico para las respuestas de las plantas 

a los factores mitogénicos a través de la modulación de la actividad de TOR. 

Nuestros datos revelan una relación entre un ortólogo de PDK1 con actividad TOR 

y la expresión de la cinasa WEE1 para el crecimiento y las respuestas al estrés en 

las plantas. 
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