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RESUMEN

Como proceso catabolico durante el desarrollo o limitacidon nutricional, la autofagia permite
a las células reciclar componentes intracelulares, incluyendo organulos. La maquinaria
necesaria para la autofagia se encuentra conservada entre organismos eucariontes y permite
el reciclamiento de nutrientes mediante el transporte de materiales del citoplasma hacia los
lisosomas (animales) o vacuolas (levaduras y vegetales), manteniendo una homeostasis
celular adecuada. Por otra parte, la insulina en metazoarios regula los niveles de glucosa en
sangre y el crecimiento a través de la activacion de dos vias de senalizacion: la
PI3K/TOR/S6K y la MAPK. A pesar de que la insulina es una hormona ubicua en
animales, las plantas como el frijol, maiz, tabaco y Arabidopsis también responden a dicha
hormona, estimulando el desarrollo. En la via PI3K/TOR/S6K, TOR activada, regula
negativamente la autofagia, tanto en animales como en vegetales. Trabajos previos de
nuestro laboratorio, mostraron que en cultivos de células de tabaco NT-1, la insulina
estimula la proliferacion celular en presencia de auxinas, y que la carencia de esta
fitohormona promueve la formacion de estructuras similares a autofagosomas. Con base en
lo antes mencionado y debido a que no existen reportes especificos sobre el efecto de las
auxinas o de la insulina sobre la autofagia, en el presente estudio se determind si la
disponibilidad de auxinas y/o la adicién de insulina inducen la autofagia, asi como
establecer el posible mecanismo de la activacién de la autofagia bajo dichas condiciones.
Los resultados obtenidos mostraron que la insulina y la carencia de auxinas en los cultivos
NT-1 estimularon la autofagia por un incremento en los niveles de peroxido de hidrogéno y
que la induccion de la autofagia por efecto de la insulina a través del H,O; es independiente

de la activacion de TOR.
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I) ANTECEDENTES
1) Autofagia

Los organismos eucariontes poseen la capacidad de adaptarse a los cambios ambientales a
través de un ajuste en su metabolismo. Por ejemplo, en condiciones de baja disponibilidad
de nutrimentos las macromoléculas son degradadas para producir los sustratos requeridos
en la produccion de energia. La autofagia es el mecanismo principal por el cual las células
degradan las biomoléculas, sin embargo, la autofagia también puede eliminar organulos

redundantes o dafiados (Meijer, 2008).

El término “autofagia” deriva de las palabras griegas “phagy” que significa comer, y
“auto”, uno mismo. La autofagia es un proceso evolutivamente conservado en eucariontes
mediante el cual, la carga (moléculas u organulos) citoplasmatica secuestrada dentro de
vesiculas de doble membrana se fusiona a los lisosomas para su degradacion. Cuando la
autofagia fue descubierta hace mas de 40 afios, era incierto el por qué la célula auto-digeria
sus propios componentes. La hipdtesis mas simple fue que era un mecanismo de
eliminacion de basura celular. Sin embargo, desde entonces hemos aprendido que este
proceso de “auto-alimentacion” no sélo elimina proteinas intracelulares mal plegadas o de
larga vida, organelos dafados y microorganismos invasores, sino que también es una
respuesta adaptativa para proporcionar nutrientes y energia durante la exposicion a varios
tipos de estreses. La autofagia se ha involucrado en la fisiopatologia de humanos, como el
cancer, la neurodegeneracion, la respuesta inmune, el desarrollo y el envejecimiento (Yang
y Klionsky, 2010). Durante la autofagia, parte del citoplasma es secuestrado por estructuras
de doble membrana llamados autofagosomas, cuyo origen aun no ha sido establecido por
completo pero se piensa que derivan de regiones especializadas del reticulo endoplasmatico

(Reggiori y Klionsky, 2005).

El proceso basico de autofagia estd conservado entre eucariontes desde levaduras hasta
animales y plantas. Varios tipos de autofagia que han sido descritos en una gran variedad de
especies, incluyen la microautofagia (Mijaljica ef al., 2011), la macroautofagia (Yang y

Klionsky, 2009), la autofagia mediada por chaperonas (Orenstein y Cuervo, 2010) y la

2
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autofagia oOrgano especifica (Reumann et al., 2010). En plantas, ocurre tanto la
microautofagia y la macroautofagia; la primera involucra la formacion de una pequefia
vesicula intravacuolar por invaginacion del tonoplasto, llamada cuerpo autofagico, que
engulle componentes citoplasmaticos; mientras que en la macroautofagia, los
autofagosomas citoplasmaticos envuelven componentes citosolicos para su degradacion

(Bassham, 2007).

El conocimiento de la autofagia a nivel molecular, comenzé a finales de 1990,
revolucionando con esto la capacidad de detectar y manipular genéticamente dicho proceso,
lo que permiti6 el crecimiento en las investigaciones de este campo destacando la
importancia de la autofagia en la salud. Aunque la autofagia fue inicialmente identificada
en mamiferos, un progreso importante en el conocimiento de su regulacion proviene del
analisis genético de levaduras, en donde se han identificado mas de 30 genes relacionados
con autofagia (47G). Dichos genes se dividen en cuatro grupos funcionales: a) el complejo
de cinasas ATG1-ATGI13, b) ATG9 y proteinas asociadas, c) el complejo formado por la
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y otras proteinas y d) dos sistemas de conjugacion tipo
ubiquitina. Los estudios en levadura facilitaron la identificacion de genes homdlogos en
plantas, requeridos para llevar a cabo la autofagia y proporcionaron una guia para la

investigacion de sus funciones moleculares (Yang y Klionsky, 2010).
1.1) Autofagia en plantas

Las plantas por su forma de vida sésil, se enfrentan a condiciones ambientales
desfavorables tanto climaticas como a la carencia de nutrientes, de ahi que hayan
desarrollado procesos sofisticados para su sobrevivencia. Siendo uno de ellos, la autofagia,
que es un mecanismo de degradacion de macromoléculas que recicla materiales celulares
dafnados o no requeridos, y permite a las plantas enfrentar condiciones de estrés o adecuarse
a procesos de desarrollo como la transicion del crecimiento vegetativo al reproductivo. La
mayor parte de la maquinaria requerida para la autofagia se encuentra conservada entre
organismos eucariontes, y cuando se induce, los nutrientes son reciclados por los
autofagosomas, lo que resulta en el mantenimiento de la homeostasis celular (Inoue et al.,

2006; Liu y Bassham, 2012).
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Después de la induccion de la autofagia, el autofagosoma se forma alrededor del material
que esta destinado para degradacion, y libera esta carga a la vacuola. La membrana externa
del autofagosoma se fusiona con la membrana de la vacuola y posteriormente, las
hidrolasas vacuolares degradan la carga y la membrana interna del autofagosoma (Mitou et
al., 2009; ver Fig. 5.1 Capt 5. Fronteras en la Bioquimica del Desarrollo de Plantas, 2013).
Hasta hace poco, el conocimiento sobre los aspectos moleculares de la autofagia vegetal era
escaso, comparado con el de levaduras y mamiferos. No obstante, ahora se sabe que los
cuatro grupos de genes involucrados en la autofagia antes mencionados se encuentran
conservados en plantas. Ademas, la busqueda en plantas de los genes participantes en la via
autofagica ha sido enfocada en Arabidopsis thaliana, donde se han aislado mutantes
afectadas en homodlogos de los genes de autofagia de levaduras. Las mutantes de estos
genes en Arabidopsis, mostraron fenotipos defectuosos en el reciclamiento de nutrientes
como: hipersensibilidad a privacion de macronutrientes y senescencia prematura. Lo
anterior sugiere que la autofagia en plantas es un componente importante en la via de
reciclamiento (Mitou et al., 2009; ver Tabla 5.1 Capt 5. Fronteras en la Bioquimica del

Desarrollo de Plantas, 2013).

Para el estudio de la autofagia en plantas se emplean varios marcadores, siendo los mas
comunes las construcciones genéticas que incluyen a los promotores de genes relacionados
con la autofagia (47G), fusionados a la secuencia de la proteina verde fluorescente (GFP);
el colorante especifico para autofagosomas, la monodansilcadaverina (MDC) y el inhibidor
de proteasas de cisteina (E-64c), que impide la fusion de los autofagomas con la vacuola,
reteniéndolos en el citosol. En conjunto, el uso de tales marcadores, ha permitido la
deteccion rapida de la autofagia en células vegetales por su especificidad en el marcaje y
retencion de los autofagosomas en el citoplasma (Takatsuka et al., 2011; Liu y Bassham,

2012).

1.2) Factores que inducen la autofagia en plantas

El estrés abidtico mas comun que induce la autofagia es la deficiencia de nutrientes, debido
a que dicho proceso es requerido para la movilizacion de moléculas, aunque también se ha
involucrado al estrés oxidativo (Xiong et al., 2007). Ademas, se ha determinado la

participacion de la autofagia en la tolerancia de las plantas a sequia y estrés salino, lo que la

4
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implica en la remocion de proteinas y organulos dafiados durante tales condiciones. Por
otro lado, se ha reportado que la proteina inducida por acido abscisico (AtTSPO), es
degradada via autofagica, lo que sugiere su participacion en las respuestas al acido

abscisico (Liu et al., 2009; Vanhee et al., 2011).

Debido a que la privacion de nutrientes (carbono y nitrogeno) puede activar la autofagia,
esta condicion ha sido usada para su estudio en plantas. Durante la privacion de nutrientes,
ocurre la formacion de autofagosomas y la degradacion de materiales citoplasmicos en los
compartimientos liticos de cultivos de células vegetales. Mutaciones en genes de la familia
ATG inducen la expresion de marcadores de senescencia, indicando que las condiciones
limitantes de nutrientes aceleran la senescencia. En conjunto se sugiere que la autofagia
sirve como un sistema regulador que facilita el suministro de nutrientes bajo condiciones de

inanicion (Rose et al., 2006).

Puesto que la autofagia recicla materiales citopldsmicos, es comprensible que funcione
durante la senescencia y la germinacion, ejemplo de esto es el reciclamiento del nitrogeno,
el cual se encuentra contenido en un 80% en los cloroplastos. Durante la senescencia las
plantas reciclan el nitrégeno de las hojas viejas hacia los 6rganos en desarrollo (Guiboileau
et al., 2010). Otro ejemplo de la participacion de la autofagia durante el desarrollo, es la
germinacion de las semillas, donde las plantas sintetizan grandes cantidades de proteinas y
las conservan en vacuolas de almacenamiento. Después de la germinacion, dichas proteinas
son degradadas para aportar nutrientes durante el crecimiento de los nuevos organos en

formacion (Ibl y Stoger, 2012).

1.3) Mecanismos moleculares de la autofagia en plantas

Estreses nutricionales, oxidativos y energéticos, inducen marcadamente la autofagia en la
mayoria de los tipos celulares para mantener la sobrevivencia celular bajo dichas
condiciones. El papel central de proteina TOR como regulador negativo de la autofagia en
respuesta a los distintos estreses ha conducido al estudio del mecanismo mediante el cual la
sefnalizacion por TOR suprime la autofagia de manera dependiente del estatus nutricional

(Chang et al., 2009). Dependiendo del estatus nutricional TOR regula la autofagia a través

5
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del complejo ATG1-ATG13-ATG17. Bajo condiciones normales TOR se activa y fosforila
a ATG13; esta proteina al ser hiperfosforilada presenta baja afinidad por ATG1 y ATGI17.
TOR es inactivada en condiciones de inanicion o por tratamiento con su inhibidor
(rapamicina), lo que induce la desfosforilacion de ATG13, la cual, entonces adquiere una
alta afinidad por ATG1 y ATG17. La actividad de cinasa de ATG1 es promovida después
de su interaccion con ATG13 y ATG17, lo que conduce a la induccion de la autofagia

(Kamada et al., 2000).

Los componentes clave de esta via reguladora de la autofagia se encuentran conservados en
metazoarios y en plantas. Recientemente, se determin6 en Arabidopsis la participacion del
complejo cinasa ATGI/ATG13 en la iniciacién de la formacion del autofagosoma en

respuesta a la demanda de nutrientes (Suttangkakul et al., 2011).

También, el complejo transmembranal ATG9/ATG2/ATG18 participa en la promocion de
la expansion del fagoforo a partir del reticulo endoplasmico (Xie y Klionsky, 2007).
Mientras que el complejo PI3K (VPS34) es requerido durante la nucleacion del
autofagosoma y para la localizacion de la estructura pre-autofagosomal (PAS por sus siglas
en inglés). Dicho complejo contiene ademds de PI3K a ATG6 (Beclina 1 en mamiferos)
que regula la actividad de PI3K y por tanto, la produccion de fosfatidilinositol 3-fosfato
(PI3P), fosfolipido indispensable para la formacion de los autofagosomas. El complejo de
PI3K contiene a la proteina VPSI15, cuya funcion permite la asociacion de VPS34 a la
membrana, aqui es donde ATGI4 se conecta a PI3K. Finalmente, en el proceso de
autofagia participan dos sistemas de conjugacion tipo ubiquitina: en el primero, ATG12,
induce la expansion del fagoforo con ATGS, mientras que en el segundo, ATGS, decora la
membrana del fagoforo con la proteina ATGS8 unida al fosfolipido fosfatidil etanolamina
(PE) (Yang y Klionsky, 2009; Suttangkakul et al., 2011). En la figura 1 se ilustra el proceso

de autofagia en células vegetales de forma detallada.
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Figura 1. Via de autofagia en células vegetales. Al inducirse la autofagia, un autofagosoma se forma
alrededor de una porcion del citoplasma. Posteriormente, el autofagosoma se cierra, expande y transporta la
carga citoplasmatica a la vacuola. La membrana externa del autofagosoma se fusiona con la membrana de la
vacuola y la membrana sencilla resultante (cuerpo autofagico), es liberada en el interior de la vacuola. Los
cuerpos autofagicos son degradados por enzimas hidroliticas vacuolares, y los productos de la degradacion
son exportados de la vacuola al citoplasma para su reutilizacién. Para el estudio de la autofagia se emplean
inhibidores de TOR (rapamicina), de PI3K (LY294002, wortmanina) y de ATG4 (la proteasa de cisteina, E-
64c) (Modificado de Mitou et al., 2009; Suttangkakul et al., 2011; Liu y Bassham, 2012).

1.4) Ejemplos de la autofagia en plantas

En investigaciones sobre la autofagia realizados en Arabidopsis, se ha analizado la
participacion de los sistemas de conjugacion ATGS y ATG12, componentes clave para el
crecimiento y fusion del autofagosoma, ademas de que dichos complejos son importantes
para la sobrevivencia bajo condiciones limitantes de nutrientes. Mutaciones en Arabidopsis
en los componentes de los sistemas antes mencionados como atg5 y atg’7 mostraron una
formacion de autofagosomas defectuosa, lo que impidid el correcto reciclamiento de
nutrientes. Ademas, las plantas mutantes afg5 y atg7 tuvieron senescencia prematura y

mayor sensibilidad a la carencia de nitrogeno y carbono, lo que condujo a una mayor
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pérdida de organulos y proteinas citoplasmaticas. Fenotipos similares fueron observados en
plantas de la doble mutante azg4a4b, sin embargo en mutantes simples de atg4a o atg4b se
observd una autofagia normal, lo que indica una redundancia de ATG4 en Arabidopsis

(Yoshimoto et al., 2004; Thompson et al., 2005).

Recientemente, se determind que mutantes de Arabidopsis deficientes en la autofagia
presentaron un crecimiento reducido bajo condiciones de dia corto. Dicha inhibicion en el
crecimiento, fue revertida en luz continua o en dia corto con la adicion exogena de
sacarosa, lo que sugiere que en la noche la autofagia estaba participando en la produccion
de energia para el crecimiento. Las plantas, acumulan almidon durante el dia y lo degradan
en la respiracion durante la noche, donde la disponibilidad energética se encuentra
disminuida en mutantes que no acumulan almidéon. En una doble mutante en la
acumulacion de almidon y atg5 se observd mayor sensibilidad al periodo de dia corto, las
plantas mostraron reduccion en el crecimiento y muerte celular temprana en hojas. Los
autores concluyeron que la autofagia contribuia a la disponibilidad de energia durante la
noche al proporcionar una fuente alternativa de energia como los aminodcidos (aa). El
contenido de aa libres incremento, y los niveles del transcrito de varios genes involucrados
en el catabolismo de aa también aumentaron en las mutantes (Izumi et al., 2013).

Por otro lado, el almidén transitorio es el principal producto fotosintético de hojas en
plantas que se acumula en los cloroplastos durante el dia y, es hidrolizado a maltosa y
glucosa durante la noche para mantener la respiracion y el metabolismo. Estudios previos
en Arabidopsis sugieren que la degradacion transitoria del almidon solo ocurre en el
cloroplasto. Sin embargo, Wang y colaboradores (2013), reportaron que la autofagia,
proceso que no involucra a los cloroplastos, participa en la degradacion de almidon en
hojas de tabaco. La acumulacion excesiva de almidon fue observada en plantulas de
Nicotiana benthamiana tratadas con 3-metiladenina (3-MA), inhibidor de autofagia y en
mutantes A7G. La actividad autofagica en las hojas respondi6 a una dinamica del contenido
de almidén durante la noche. Mientras que, los andlisis de microscopia revelaron que
estructuras similares a granulos pequefios de almidon (SSGL, por sus siglas en inglés)
fueron localizadas alrededor del cloroplasto y subsecuentemente secuestradas por cuerpos

autofagicos que se dirigen a la vacuola. Ademads, se observd un aumento en el nimero de
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SSGLs durante la degradacion del almidon y el inhibir la autofagia disminuyo el nimero de
SSGLs localizados en la vacuola, sugiriendo, que la autofagia contribuye a la degradacion
transitoria del almidon por medio del transporte de SSGLs a la vacuola para su subsecuente

degradacion.

2) Insulina

En metazoarios, las hormonas se sintetizan en las glandulas endocrinas y se segregan
directamente al torrente sanguineo para transmitir y controlar la actividad de las células
blanco. Las hormonas estimulan actividades metabolicas en tejidos situados a distancia del
organo secretor y son activas a concentraciones extraordinariamente bajas del orden de
micro a picomoles (Mathews et al., 2002). Tal es el caso de la insulina, hormona proteica
con un peso molecular de ~6 kDa, que en mamiferos es segregada por el pancreas en
respuesta a niveles elevados de glucosa en sangre. Las células capaces de responder a la
insulina poseen un receptor proteico transmembranal formado por dos cadenas
polipeptidicas a y dos B (Karp, 2005). La insulina incrementa la absorcion de glucosa en las
células blanco por la translocacion de transportadores de glucosa desde sitios intracelulares
hacia la superficie. La insulina también activa dos cascadas de transduccion de senales: la
via del fosfatidil inositol-3-cinasa (PI3K) y la de las proteinas cinasas activadas por
mitogenos (MAPK). La activacion de las cascadas de sefializacion por insulina o factores
de crecimiento parecidos a la insulina (IGFs), inicia cuando éstos se enlazan al receptor de
la insulina tipo tirosina-cinasa que se autofosforila y cataliza la fosforilacion de proteinas
celulares como: el receptor de insulina (IRS), y las proteinas adaptadoras Shc y Cbl, que
proveen una interfase entre el receptor activado y los efectores localizados rio abajo.
Cuando se fosforilan estas ultimas proteinas, interactian con moléculas de sefializacion a
través de sus dominios SH2, resultando en la estimulacion de diversas rutas de sefalizacion
como la PI3K y MAPK. Estas rutas actian coordinadamente para regular el trafico
vesicular, la sintesis de proteinas, la activacion de enzimas y la expresion genética, lo cual
resulta en una regulacion del metabolismo de la glucosa, lipidos y proteinas, y la

diferenciacion y crecimiento celular (Fig. 2) (Saltiel y Kahn, 2001).
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2.1) Vias de transduccion de sefiales activadas por la insulina

La insulina o factores de crecimiento como insulina —IGFs- se unen al receptor
transmembranal (IR), éste a su vez se autofosforila desencadenando con ello la activacion
de tres rutas de sefalizacion diferentes. La primera via (I) activa al complejo proteico
Cbl/Cap/Crk/C3G/TC10, que promueve la translocacion del transportador de glucosa
GLUT4 a la membrana plasmatica, favoreciendo asi, la entrada de glucosa a la célula
(Wang et al., 1999). En la segunda ruta (II) el sustrato receptor de insulina (IRS) fosforila a
la cinasa PI3K, la cual a su vez, por medio de una serie de fosforilaciones de proteinas rio
abajo (AKT, PKC, mTOR, S6K y 4EBP) regula la sintesis de proteinas, lipidos y
glucogeno, asi como la expresion especifica de genes. Finalmente, en la tercera via (III)
proteinas con dominios de homologia SH2 como la Grb2 y SHC interactian con el IRS, y
estimulan la ruta a través de Ras, MEK y ERK-1, lo que conduce a la expresion general de
genes y al igual que la ruta PI3K regula también el crecimiento y diferenciacion celular

(Fig. 2) (Saltiel y Kahn, 2001).
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Figura 2. Cascadas de transduccion de seiiales encendidas en respuesta a la insulina. El receptor de
insulina es una tirosina cinasa que se autofosforila, catalizando la fosforilacién de proteinas de la familia IRS,
Shc y Cbl. Activando asi moléculas de sefializacion a través de sus dominios SH2 de diversas vias de
sefializacion. La activacion de PI3K y de las cinasas rio abajo dependientes de PIP3, y la via MAPK, actian
en una manera concertada para coordinar la regulacion del trafico vesicular, sintesis de proteinas, activacion e
inactivacion de enzimas y expresion de genes que regulan el metabolismo de glucosa, lipidos y de proteinas.
Las flechas representan activacion, las barras inhibicion y las lineas discontinuas una relacion que aun no ha

sido descrita completamente (Modificado de Olivares-Reyes y Arellano-Plancarte, 2008).

2.2) Cascada de seializacion PI3K/TOR/S6K

La insulina se une a su receptor induciendo la activacion de la cinasa PI3K a través del
sustrato receptor de la insulina (IRS: Fig. 3) (Saltiel and Kahn, 2001). La PI3K cataliza la
fosforilacion de un lipido de membrana, el fosfatidil inositol 4,5 difosfato (PIP2) en la

posicion 3’OH produciendo el fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3). Este Gltimo permite
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el reclutamiento a la membrana plasmatica de la cinasa dependiente del fosfoinositido 1
(PDK 1) y la proteina cinasa B (PKB) también conocida como AKT. Esta tltima separa al
complejo de las proteinas de esclerosis tuberosa TSCI (harmatina) y TSC2 (tuberina) e
inhibe la actividad de la proteina RHEB lo que activa a TOR. Esta tltima cinasa fosforila a
sus blancos: la proteina de enlace al factor de inicio de la traduccion elF4E (4EBP) y la
cinasa de la proteina ribosomal S6 (S6K) (Manning y Cantley, 2003). Al fosforilar TOR a
4EBP se libera al factor de inicio de la traduccion elF4E del complejo inactivo
elF4E/4EBP, permitiendo con ello que eIlF4E se una al complejo de iniciacion de la
traduccion elF4F (formado por elF4A, elF4E y elF4G). elF4E es el factor limitante en el
inicio de la traduccion que se une a la estructura Cap (m7GpppN) en el extremo 5” de los
mRNAs (Gingras et al., 2001). S6K, a su vez fosforila a la proteina ribosomal S6 y los
ribosomas fosforilados en S6 traducen preferencialmente a los mRNAs que presentan
tractos de oligopirimidinas en el extremo 5° UTR (TOP). Los transcritos con estas
caracteristicas codifican para componentes del aparato traduccional, principalmente las

proteinas ribosomales (Meyuhas, 2000).

Ortologos potenciales de varios de los componentes de la cascada de sefalizacion
PI3K/TOR como PI3K, PDKI1, TOR, S6K y S6 estan presentes en las plantas. En
Arabidopsis se ha identificado un tipo de cinasa PI3K que pertenece a la clase III de la
subfamilia de las PI3Ks que tiene como sustrato al fosfatidilinositol produciendo el

fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) (Turck et al., 1998; Deak et al., 1999).

Las plantas, al igual que otros eucariontes poseen un gen que codifica para TOR (Menand
et al., 2002; Turck et al., 2004). Sin embargo, carecen de genes ortdélogos de la proteina de
unidn a elF4E. Para el estudio de la cascada PI3K-TOR se utilizan compuestos quimicos,
como el LY294002 que es un inhibidor altamente selectivo de la cinasa PI3K (Vlahos et
al., 1994). Dicho inhibidor se enlaza directamente con PI3K e inhibe su actividad,
bloqueando la fosforilacion de PKB, S6K y 4EBP. Turck y colaboradores (2004) en
cultivos en suspension de Arabidopsis, observaron que 50 pM de LY294002 abolia
completamente la actividad de S6K. La rapamicina o sirolimus es un antimicotico
producido por Streptomyces hygroscopicus (Vezina et al., 1975), que se une con alta

afinidad a la inmunofilina FKBP12, formando un complejo que se enlaza a TOR
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inactivandola, bloqueando asi la fosforilacion de S6K y 4EBP en mamiferos (Brunn ef al.,
1996). Existen reportes de una resistencia de las plantas superiores a la accién de la
rapamicina, aunque se ha reportado que el maiz y las algas verdes como Chlamydomonas
reinhardtii son susceptibles a dicho compuesto (Sanchez de Jiménez et al., 1999; Crespo et

al., 2005).

56K

¢ Sintesis de proteinas,

S _)_ crecimiento y
dezarrollo

Figura 3. Activacion de la cascada PI3K-TOR por insulina. El receptor de la insulina (IR) al unirse a su
agonista se autofosforila y a través de la activacion de PI3K estimula la fosforilacion de TOR. Esta ultima
cinasa activa a sus blancos: 4EBP-1 y S6K promoviendo asi la sintesis de proteinas, el crecimiento y la
diferenciacion (Saltiel y Kahn, 2001). Para estudiar esta cascada se han utilizado los inhibidores LY294002 y
wortmanina que bloquean a la PI3K. En tanto que la rapamicina, al formar un complejo con la proteina
FKBP12 inhibe a TOR (Vezina et al., 1975). En condiciones nutricionales adecuadas, la activacion de TOR
inhibe la autofagia, mientras que en inanicion la inactivacion de TOR favorece la induccion de la autofagia
(Modificado de Klionsky, 2005).
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2.3) Efecto de la insulina en plantas

Existen evidencias de que la insulina puede estar involucrada en el crecimiento de las
plantas, los primeros reportes en cebollas, hojas de lechuga, raices de cebada, remolacha,
germinados de papa y arroz indican la presencia de sustancias parecidas a la insulina
inicialmente denominadas “glucocininas” (Best, 1923; Collip, 1923). En maiz se observo
que concentraciones altas de insulina y glucocinina (1%) retardaban la germinacion,
mientras que concentraciones bajas (0.005%) la aceleraban (Ellis y Eyster, 1923). Otros
estudios reportaron que aislados proteicos de centeno etiolado, hojas de espinacas y Lemma
gibba presentaban propiedades fisicoquimicas similares a la insulina de animales (Collier et
al., 1987). En cultivos de pepino, sandia y semillas de girasol también se observo que la
hormona aceleraba la emergencia de la radicula (Goodman y Davis, 1993). A nivel
molecular se reportd que la insulina promueve la germinacion del maiz a través del
reclutamiento a polisomas del transcrito de la proteina ribosomal S6 y el incremento en el
nivel de fosforilacion de dicha proteina (Sanchez de Jiménez et al., 1999). Por otra parte,
también se observo la presencia de dos péptidos reconocidos por anticuerpos contra
insulina de bovino de aproximadamente 8 y 24 kDa en extractos de maiz germinado por 46
horas (Beltran-Pefia, 1997). Dichos péptidos fueron posteriormente purificados,
caracterizados y reportados como factores de crecimiento parecido a insulina de maiz
(ZmlIGF) (Garcia Flores et al., 2001; Rodriguez-Lopez et al., 2011). ZmIGF y la insulina
regulan el crecimiento y la division celular en maiz, promoviendo la sintesis de proteinas
ribosomales y del DNA (Rodriguez-Lopez et al., 2011). Por otro lado, fue reportado que
concentraciones crecientes de insulina bovina estimularon un incremento de masa y tamafio
de los epicotilos y raices, asi como del numero de raices laterales en Phaseolus vulgaris

(Santos, 2003).

Avila-Alejandre y colaboradores (2013), reportaron que 1.23 nM de insulina en ejes
embrionarios de maiz regula la reiniciacion del ciclo celular durante la germinacién y
promueve el crecimiento, la fosforilacion de S6K, la acumulacion del transcrito S6rp en la
fraccion polisomal y la sintesis de novo del DNA en la radicula y los coleoptilos. También
observaron, que dicha hormona increment6 los niveles de los transcrito de E2F y PCNA lo

que sugiere su efecto en la transicion G1/S y en la activacion de la proliferacion celular. Por
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otro lado, Villa-Herndndez y colaboradores (2013), reportaron que imbibicion de ejes
embrionarios de maiz en insulina por 3 h estimulaba la transcripcion del rDNA y un mayor
procesamiento del pre-rRNA, ambos eventos necesarios en la reactivacion metabolica en la
germinacion. Ademas, la insulina también incrementd la sintesis de novo de las proteinas
ribosomales RPS6 y RPL7 después de 24 h de imbibicion. De ahi que los autores sugieran
que, la biogénesis del ribosoma en los primeros estadios de imbibicion es realizada con
ribosomas formados con rRNA recién sintetizado y la traduccion de proteinas ribosomales

de transcritos almacenados.

En nuestro grupo de trabajo se ha determinado que la insulina promueve el crecimiento de
la raiz, de pelos radiculares, el desarrollo reproductivo y el rendimiento de semillas en
Arabidopsis (Judrez—Dominguez et al., 2010; Pascual-Morales et al., 2012; Rodriguez-
Andrade, 2012). Mientras que, en cultivos celulares de Nicotiana tabacum (NT-1) la
adicion de 1.23 y 12.3 nM de insulina estimul6 la proliferacion de las células mediante la
activacion de la cascada de senalizacion PI3K-TOR y dicho efecto fue dependiente de las

auxinas (Fierros—Romero et al., 2010; Fierros-Romero, 2012).
3) Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son pequefias moléculas o iones altamente
reactivos generados constantemente bajo condiciones normales como consecuencia del
metabolismo. Las ERO se forman por la reduccion incompleta de un electron del oxigeno, e
incluyen al i6n superdxido (O,"), peréxido de hidrogeno (H,O,), radical oxidrilo (OH),
singulete de oxigeno ('O,), 6xido nitrico (NO), y peroxinitrito (ONOO") y pueden oxidar
proteinas, lipidos, y DNA (Chen y Gibson, 2008). A pesar de los multiples sistemas de
modulacion redox que poseen las células, cierta proporcion de ERO escapan continuamente
de la cadena respiratoria mitocondrial. La célula esta equipada con un amplio sistema de
defensa antioxidante (enzimdtico y no enzimatico) para eliminar las ERO, ya sea
directamente por intercepcion o indirectamente revirtiendo el dafio oxidativo. Cuando las
ERO sobrepasan a los sistemas de defensa de la células la homeostasis es alterada, lo que

resulta en un estrés oxidativo (Erusnalov y Kusmartsev, 2010).
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Los organismos vivos que se encuentran en un medio oxidante producen constantemente
ERO en mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas y otros sitios de la células debido a
procesos metabolicos como la respiracion o fotosintesis. Estas moléculas altamente
reactivas pueden dafnar las biomoléculas y consecuentemente estructuras celulares

(Tripathy y Oelmuller, 2012).

Las ERO contribuyen al desarrollo de varias enfermedades relacionadas con la edad, y
quizas, al propio proceso de envejecimiento a causa del estrés y daiio oxidativo (Sohal et
al., 2002). Ademas, enfermedades en las cuales han sido implicadas las ERO incluyen
cancer, arterosclerosis, enfermedades neurodegenerativas y diabetes (Hagen et al., 1994;

Chowienczyk et al., 2000; Liu et al., 2003).

3.1) Especies reactivas de oxigeno (ERO) en plantas

La generacion de ERO en plantas es activada por diferentes sefales del ambiente, como alta
iluminacidn, temperaturas bajas y altas, salinidad, sequia, deficiencia de nutrientes y ataque
por patogenos (Tripathy y Oelmuller, 2012). Las plantas y otros organismos han
desarrollado una gran cantidad de antioxidantes, y otras moléculas pequenas para disipar
las ERO y que éstas no causen dafio. El desbalance entre la produccion de ERO y su
destoxificacion mediante reacciones enzimaticas y no enzimaticas produce estrés oxidativo.
Como resultado de la elevada formacion de ERO, se produce dafio foto-oxidativo al DNA,
proteinas y lipidos lo que conduce a la muerte celular (Apel y Hirt, 2004). Las ERO
también actiian como moléculas de sefializacion involucradas en procesos de crecimiento y
desarrollo, respuestas de defensa tales como la respuesta hipersensible, resistencia
sistémica, produccion de hormonas, aclimatacion y muerte celular programada (Apel y

Hirt, 2004).

3.2) Produccion de intermediarios de las especies reactivas de oxigeno (ERO) en

plantas

Orgénulos con una alta actividad de oxidacion metabdlica o con una tasa intensa de flujo

electronico, como los cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas, son las principales fuentes
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de ERO en plantas. Junto con estos organulos, las peroxidasas y las amino-oxidasas
presentes en la pared celular y las NADPH oxidasas localizadas en la membrana plasmatica
producen a menudo ERO, en respuesta a sefales de estrés. El oxigeno producido
continuamente dentro del cloroplasto debido al transporte de electrones durante la
fotosintesis, es simultdneamente removido por reduccion y asimilacion (Tripathy y

Oelmuller, 2012).

La fotorreduccion del oxigeno a radical superoxido, ocurre debido a la reduccion de los
componentes del transporte de electrones asociados con el fotosistema I y a una reaccion
relacionada con el ciclo fotorrespiratorio en el peroxisoma. Cuando la disponibilidad de
CO; esta restringida en el interior de las hojas debido a varios estreses ambientales, la
ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxidasa/oxigenasa cataliza una reaccidon competitiva,
donde el oxigeno predomina sobre el CO, como un sustrato. Esta reaccion de oxigenacion
produce el glicolato, que es transportado a los peroxisomas, lo que resulta en la formacion
de H,O, después de una subsecuente oxidacion por la glicolato oxidasa (Tripathy et al.,

2007).

Las NADPH oxidasas de membrana plasmatica contienen un flavocitocromo multimérico
que forma una cadena transportadora de electrones capaz de reducir el O, a O, . Inhibidores
de estas oxidasas impiden la produccion de ERO (Allan y Fluhr, 1997). Ademas de la
NADPH oxidasa, la peroxidasa de pared celular dependiente de pH, la oxalato oxidasa y las
amino-oxidasas han sido propuestas como enzimas productoras de ERO en el apoplasto

(Xu et al., 2003; Walters, 2003).

La mitocondria es la principal fuente de ERO en mamiferos, mientras que en tejidos
fotosintéticos su contribucion en la sintésis de ERO no es significativa (Purvis, 1997). La
cadena transportadora de electrones mitocondrial puede producir ERO, que transfieren un
electron simple al oxigeno formando O, . La oxidasa alternativa mitocondrial (AOX por sus
siglas en inglés) cataliza la oxidacion de O, dependiente de ERO. La carencia de la
induccion de AOX causa un incremento de estas Ultimas (Maxwell et al., 1999), mientras
que en plantas que sobreexpresan a AOX muestran pequenias lesiones de respuesta
hipersensible en comparaciéon con la linea silvestre en respuesta a infeccion por virus

(Robson y Vanlerberghe, 2002). El tratamiento de células de Arabidopsis con H,O, y su
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acumulacion en tabaco deficiente en la catalasa, conduce a la induccién de defensas

antioxidantes y aumento en los niveles de AOX en la mitocondria (Sweetlove et al., 2008).

3.3) NADPH oxidasas en plantas

Los homologos de oxidasas de explosion respiratoria (RBOHs por sus siglas en inglés)
oxidan el NADPH citosolico y transfieren el electron al O,, generando de este modo
superoxido el cual es subsecuentemente convertido a H,O,. Diez genes RBOH estan
presentes en el genoma de Arabidopsis, y codifican para proteinas localizadas en la
membrana plasmatica, donde el dominio oxidasa apoplastico es el responsable de la
generacion de superoxido en el apoplasto y el extremo N-terminal contiene regiones
reguladoras de unién a calcio y dominios de fosforilacion (Ogasawara et al., 2008; Takeda
et al., 2008). Existe un cruce de sefalizacion entre el calcio y la fosforilacion en el control
de la produccion de ERO en el apoplasto (Kobayashi et al., 2007). Las RBOHs participan
en defensa contra el ataque de patdogenos, mediante la activacion de la respuesta
hipersensible y regulacion de la inmunidad innata en plantas (Torres ef al., 2002; Proels et
al., 2010). También estan involucradas en la formacion de nodulos en Medicago truncatula
(Marino et al., 2011) y en respuestas a estrés abiotico como calor, frio, sequia, salinidad y
alta luz. La sefalizacion por ERO es conducida célula a célula a través de su difusion, a su
vez, también a larga distancia pueden participar en la resistencia sistémica adquirida (Miller
et al., 2009). La NADPH oxidasa RbohC media la produccion de ERO, que regula la
expansion celular polarizada en pelos radiculares y el crecimiento en punta del polen, este

ultimo por las enzimas RbohH y RbohJ (Foreman et al., 2003; Potocky et al., 2007).

3.4) Explosion oxidativa, ERO en interaccion planta/microorganismo

Después del ataque de patogenos, la produccion de ERO incrementa rapidamente para
establecer la resistencia local y sistémica. En el sistema Arabidopsis-Alternaria se describe
el papel dual de las ERO y de la RbohD. Esta tltima activa la muerte en células dafiadas
por infeccion fungica, y simultaneamente inhibe la muerte en las células vecinas mediante

la supresion de los niveles de acido salicilico y etileno (Pogany et al., 2009).
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Un ejemplo comparable, es el hongo necrotrofo, Sclerotinia sclerotiorum, que presenta un
amplio rango de huéspedes, y produce acido oxalico como factor clave de patogenicidad
(induce muerte celular programada tipo apoptosis en la planta huésped). Este tipo de muerte
requiere la generacion de ERO en el huésped, proceso inducido por el acido oxalico
secretado por el hongo. Inicialmente, S. sclerotiorum genera un ambiente reductor en las
células hospederas via el acido oxalico que suprime las respuestas de defensa, incluyendo la
explosion oxidativa y la deposicion de callosa. Una vez que la infeccion se establece, el
hongo induce ERO en la planta lo que conduce a la muerte celular programada del tejido
huésped, que tiene un efecto benéfico para el patégeno (Williams et al., 2011).
Recientemente, en mutantes deficientes en dacido oxalico de S. sclerotiorum (no
patogénicas), se observo un fenotipo de muerte celular restringida en el huésped que
inexplicablemente muestra marcas asociadas con la respuesta hipersensible de la planta (la
deposicion de callosa y una explosion oxidativa pronunciada) lo que indica que la planta lo
reconoce y responde al ataque. Los autores muestran que este tipo de muerte celular
restringida es autofagica y que la inhibicion de esta tltima rescata el fenotipo de la mutante
no patogénica, implicando a la autofagia en una respuesta de defensa en la interaccion
planta/hongo y una nueva funcion asociada con el acido oxalico; llamada, supresion de la
autofagia. Lo anterior indica que no todas las muertes celulares son equivalentes, y aunque
la muerte celular programada ocurre en ambas situaciones, el resultado se basa en el control

de la maquinaria de muerte celular (Kabbage et al., 2013).

3.5) ERO Yy la transduccion de sefiales

Los receptores/sensores de ERO inducen cascadas de sefializacion que conducen a la
expresion diferencial de genes. Las células vegetales sensan las ERO por al menos tres

mecanismos diferentes:

1. Receptores proteicos no identificados.

2. Componentes sensibles al balance redox que incluyen factores de transcripcion,
tales como NPR1 o HSFs.

3. Inhibicién directa de fosfatasas por ERO
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Las ERO son sensadas por receptores desconocidos. La especificidad en las respuestas y las
diversas localizaciones donde las ERO son generadas, sugieren distintos blancos o
mecanismos de percepcion. Se cree que la percepcion de las ERO es transducida por
cambios en el estatus redox de los componentes de la sefalizacion (Tripathy y Oelmuller,

2012).

Para el estudio del sensado apoplastico de las ERO, una herramienta ampliamente utilizada
es el contaminante del aire, el ozono, que genera ERO en el apoplasto. En diferentes
ecotipos de Arabidopsis se ha observado varios grados de sensiblidad al ozono, desde
tolerantes hasta extremadamente sensibles. Mediante un mapeo se identificaron genes
regulados por ozono en poblaciones nativas de Arabidopsis. Las respuestas inducidas por
ozono fueron similares a las mostradas por patdogenos o por patrones moleculares asociados
a patogenos, sugiriendo que el ozono en el apoplasto dispara respuestas de muerte celular
programada tipo hipersensible (Brosché et al., 2010). Recientemente, se identificaron en
Arabidopsis dos miembros de una familia de genes receptores cinasa ricos en cisteina y una
proteina con repeticiones ricas en leucina (LRR-RLK por sus siglas en inglés), los cuales
fueron inducidos transcripcionalmente después del tratamiento con ozono (Gauthier et al.,
2011). También, se ha determinado que una cinasa serina/treonina inducible por la sefial
oxidativa 1 (OXII1 por sus siglas en inglés), juega un papel central en el sensado de ERO
por activacion de las MAPK 3 y 6 a través de Ca®". La expresion de OXI/ y su actividad es
inducida en respuesta a un amplio rango de estimulos generados por H,O,. Dicha proteina
es requerida para la inmunidad de la planta contra Pseudomonas syringae en Arabidopsis, y
para dos procesos mediados por explosion oxidativa: la resistencia basal contra patdégenos
microbianos y el crecimiento de los pelos radiculares (Rentel et al., 2004; Petersen et al.,
2009).

3.6) ERO y autofagia

Bajo condiciones fisioldgicas normales y niveles moderados, las ERO funcionan como
sefiales en varias vias de sefializacion incluyendo la autofagia (Scherz-Shouval y Elazar,
2011). Es conocido que la inanicion induce la produccion de ERO 'y, los niveles

incrementados de éstas provoca la activacion de la autofagia. Mediante el estudio de la
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autofagia inducida por inanicion, por inhibicion de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial (mETC, por sus siglas en inglés), y adicion exégena de H,O,, se delimitd que
el O, se forma selectivamente por inanicion de glucosa. La inanicion de aminoéacidos y
suero estimuld la produccién de O, y H,O, (Chen y Gibson, 2008). Sin embargo, la
autofagia inducida por inhibidores de la mETC junto con el 2-metoxiestradiol (2-ME) -
inhibidor de la superoxido-dismutasa (SOD)- incrementd los niveles de O, y disminuy6 los
de H,O,. La adicion exoégena de H,O, indujo autofagia incrementando los niveles
intracelulares de O, pero no los de H,O, (Chen et al., 2009). Por otra parte, en una linea
celular de raton se observo que la autofagia inducida por H,O; involucra dos mecanismos,

uno dependiente y otro independiente a Beclina-1 (ATG6) (Seo et al., 2011).

3.7) Mecanismos reguladores de la autofagia activada por ERO en mamiferos

Existen varias vias de sefializacion que regulan la autofagia en mamiferos, la clasica que
involucra la inhibicion de TOR (Klionsky, 2005; ver Fig. 5.3 Capt 5, Fronteras en la
Bioquimica del Desarrollo de plantas, 2013). Adicionalmente, se han reportado moléculas
que regulan la autofagia inducida por ERO de forma dependiente o independiente a la

cinasa TOR (Fig. 4) (Gibson, 2013).

La proteina TOR también es un sensor de cambios energéticos a través de la cinasa AMPK
que percibe las fluctuaciones de los niveles de ATP/AMP intracelular (Meijer y Codogno,
2006). Recientemente, se demostréo que la inanicion induce la activacion de AMPK y la
autofagia, mientras que la activacion de Akt/PKB (un componente de la via TOR), la
disminuye. Esta activacion de AMPK es regulada por ERO, el bloqueo en la formacion de
ERO reduce la activacion de AMPK vy la autofagia inducida por inaniciéon (Li et al., 2013).
También se han reportado otras proteinas como reguladoras de la autofagia; por ejemplo
LkB-1 induce la autofagia mediante la activacion de AMPK y la inhibicion de TOR
(Criollo et al., 2010) (Fig. 4). Por otro lado, se ha determinado la sobre expresion de ATG6
bajo estrés oxidativo, lo cual sugiere que las ERO pueden estar involucradas en la
expresion de genes relacionados con autofagia, de tal forma que la expresion de 4A7G6
puede servir como biomarcador de autofagia activa (Chen et al., 2008). Otro componente

importante de la regulacion de la autofagia por ERO es la proteina nuclear asociada a la
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cromatina, caja 1 del grupo de alta movilidad (HMGBI, por sus siglas en inglés), molecula
de senalizacion durante la inflamacion y la diferenciacion celular en mamiferos. Se ha
mostrado que HMGBI se une a ATG6 manteniendo la autofagia bajo condiciones de estrés
oxidativo (Kang et al., 2010). Las ERO pueden regular la autofagia a través del control de
la actividad de la proteasa de cisteina ATG4 (Scherz-Shouval ef al., 2007). Bajo inanicion,
existe un incremento en H,O,, el cual oxida a ATG4 especificamente en un residuo de
cisteina localizado cerca del sitio activo. La inactivacion de ATG4 por su oxidacion

promueve la lipidacion de ATGS y un incremento en la autofagia (Liu y Leonardo, 2007).
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Figura 4. Regulacién de la autofagia por ERO. Después de un estimulo externo que produce especies

reactivas de oxigeno (ERO), TOR es inhibido mediante la inactivacion de Akt o por la activacion de
LKB1/AMPK lo que conduce a la induccion de la autofagia. El complejo de la cinasa PI3K clase III incluye a
ATG6 y es requerido para la generacion de las estructuras autofagosomales. La activacion de p53 por ERO
incrementa la expresion de SESTRINAI/2, lo que estimula la autofagia. HMGBI inhibe a TOR o induce la
autofagia mediante la activacion de ATG6. Las ERO también activan directamente o indirectamente a la
AMPK a través de LKB-1 conduciendo a la inhibicion de TOR y a un incremento en la autofagia. La

rapamicina induce la autofagia mediante la inhibicion de TOR (modificada de Gibson, 2013).
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3.8) Regulacion de la autofagia por ERO en plantas

Las ERO actiian como segundos mensajeros que transmiten las sefales de estrés iniciales,
permitiendo a las células reaccionar y adaptarse a las diferentes condiciones ambientales
(Mittler et al., 2011). En plantas y algas, el cloroplasto es una de las principales fuentes de
ERO. Los aniones superdxido (O,") son generados como productos del transporte
electronico fotosintético y en seguida convertidos a peroxido de higrogeno (H,0O,) en el
interior del cloroplasto a través de reacciones quimicas y enzimaticas. El singulete de
oxigeno ('0,) y los radicales hidroxilo (OH") son también formados durante la fotosintesis
y pueden causar dafio oxidativo. Ademas del cloroplasto, las ERO son producidas en las
mitocondrias, peroxisomas y en la membrana plasmatica por las NADPH oxidasas (Fig. 5)

(Pérez-Pérez et al., 2012 b).

degradacion de

componentes
oxidadot

Figura 5. Diferentes fuentes de ERO controlan la autofagia en plantas y algas. Las ERO se generan por
las enzimas NOX localizadas en la membrana plasmatica y en diferentes organulos: los cloroplastos, la
mitocondria, el peroxisoma y el reticulo endoplasmico. El exceso de ERO induce la autofagia, la cual regula

negativamente la produccion de ERO y remueve componentes celulares danados (modificado de Pérez-Pérez

etal., 2012 D).
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De los diferentes tipos de ERO generadas en el cloroplasto, el H;O, es la molécula mas
estable y se difunde a través de la membrana, en contraste al O, y los radicales OH™, los
que no son liberados de cloroplastos funcionales. El singulete 'O,, es generado
principalmente en el centro de la reaccion del fotosistema II (PSII), y a pesar de su tiempo
de vida corto (alredor de 200 ns), puede participar en eventos de sefalizacion por difusion
hacia el exterior de la membrana del tilacoide (Fischer et al., 2007) o a través de segundos
mensajeros, como la oxidacion del B-ciclocitral (Ramel et al., 2012). De hecho, ademas de
su efecto toxico, el 'O, activa en plantas y algas, diferentes cascadas que conducen a
muerte celular programada, mediante la regulacion de la expresion de genes especificos
(Gadjev et al., 2006). Entre los diferentes tipos de ERO, el H,O, cumple con todos los
requerimientos para funcionar como segundo mensajero: estabilidad, permeabilidad a la
membrana, reactividad que provee especificidad para la oxidacion de los grupos tioles y
produccion enzimatica y degradacion. Las caracteristicas antes mencionadas, le
proporcionan al H,O, especificidad en tiempo y espacio donde se requiere una sefializacion
(Forman et al., 2010). El H,0O, regula procesos como la division celular, la diferenciacion,
el crecimiento, la apoptosis, el desarrollo vegetal y la adaptacion a estreses bioticos y
abioticos (Foyer y Noctor, 2009). Estudios recientes en organismos fotosintéticos describen
la activacion de la autofagia en respuesta a varios estimulos que incrementan la generacion
de ERO, independientemente del origen y localizacion de la produccion de las ERO en la

célula (Pérez-Pérez et al., 2010, 2012 a).

En Arabidopsis se ha observado que el tratamiento con H,O, resulta en un severo estrés
oxidativo que conduce a la induccion de la autofagia. Bajo estas condiciones, se produce
oxidacion de proteinas irreversible, como la carbonilacion, formacion de acido sulfonico, o
nitracion de tirosina. Ademas, plantas mutantes en genes relacionados con autofagia como
atg? 'y atg5, fueron hipersensibles al H,0,, y acumularon proteinas carboniladas,
demostrando que este proceso degradativo es necesario para la adaptacion celular al estrés

oxidativo (Xiong et al., 2007).

La actividad de las NADPH oxidasas (NOX), ha sido implicada en la regulacion de la
autofagia en plantas. La inhibicion de NOX con yoduro de difenileno (DPI, por sus siglas

en inglés) reveld que la induccion de la autofagia por limitacion nutricional o por estrés
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salino requiere de su activacion. Por lo tanto, las ERO generadas por NOX parecen ser
necesarias para la activacion de la autofagia en respuesta a estrés nutricional y salino,
enfatizando un posible papel de las ERO en el control de la autofagia en plantas. No
obstante, en estrés osmotico, el cual también dispara autofagia en plantas, no parece estar
mediado por NOX. Este hallazgo indica que la autofagia estd regulada diferencialmente
bajo inanicidn, estrés salino y osmotico; mientras que la inducida por inanicidon y estrés
salino es regulada por una via dependiente a NOX que involucra ERO, la induccion de este
proceso por estrés osmotico esta regulada por una via independiente a NOX (Liu et al.,

2009).

La infeccion por patogenos es un potente inductor de la autofagia en células vegetales.
Después de la infeccion, las ERO son generadas en la membrana plasmatica por NOX,
participando en la activacion de la autofagia durante el estadio inicial de la infeccion (Liu et

al., 2005).

El estrés en el reticulo endoplasmico (ER) por la acumulacion de proteinas mal plegadas,
también es una fuerte sefal de estrés que induce la autofagia y, se ha establecido que la
generacion de ERO y el estrés en el reticulo se encuentran asociados. En respuesta al estrés
en el reticulo, las células pueden iniciar un proceso autofagico para remover proteinas mal
plegadas y moléculas dafiinas como ERO, lo que contribuye a mejorar la supervivencia

celular (Malhotra y Kaufman, 2007).

3.9) Via TOR-ATGI en plantas

Las vias de sefalizacion de los complejos de ATG1/ATG13, TOR y SnRK1 (AMPK de
plantas) se encuentran conservadas en Arabidopsis. Aunque se desconocen las sefiales rio
arriba de la funciéon de ATG1/ATG13, a las proteinas TOR y SnRK1 se les ha otorgado un
papel central en el sensado energético y nutricional de organismos fotosintéticos (Robaglia
et al., 2012). La disminucién en la funcion de TOR en Arabidopsis por reduccion en los
niveles del transcrito o por tratamiento con rapamicina en Chlamydomonas resulté en un
aumento en la actividad autofigica similar a la observada en células en inanicion de
nutrientes (Liu y Bassham, 2010; Pérez-Pérez et al., 2010). El papel de TOR en el control

de la autofagia en organismos fotosintéticos implica un mecanismo conservado
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evolutivamente entre eucariontes. Sin embargo, en organismos fotosintéticos se desconoce
si TOR puede percibir directamente las sefales redox para regular la autofagia. No
obstante, en base al papel de TOR en la regulacion de la autofagia, y las evidencias de un
cruce de sefiales entre la via redox y TOR en otros sistemas, se ha especulado que en
algunas condiciones de estrés, las ERO inactivan a TOR, lo que activaria a ATGI, con la
consecuente induccion de la autofagia en plantas y algas (Pérez-Pérez et al., 2012 b) (Fig.

6).
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Figura 6. Modelo propuesto de la regulacion de la autofagia por ERO en plantas y algas. Los niveles
intracelulares de ERO son modulados por diferentes sefiales, que incluyen el estrés por luz alta, la limitacion
nutricional, el estrés en el reticulo endoplasmico y la infeccion por patogenos. Las ERO en ultima instancia
conducen a la activaciéon de ATGI y al aumento de la induccion de la autofagia ya sea mediante la
inactivacion de TOR o por un mecanismo independiente a TOR, mostrado con una X. Esta ultima via
desconocida, podria controlar la autofagia a través de la regulacion de ATG1, como se ha reportado en células
de mamifero para AMPK (SnRKI1 en plantas), o por un mecanismo diferente como se describe para la
proteasa ATG4. DPI, yoduro de difenileno; Rap, rapamicina; MV, metil violageno (modificado de Pérez-
Pérez et al., 2012 b).
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4) Linea celular NT-1 como modelo de estudio

En 1985, se establecio la linea celular NT-1 a partir de la linea BY-2 de tabaco (Nicotiana
tabacum) (An, 1985; Robledo-Paz et al., 2006). La linea celular NT-1 es genéticamente
igual a la BY-2 (Nicotiana tabacum) es decir, es un hibrido interespecifico de dos especies
de tabaco -Nicotiana sylvestris x Nicotiana tomentosiformis-. Las células de tabaco BY-2,
asi como las NT-1 presentan caracteristicas Unicas: crecimiento rapido y alta homogeneidad
(Nagata, 2004). Los cultivos NT-1 son heterogéneos con una poblacion de mayor numero
de agregados celulares que los BY-2, ambos estan formados por células redondas y
alargadas (Alvarez et al., 1994; Nagata y Kumagai, 1999). El medio para el crecimiento de
las células NT-1, esta compuesto por sales Murashige y Skoog (MS) suplementado con 0.2
g/l KH,PO,4 y una mezcla de vitaminas (5 mg/l de tiamina y 0.5g/1 de mioinositol), ademas
de 3% de sacarosa y 0.2 mg/l de 2,4-D (Nagata y Hasezawa, 1992). Los cultivos crecen a
temperatura constante (25°C) y agitacion continua (120 rpm), alcanzando la fase
estacionaria a los 7-8 dias, con una densidad de 15 x 10° células/ml o un volumen de
paquete celular (VPC) del 40% (Alvarez et al., 1994). El VPC es un parametro variable
debido a que su evaluacion se obtiene a partir de la interpolaciéon en la graduacion del tubo
y del volumen de las células que a su vez depende de su contenido de agua y de los
cambios en el tamafio celular durante el desarrollo del cultivo. Mientras que el peso seco es
una variable que determina la biomasa total de un cultivo en suspension, la cual esta

relacionada con la tasa de produccion y consumo de nutrientes (Alvarez et al., 1994).

Las cinéticas de crecimiento de las lineas celulares BY-2 y NT-1 presentan las tres fases
caracteristicas de células vegetales en suspension: lag o de adaptacion al medio, log o de
crecimiento exponencial y estacionaria en la que se presenta un agotamiento de nutrientes.
En cada una de las diferentes fases de crecimiento se observan formas variadas de las
células: redondas formando racimos en la fase log y alargadas (3 a 5 veces mas largas en
uno de sus ejes) que forman cadenas en las fases lag y estacionaria; ademds una gran
variedad de genes se expresan diferencialmente en cada una de estas fases (Nagata ef al.,
2004). La clasificacion de dichos genes se realizo por microarreglos a partir de cDNAs de

las fases lag, log y estacionaria. Durante la fase estacionaria se encontraron proteinas
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cinasas transmembranales y factores de transcripcion, ademas, receptores de tipo no cinasa,
canales idnicos y transportadores, lo cual sugiere que durante esta fase se activa el
transporte de nutrientes (Matsuoka et al., 2004). Esto también sugiere que en dicha fase, las
células BY-2 presentan la capacidad de responder a sefiales extracelulares como la adicion
de fitohormonas y, en nuestro modelo de estudio, la adicion de mitdogenos como la insulina.
Los cultivos en suspension se han utilizado en una gran cantidad de disciplinas por su
disponibilidad celular, la facilidad de manipulaciéon y el bajo costo de mantenimiento. El
cultivo de células vegetales es un sistema simple para el aislamiento y purificacion de
proteinas libres. Ademas la transformacion mediada por A. tumefaciens se realiza
rutinariamente en una gran cantidad de laboratorios, a partir de callos que dardn origen a
cultivos en suspension transgénicos (van der Fits ef al., 2000). Por otra parte, debido a la
facilidad de los analisis microscopicos de las células de tabaco, éstas se han convertido en
sistemas Tttiles para la localizacion subcelular de proteinas a través del marcaje con la
proteina verde fluorescente (GFP) (Kost ef al., 1998; Granger y Cyr, 2000; Boruc et al.,
2010).

Diversas investigaciones acerca del ciclo celular se realizan en cultivos en suspension de
tabaco por su comportamiento comparable a la division continua de los meristemos en
plantas (Nagata y Kumagai, 1999; Geelen e Inze, 2001). No obstante, se ha cuestionado si
los estudios relacionados con el metabolismo, pueden ser validos en procesos diferentes a la
division celular y ser comparables a lo que ocurre in situ en plantas (Nagata y Kumagai,
1999). En los ultimos afios se han empleado los cultivos de células en suspension como
modelo de investigacion para elucidar procesos especificos de plantas completas. Asi,
fueron determinadas alteraciones similares en la organizacion y elongacion en células BY-2
y en embriones de Arabidopsis de lineas transgénicas con antisentido del receptor de auxina
ABPI1 (Chen et al., 2001). Se ha reportado que una mutacion de tap 46 (subunidad
reguladora de una fosfatasa A2) afectd el crecimiento en Arabidopsis y la formacion de
puentes de cromatina durante la anafase, al igual que en las células BY-2 (Ahn et al., 2011).
Ganguly y colaboradores (2010), observaron una localizacion similar del transportador de

eflujo PIN8 en la membrana plasmatica en células BY-2 y en raices de Arabidopsis. Lo
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antes mencionado muestra que los cultivos de células en suspension representan una

herramienta util en la investigacion del desarrollo vegetal.

En el estudio de la autofagia, los cultivos celulares de tabaco han sido ampliamente
utilizados debido a que en condiciones limitantes de nutrientes, como sacarosa y nitrégeno
inducen la autofagia de forma marcada (Moriyasu y Oshumi, 1996; Guiboileau et al.,
2012). Ademas, en estas células, se ha observado que fracciones del citoplasma son
envueltas por estructuras de doble membrana (autofagosomas) y posteriormente degradadas
en la vacuola central. Los autofagosomas presentan estructuras de gran tamaio, facilmente
visibles por varios tipos de microscopia desde la Optica, de fluorescencia, confocal, hasta
electronica de transmision (Takatsuka et al., 2004; Contento et al., 2005; Wang et al.,
2013).

Las auxinas participan activamente en el crecimiento de cultivos celulares de tabaco
regulando los procesos de division celular a concentraciones de alrededor de 1 uM, y
cuando se eliminan del medio inducen la elongacion celular y la acumulacion de granulos
de almidon (Sakai et al., 1999; Nagata et al., 2004). A la fecha, no existe informacion
acerca del efecto que tiene el retirar las auxinas sobre el proceso de autofagia. Por otra
parte, en nuestro grupo de trabajo se ha determinado en cultivos de células de tabaco NT-1,
que la insulina estimula el crecimiento a través de la proliferacion celular. Ademas, debido
a que en estos cultivos las auxinas también regulan la proliferacion celular, se evalud si la
insulina era capaz de favorecer la division celular en carencia de auxinas, encontrando que
para que la insulina tenga efecto sobre el crecimiento se requiere la presencia de las auxinas
en el medio. Sin embargo, en estos cultivos sin auxinas y en presencia de insulina se

observo la formacion de estructuras similares a autofagosomas (Fierros-Romero, 2012).
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IT) JUSTIFICACION

Debido a que la autofagia es un proceso inducido para el mantenimiento de la homeostasis
celular en condiciones de estrés y a observaciones que en cultivos celulares NT-1 en
ausencia de auxinas y presencia de insulina se indujo la formacidn de estructuras similares
a autofagosomas, es importante determinar si dichas estructuras son autofagosomas y

dilucidar el mecanismo que induce la autofagia en dichas condiciones.

I1I) HIPOTESIS

La insulina y la carencia de auxinas estimulan la autofagia en cultivos de células de tabaco

NT-1.

IV) OBJETIVOS

4.1) Objetivo general

Analizar la participacion de la insulina y la carencia de auxinas sobre la autofagia en
cultivos de tabaco NT-1.

4.2) Objetivos especificos

1.- Determinar en cultivos NT-1 sin sacarosa, en presencia de insulina y carencia de

auxinas la induccion de la autofagia.
2.- Analizar la produccion de H,O, en los cultivos con distintos tratamientos.

3.- Analizar la expresion de los genes relacionados con autofagia: PI3K, ATG6, ATG2,
ATGY, ATGS, ATG3 y ATGSf en los cultivos suplementados con insulina y en carencia de

auxinas.

4.- Determinar el efecto de los inhibidores de las cinasas TOR y PI3K sobre el proceso de

autofagia en cultivos suplementados con insulina.
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V) ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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VI) MATERIALES Y METODOS
6.1) Mantenimiento del cultivo celular NT-1

Los cultivos de células de tabaco NT-1 en suspension se mantuvieron por subcultivos
semanales, incubacion en oscuridad a 25°C y agitacion a 150 rpm. Se inoculan 3.5 ml de
células -de un cultivo previo en fase estacionaria (dia siete)- a 50 ml de medio Murashige
and Skoog (MS) 1X (4.3g/l de sales MS), 30 g/l de sacarosa, 0.2 g/l de KH2PO4, 0.9 uM
de 2,4-D, 100 mg/l de mio-inositol y 1 mg/l de tiamina. En condiciones asépticas, se filtra
el total del cultivo de células en suspension en fase estacionaria y se lava con 1 L de medio
MS 1X (sin vitaminas ni auxinas). El paquete celular se resuspende en 50 ml de medio MS
1X y a partir de dicho cultivo se toman alicuotas para inocular los diferentes tratamientos.
Las cinéticas de crecimiento se realizan, adicionando 3.5 ml del in6culo antes mencionado
a 50 ml de medio MS 1X (suplementado con 1.23 nM de insulina con auxinas; sin auxinas
y sin auxinas + insulina). Los cultivos se incuban y se toman alicuotas de 3 ml cada 48 h.
Adicionalmente, se prepara medio sin sacarosa para los experimentos de inanicioén de la
fuente de carbono. El pH de todos los medios de cultivo fue ajustado a 5.8 con KOH 1 M

antes de la esterilizacion.
6.2) Determinacion del volumen de paquete celular (VPC)

Las muestras de 3 ml tomadas durante las cinéticas de crecimiento se centrifugan a 3500
rpm durante 5 minutos en una centrifuga Hermle Z400k con un rotor de columpio Hermle
221.08 VO1. El volumen del paquete celular se determina de acuerdo a la graduacion del

tubo (VPC en pl/3 ml).
6.2.1) Determinacion del peso seco

Las alicuotas del cultivo a las que se les determino previamente el VPC, se filtran al vacio a
través de un papel filtro Whatman® a peso constante, se secan en una estufa a 80° C por 24
h y se registra el peso. Por diferencia de pesos entre el papel y papel con muestra filtrada se

obtiene el peso seco expresado en mg/3 ml (Dixon, 1985).
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6.3) Determinacion de la muerte celular

La muerte de las células de tabaco NT-1 fue evaluada mediante tincion con una solucion al
0.5% de DFA (Diacetato de fluoresceina) disuelto en acetona, y almacenada a -20° C. Se
agrega 5 pl de la solucion en una relacion 1:10 y se incuba 1 min (5 pl de solucion: 45 pl de
células). Las células viables se tifien de color verde por la reaccion de las esterasas con los
grupos acetato del DFA (Smith et al., 1982), mientras que las muertas permanecen sin
cambios en presencia del colorante. Las preparaciones se observan en un microscopio de
epifluorescencia Nikon® OPTIPHOT-2 modelo HD 10101AP, con lampara de mercurio y
filtros de luz UV para la proteina verde fluorescente (GFP) acoplado a una cdmara

fotografica Nikon Coolpix S 10.

El porcentaje de muerte celular se determiné de la siguiente manera:

Muerte celular (%) = no. de células muertas / no. de células totales (100)
6.4) Tratamientos de cultivos NT-1 en carencia de sacarosa y de auxinas

La condicion de inanicidn se indujo en células de tabaco NT-1 de un subcultivo de 5 ml de
células de cuatro dias de edad -que corresponde a la fase logaritmica en una cinética de
crecimiento-, dichas células se lavaron tres veces con medio MS 1X sin vitaminas y
auxinas para las muestras control o con el medio mencionado pero carente de sacarosa para
los tratamientos en inanicion. Después del tercer lavado, las células se inoculan en el medio
apropiado y se dejan crecer por 72 h en las condiciones descritas anteriormente, se analiza
el porcentaje de células en autofagia y la actividad autofagica relativa cada 24 h, tomando

el dia del lavado como t=0.
6.5) Tincion con MDC

La tincion se realizd de acuerdo al protocolo establecido por Contento y colaboradores
(2005). 1 ml de células de tabaco de los distintos tratamientos, se tifien con monodansil
cadaverina (MDC, Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 50 M, posteriormente se
incuban por 10 min en frio y oscuridad, seguido de dos lavados con un buffer de fosfatos
salinos (PBS 1X) para remover el exceso del colorante. Las observaciones de las células, se

realiza en un microscopio de epifluorescencia Nikon™ OPTIPHOT-2 modelo HD 10101AP,
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con lampara de mercurio y filtros de luz UV para detectar longitudes de onda entre los 490

y 580 nm acoplado a una camara fotografica Nikon Coolpix S 10.

6.5.1) Determinacion del porcentaje de células en autofagia

Inmediatamente después del lavado del paquete celular, se tomaron muestras de 5 ml y se
crecen en tubos falcon de 50 ml. A partir de ese momento se tomaron alicuotas de 1 ml a
las que se adiciona 2 pl del inhibidor de proteasa de cisteina, E-64c (Invitrogen), a una
concentracion de 5 mM. Posteriormente, se procedido a la tincion con MDC. En las
muestras, la concentracion final para E-64c fue 10 uM y de MDC 50 pM. A los 4 ml
restantes se adiciond 8 pl de E-64c y se almacenaron en las condiciones de crecimiento
descritas anteriormente. Posterior a esto, se hicieron observaciones al microscopio de
epfifluorescencia, determinando el porcentaje de células en autofagia como el nimero de

células tenidas entre el total de células analizadas por 100.

6.5.2) Determinacion de la actividad autofagica relativa

De las células tefiidas con MDC se tomaron fotografias en luz UV y visible, posteriormente
se procedid a contar el numero de autofagomas en al menos 20 células y se obtuvo un
promedio para determinar el nimero de autofagosomas por célula. Estos ultimos datos
correponden a la actividad autofagica relativa normalizada respecto al control. El valor del
control fue igual a 1 y sobre este valor, se calculd el nimero de veces que es mayor o

menor el nimero de autofagosomas.

6.6) Cuantificacion del perdoxido de hidrogeno

La cuantificacion se realizd de acuerdo a la reaccion de guaiacol-peroxidasa reportado por
Thordal-Christensen y col. (1997). La cual consiste en hacer reaccionar a la peroxidasa con
el guaiacol en presencia de H,0O,. El producto de la reaccion forma el tetra-guaiacol,

compuesto que se cuantifico midiendo la absorbancia a 450 nm en un espectrofétometro.
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6.7) Extraccion del RNA

Se molieron 500 mg de células NT-1 con nitrégeno liquido, el polvo se transfirié a un tubo
estéril y se agregd 1 ml de Trizol (Invitrogen). Se homogeniz6 e incubo por 5 min a
temperatura ambiente. Se agregaron 0.2 ml de cloroformo, se agit6é vigorosamente por 15 s
y se incub6 a temperatura ambiente por 3 min. Se centrifugd a 12000 rpm por 15 min a 4°
C. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo Eppendorf estéril y se agreg6 0.5 ml de
isopropanol, se mezclo e incubo a temperatura ambiente por 10 min y se centrifugd a 12000
rpm por 10 min a 4°C. El sobrenadante se elimino, se lavo la pastilla con 1 ml de etanol al
70% y se centrifugd a 7500 rpm por 5 min. El sobrenadante se eliminé y la pastilla se dejo
secar en campana de flujo laminar por 15 min, en seguida se resuspendi6 en 50 pl de agua
grado biologia molecular a 60°C por 10 min. Se agregaron 0.5 pl de inhibidor de RNasa y
se almacend a -20°C. La integridad del RNA se determiné en un gel de agarosa al 1% con 1
ul de gelred Biotium®™ 10000 X, tomando 1 pl de la muestra que se mezclé con 4 pl de
buffer de carga. La electroforesis se realizdé con TAE 1X (2.42 g Tris base, 0.571 ml acido
acético glacial en 300 ml de agua tridestilada a pH 8.5, 0.372 g de EDTA 2H,0 aforado a
500 ml) a 90 volts. Después de la corrida, el gel se observo en un transiluminador con luz
UV. La cuantificacion del RNA se realizé mezclando 1 pl de muestra con 999 pul de agua
tridestilada, y la absorbancia (Abs) de la muestra se leyo a una longitud de onda de 260 nm,
usando como blanco agua tridestilada. Para determinar la concentracion se utilizd la

siguiente formula: pg RNA/ml = (Abs 260 nm) (40) (1/1000).
6.7.1) Reacciones de RT-PCR

Se utilizé el Kit SuperScript III"™ One-Step RT-PCR System with Platinum® fag DNA
polymerase, en base a las especificaciones establecidas por la casa comercial Invitrogen ™.
Las reacciones se llevaron a un volumen total de 12.5 pl adicionando los siguientes
componentes en un tubo Eppendorf estéril de 0.2 ml para PCR: 6.25 pl de buffer de
reaccion 2X, 0.5 ul del RNA (320 ng), 0.5 pl de oligonucleodtidos sentido, 0.5 pl del
antisentido a una concentracion final de 5 pM, 0.25 pl de SuperScript III"™ RT/Platinum®
tag Mix, 4.5 ul de agua, para llevar a un volumen total de 12.5 pl. Los tubos se colocaron
en un termociclador Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400 con las condiciones de

amplificacion optimizadas para la amplificacion de cada gen.
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6.8) Condiciones de amplificacion

Las condiciones de amplificacion para todos los genes relacionados con autofagia (A47Gs)
fueron las mismas y se describen a continuacion: 30 min a 55°C, 94°C por 5 min y 30
ciclos de 20 seg a 94°C, 30 seg a 60°C y 30 seg a 68°C. Mientras que para ACTINA usada
como control de carga se emplearon las siguientes condiciones: 30 min a 50°C, 5 min a 94°

Cy30ciclos de 15 sega 94°C, 1 min a 55°C y 45 seg a 68°C.

Todos los oligonucleotidos fueron especificos de las secuencias de tabaco. La amplificacion
de los cDNAs de PI3K, ATG6 y ATGSf se realizd con las secuencias reportadas por Wang
y colaboradores (2013), para la ACTINA se emplearon las secuencias reportados por Pefia-
Correa (2010) y para ATG2, ATG3, ATGS, ATG7 y ATGY se diseniaron en base a los cDNA
reportados en el NCBI. En la siguiente tabla se enlistan las secuencias de los

oligonucledtidos utilizados en el presente estudio:

Gen Organismo Acceso Oligo Fw Oligo Rv Tamaiio de
NCBI amplificacién
PI3K N. tabacum AY701317 5"-TTAGCAACTGGGCACGATGA-3’ 5"-CGGTGGAAAGGGCTTAGGAT-3’ 309 pb
ATG2 N. tabacum JX175262 5"-ACTGACACTCTCTGGAATGC-3" 5-GAAGATGAACCGGCCAGATA-3" 476 pb
ATG3 N. benthamiana AY701318 5-TGGGAGAGTACGAGGAAACT-3’ 5'-GGATCAAAGTCCATGGTGTAGT-3’ 454 pb
ATGS N. benthamiana JX175258 5-ATGAATATGTCCCAACCTGACC-3’ 5"-TCAACATCTCTCCACTTTGTCC-3" 496 pb
ATG6 N. benthamiana AY701316 | 5-CCTTCTTCTTCATACAATGGCTCA-3’ 5-AGACGGTTGCAGAAAGTGGC-3" 425 pb
ATG7 N. benthamiana AY701319 5-TCCTCTACGCCAGTCTCTTTAT-3" 5-CCCAATCTCTGTGACCCATTT-3" 456 pb
ATGSf N. tabacum JX175260 5-ATGGCAAAGAGTTCATTCAAGCAAG-3" 5-TTACACCAAGTTGAGGTCGCCAAAT-3" 369 pb
ATGY N. benthamiana JX175259 5-CGCTAGTGGCCTTAACATATTC-3" 5-GAGTCCATTCCATCCAACATAC-3’ 334 pb
ACTINA N. tabacum X63603 5’-CCTCTTAACCCGAAGGCTAA-3" 5'-GAAGGTTGGAAAAGGACTTC-3’ 469 pb

6.9) Analisis de datos

Se utiliz6 el programa STATISTICA ver 8.0 para analizar los resultados de los
experimentos presentados mediante un analisis de varianza ANOVA de una via tomando en
cuenta el error estandar y realizando una prueba de Tukey. Los asteriscos indican diferencia

estadistica de los tratamientos con respecto al control (P< 0.05).
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VII) RESULTADOS
7.1) Crecimiento de los cultivos NT-1 en presencia de insulina y carencia de sacarosa

Se evaluo el efecto de la insulina sobre el crecimiento de cultivos de células de tabaco NT-1
en condiciones de inanicion de sacarosa, debido a que previamente ha sido reportado que la
adicion de insulina favorece el crecimiento de dichos cultivos en presencia de la fuente de
carbono (Fierro-Romero, 2012). Ademas, se ha mostrado que retirar la sacarosa disminuye
el crecimiento y aumenta la degradacion de proteinas (Rose et al., 2006), por lo que fue de
interés determinar el efecto de la insulina sobre la estimulacion del crecimiento en
condiciones de inanicion. En la figura 7A y 7B, se puede observar que la insulina estimula
el crecimiento evaluado por volumen de paquete celular y por peso seco, en tanto que la

carencia de sacarosa lo inhibe.
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Figura 7. Efecto de la insulina sobre el crecimiento de los cultivos celulares de tabaco NT-1 en carencia
de sacarosa. Los cultivos NT-1 en fase estacionaria (7 d) fueron lavados y las células se inocularon en cada
uno de los tratamientos. A) Volumen de paquete celular en cultivos suplementados con 1.23 nM de insulina y
sin sacarosa y B) Peso seco en cultivos sin sacarosa y suplementados con 1.23 nM de insulina. ANOVA

Tukey P<0.05 * diferencia significativa respecto al control; n=4 STATISTICA ver. 8.0.
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7.1.1) Autofagia en cultivos de células NT-1 en presencia de insulina y carencia de

sacarosa

En la literatura se ha reportado ampliamente que retirar la fuente de carbono del medio de
cultivo induce la autofagia. (Takatsuka, et al., 2004; Contento et al., 2005), de ahi que para
establecer los parametros de evaluacion de dicho proceso, en el presente estudio se
realizaron experimentos en cultivos de células de tabaco NT-1 en carencia de sacarosa y
presencia de insulina. En la figura 8A se observa que la ausencia de sacarosa aumenta la
autofagia de forma significativa a partir de las 24 h, llegando a un maximo a las 48 h,
mientras que la actividad autofagica relativa (Fig. 8B) aumento a las 48 h, manteniéndose
hasta las 72 h, lo que indica que la inanicion de sacarosa produce una autofagia fuertemente
activada. Inesperadamente en el tratamiento control, la insulina favorecio la autofagia (Fig.
8A y 8B) a partir de las 24 h, hecho contrario a lo reportado en mamiferos donde dicha
hormona al activar la via TOR, inhibe la autofagia (Klionsky, 2005). Para explicar este
efecto y debido a que en Arabidopsis, y en Chlamydomonas reinhardtii, se ha observado
que la produccion de especies reactivas de oxigeno induce la autofagia al inhibir a la cinasa
TOR o, de manera independiente de esta ultima por la activacion directa de componentes
rio abajo a TOR, como el complejo de cinasas ATG1/ATG13 o ATG4, se sugiere que esta
induccion por insulina podria deberse a un aumento en la produccion de ERO (Xiong et al.,

2007; Pérez-Pérez et al., 2012a).
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Figura 8. Autofagia en cultivos celulares de tabaco NT-1 suplementados con insulina y en carencia de

sacarosa. Los cultivos NT-1 fueron lavados después de 4 dias de crecimiento y las células se inocularon en

cada uno de los tratamientos. A) Porcentaje de células en autofagia en cultivos sin sacarosa y suplementados

con 1.23 nM de insulina; B) actividad autofigica relativa normalizada al control. Cuantificaciéon de los

autofagosomas de 20 células tefiidas con MDC en los distintos tratamientos probados; C-J) fotos

representativas de los diferentes tratamientos a las 48 h. C) Control campo claro; D) Control luz UV; E)

Insulina campo claro; F) Insulina luz UV; G) Sin sacarosa campo claro; H) Sin sacarosa luz UV; I) Sin

sacarosa + insulina campo claro; J) Sin sacarosa + insulina luz UV. Las flechas indican la presencia de

autofagosomas. ANOVA Tukey P< 0.05 * diferencia significativa respecto al control; n=4 STATISTICA ver.

8.0.
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7.1.2) Muerte celular de los cultivos de células NT-1 en presencia de insulina y

carencia de sacarosa

Debido a los resultados obtenidos sobre el crecimiento en los tratamientos sin sacarosa, se
evalu6 la muerte celular para determinar si dicha condicién podria haber afectado el
crecimiento por una disminucion en la viabilidad celular. En la figura 9, se observa que en
los tratamientos sin sacarosa, la insulina no presentd ningun efecto sobre la muerte celular.
Sin embargo, el retirar la sacarosa del medio, ocasion6 un aumento en la muerte celular de

un 25% respecto al control.
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Figura 9. Muerte celular de los cultivos celulares de tabaco NT-1 suplementados con insulina y carencia
de sacarosa. Los cultivos NT-1 en fase estacionaria (7 d) fueron lavados y las células se inocularon en cada
uno de los tratamientos. ANOVA Tukey P< 0.05 * diferencia significativa respecto al control; n=4

STATISTICA ver. 8.0.

7.2) Crecimiento de los cultivos NT-1 en presencia insulina y carencia de auxinas

Como se ha reportado previamente la insulina favorece el crecimiento de cultivos celulares
de tabaco NT-1 estimulando la division celular (Fierros-Romero, 2012). En cultivos en
suspension de tabaco se ha determinado que las auxinas a concentraciones menores a 1 uM

promueven la elongacion celular, mientras que a concentraciones mayores a 1 uM activan
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la division celular (Nagata et al., 2004); en este estudio, se evalud si la insulina podia
sustituir el efecto de las auxinas sobre el crecimiento de cultivos de células de tabaco NT-1.
En la figura 10A y 10B, se puede observar en los cultivos sin auxinas una disminucioén en
el crecimiento respecto al control, el cual no fue recuperado por la insulina. Sin embargo,
en estudios previos (Fierros-Romero, 2012) y por analisis de las células al microscopio en
los tratamientos sin auxinas o sin auxinas y suplementados con insulina, se observo la
formacion de estructuras similares a autofagosomas, por lo que en los siguientes

experimentos se procedio a evaluar si en estas condiciones se podria inducir la autofagia.
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Figura 10. Efecto de la insulina sobre el crecimiento de los cultivos celulares de tabaco NT-1 en
carencia de auxinas. Los cultivos NT-1 en fase estacionaria (7 d) fueron lavados y las células se inocularon
en cada uno de los tratamientos. A) VPC en cultivos sin auxinas; B) peso seco en cultivos en carencia de

auxinas. ANOVA Tukey P< 0.05 * diferencia significativa respecto al control; n=4 STATISTICA ver. 8.0.

7.2.1) Autofagia en cultivos de células NT-1 en presencia de insulina y carencia de

auxinas

El proceso de autofagia se analizé en condiciones limitantes de auxinas, ya que en estudios
preliminares en cultivos sin auxinas y en presencia de insulina se report6 la formacion de
estructuras similares a autofagosomas (Fierros-Romero, 2012). En la figura 11A, en
cultivos sin auxinas y suplementados con insulina, se observd que el porcentaje de células

en autofagia aument6 conforme transcurre el tiempo, mientras que la actividad autofagica

41



UMSNH

11QB

relativa (Fig. 11B) se increment6 alcanzando un maximo a las 24 h, donde se mantuvo
hasta las 72 h (fotos representativas Fig. 11G-J). Los resultados antes mencionados podrian
sugerir que la carencia de auxinas induce la autofagia posiblemente a través de la
produccion de ERO esto por el cambio de coloracion observado en las células de crema a
café. Respecto a la actividad autofagica relativa, se ha reportado que dicho parametro llega
a un punto maximo antes de la muerte celular. Ademas, en tabaco y Arabidopsis existen
reportes en que la muerte celular programada (PCD) por una respuesta hipersensible (HR)
altera los flujos i6nicos, la producciéon ERO y de 6xido nitrico para activar respuestas de
defensa ante un estrés (McDowell y Dangl, 2000; Liu et al., 2005). Cabe mencionar que la

insulina en estos cultivos sin auxinas no mostré efecto aditivo sobre la autofagia.

Con base a los resultados antes mostrados, la hipotesis es que la produccion de ERO podria
ser la causa de la induccion de la autofagia, la cual se determinard con los experimentos

posteriores.
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Figura 11. Autofagia en cultivos celulares de tabaco NT-1 suplementados con insulina y carencia de
auxinas. Los cultivos NT-1 fueron lavados después de 4 dias de crecimiento y las células se inocularon en
cada uno de los tratamientos. A) Porcentaje de células en autofagia en cultivos sin auxinas y suplementados
con 1.23 nM de insulina; B) actividad autofégica relativa normalizada al control. Cuantificacion de los
autofagosomas teflidos con MDC en los tratamientos probados a un mismo tiempo, alrededor de 20 células
fueron tomadas por cada tratamiento para contabilizar los autofagosomas; C-J) fotos representativas para cada
tratamiento a las 48 h. C) Control campo claro; D) Control luz UV; E) Insulina campo claro; F) Insulina luz
UV; G) Sin auxinas campo claro; H) Sin auxinas luz UV; I) Sin auxinas + insulina campo claro; J) Sin
auxinas + insulina luz UV. Las flechas indican la presencia de autofagosomas. ANOVA Tukey P< 0.05 *

diferencia significativa respecto al control; n=4 STATISTICA ver. 8.0.
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7.2.2) Produccion de H,O, en cultivos NT-1 en presencia de insulina y carencia de

auxinas

Para determinar si la insulina o la ausencia de las auxinas favorecen la autofagia por un
incremento en la produccion de ERO, se cuantifico la produccion intracelular de H,O,
mediante la reaccion de guaiacol-peroxidasa, en donde la enzima reacciona con el guaiacol
en presencia de H,O, formando un compuesto que puede ser medido por absorbencia a una
longitud de onda de 450 nm en un espectrofotometro (Thordal-Christensen et al., 1997).
Los resultados obtenidos indican que la insulina estimul6 la produccion de H,O, de forma
significativa a partir de las 48 hasta las 72 h respecto al control (autofagia basal) (Fig. 12).
Los resultados anteriores correlacionan con la induccion de la autofagia, en donde al inicio
se presentd una autofagia basal que se increment6 gradualmente desde las 48 hasta las 72 h,
sugiriendo que la insulina activaria la autofagia a través de la produccion de ERO, las

cuales a su vez inhibirian a la cinasa TOR (Pérez-Pérez et al., 2012a).

Por otra parte, la carencia de auxinas en el medio estimuld los niveles de H,O, desde las 24
hasta las 72 h respecto al control (Fig. 12). La insulina en los cultivos sin auxinas mostré un
aumento en el H,O, similar al tratamiento donde solo se eliminan las auxinas, no
observandose ningun efecto aditivo por la adicion de insulina (Fig. 12). Estos resultados
sugieren que tanto la adicion de insulina en el medio de cultivo asi como la inanicién de

auxinas favorecen la autofagia a través de la produccion de H,O,.
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Figura 12. Produccion de H,0, en cultivos celulares de tabaco NT-1 suplementados con insulina y
carencia de auxinas. Los cultivos NT-1 fueron lavados después de 4 dias de crecimiento y las células se
inocularon en cada uno de los tratamientos. p moles de H,O, por mg de peso fresco en células molidas de
cultivos tratados con 1.23 nM de insulina y en carencia de auxinas. ANOVA Tukey P< 0.05 * diferencia

significativa respecto al control; n=4 STATISTICA ver. 8.0.

7.2.3) Muerte celular de cultivos NT-1 en presencia de insulina y carencia de auxinas

Se evalud la muerte celular para determinar si el retirar las auxinas podria afectar el
crecimiento debido a un aumento en la muerte celular. En la figura 13, se observa que en
los tratamientos sin auxinas, la insulina no mostrdé efecto sobre la muerte celular. Sin
embargo, el retirar las auxinas del medio, ocasion6 un incremento de un 45% en la muerte

celular respecto al control.
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Figura 13. Muerte celular en cultivos celulares de tabaco NT-1 suplementados con insulina y carencia
de auxinas. Los cultivos NT-1 en fase estacionaria (7 d) fueron lavados y las células se inocularon en cada
uno de los tratamientos. ANOVA Tukey P< 0.05 * diferencia significativa respecto al control; n=4

STATISTICA ver. 8.0.

7.2.4) Expresion de los genes de autofagia PI3K 'y ATG6 en cultivos NT-1 en presencia

de insulina y carencia de auxinas

En el presente estudio se analizo si la expresion de algunos genes A7G en presencia de
insulina y en carencia de auxinas corroboraba la induccion de la autofagia, por la expresion
de los genes PI3K y ATG6 que forman un complejo esencial para la nucleacion de los
autofagosomas (Xie y Klionsky, 2007; Mizushima et al., 2011; Wang et al., 2013). Los
resultados obtenidos muestran que PI3K (Fig. 14A), se expresa fuertemente a las 48 h en
todos los tratamientos respecto al control, siendo mayor la expresion en los cultivos que
carecen de auxinas. Para ATG6 (Fig. 14B), el aumento en los niveles de expresion
comienza a partir de las 24 h para los tratamientos sin auxinas incrementdndose
fuertemente a las 48 h y de forma mas discreta en los cultivos suplementados con insulina.
En conjunto esta expresion correlaciona con lo observado anteriormente con la tincion con

MDC, donde la carencia de auxinas indujo de forma més marcada y a partir de las 24 h la
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autofagia en comparacion con la suplementacion de insulina (determinado por porcentaje

de células en autofagia), indicando que el complejo PI3K se activa en ambas condiciones.
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Figura 14. Efecto de la insulina y la carencia de auxinas sobre la expresién de PI3K y de ATG6. Los
cultivos NT-1 fueron lavados después de 4 dias de crecimiento y las células se inocularon en cada uno de los
tratamientos: Control; Insulina 1.23 nM; Sin Auxinas y Sin Auxinas adicionados con 1.23 nM de insulina. Se
tom6 como 0 h el dia del lavado, posteriormente cada 24 h se tomaron muestras hasta las 72 h, de la cuales se
extrajo el RNA vy se realizd un analisis de RT-PCR semi cuantitativo de los genes: A) PI3K (309 pb) y B)
ATG6 (425 pb). Las fotografias mostradas representan los productos de amplificacion de cada gen (bandas
superiores) en gel de agarosa al 1%, ACTINA fue utilizada como control de carga (bandas inferiores de 469

pb); n=2.
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7.2.5) Expresion de los genes de autofagia ATG2y ATGY en cultivos NT-1 en presencia

de insulina y carencia de auxinas

En el proceso de autofagia, participa el complejo transmembranal ATG9/ATG2/ATG18, en
donde ATGY es una proteina integral de membrana y se piensa que es un acarreador de
membrana durante el ensamblaje del autofagosoma y se sabe, que ATG9 se localiza en la
estructura pre-autofagosomal (PAS), lo que es esencial para la formacion del autofagosoma
(Noda et al., 2000). Por otro lado, ATG2 y ATGI8 son dos proteinas de membrana que
interactiian en la periferia con ATG9, su localizacion en la PAS depende una de la otra, y la
interaccion entre estas tres proteinas permite la liberacion de ATGY para otra parte de la
membrana, la ausencia de alguna de éstas resulta en la acumulacion de ATG9 en la PAS

(Reggiori et al., 2004; Suzuki et al., 2007).

Estudios en Arabidopsis, indican que la expresion de ATGY y de ATG18a es necesaria para
la induccion de la autofagia, ademas dicha expresion fue sobre regulada en una linea de
baja expresion de TOR lo que indica que existe una autofagia activada de forma constitutiva
(Liu y Bassham, 2010). Por otro lado, en Nicotiana benthamiana el gen ATG9 se expresa
en la noche durante la degradacion de almidén lo que sugiere la participacion de la
autofagia para dicho proceso degradativo (Wang et al., 2013), por lo que se decidi6 analizar
si la insulina y carencia de auxinas modificaba la expresion de los genes ATG2 y ATGY,
integrantes del complejo transmembranal ATG9/ATG18. Se observa que a las 48 h en
medio control la expresion de ATG2 (Fig. 15A) practicamente se abate, contrariamente a la
expresion elevada en medio con insulina y en medio sin auxinas. No obstante, a las 72 h
ATG2 y ATGY (Fig. 15B) en medio con insulina y sin auxinas, muestran una expresion muy
discreta, con una diferencia remarcable entre ambos genes en medio con insulina en
comparacion al resto de tratamientos; ATG2 incrementa y A7G9 disminuye. Tales
resultados sugieren que el complejo transmembranal se activa en ambas condiciones (al
retirar la auxina y en presencia de insulina). Interesantemente, la expresion disminuida de
ATG9 a las 72 h sugiere que la insulina podria estar deteniendo la formacion de
autofagosomas, debido a que A7G9 proporciona las membranas que daran lugar a los

autofagosomas.
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Figura 15. Efecto de la insulina y la carencia de auxinas sobre la expresion de ATG2 y ATGY. Los

cultivos NT-1 fueron lavados después de 4 dias de crecimiento y las células se inocularon en cada uno de los

tratamientos: Control; Insulina 1.23 nM; Sin Auxinas y Sin Auxinas adicionados con 1.23 nM de insulina. Se

tom6 como 0 h el dia del lavado, posteriormente cada 24 h se tomaron muestras hasta las 72 h, de la cuales se

extrajo RNA vy se realizo un analis de RT-PCR semi cuantitativo de los genes: A) ATG2 (476 pb) y B) ATGY

(334 pb). Las fotografias mostradas representan los productos de amplificaciéon de cada gen (bandas

superiores) en gel de agarosa al 1%, ACTINA fue utilizada como control de carga (bandas inferiores de 469

49



UMSNH
1IQB
7.2.6) Expresion del gen de autofagia 4A7GS5 en cultivos NT-1 en presencia de insulina

y carencia de auxinas

Ademas de los genes antes mencionados se determind la expresion de A7GS5 (Fig. 16), la
proteina que expresa este gen participa en uno de los sistemas de conjugacion tipo
ubiquitina en donde mediante reacciones enzimaticas se conjuga ATG12 con ATGS. El
proceso comienza con la activacion por ATG7 (primera enzima) que hidroliza ATP y asi
activa a ATG12 formando un puente tioester entre la glicina del C-terminal de ATG12 y el
sitio activo de cisteina de ATG7. Subsecuentemente, ATG12 activado es transferido al sitio
activo de cisteina de ATG10 (segunda enzima), la cual cataliza la conjugacion de ATG12 a
ATGS a través de la formacion de un enlace isopeptidico entre la glicina activa de ATG12
y un residuo interno de lisina de ATGS. Finalmente ATG12-ATGS es ensamblado con
ATG16 y con esto se favorece la expansion del autofagosoma (Yang y Klionsky, 2009). En
la figura 16 se observa que la expresion de A7G5 se ve favorecida a las 48 h, especialmente
en los cultivos sin auxinas. Por otro lado, la insulina favorecio la expresion a las 72 h lo que
contrasta con el comportamiento de A7G9 (Fig. 15), y sugiere que la insulina estimula la

expansion de los autofagosomas.
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Figura 16. Efecto de la insulina y la carencia de auxinas sobre la expresion de A7G5. Los cultivos NT-1
fueron lavados después de 4 dias de crecimiento y las células se inocularon en cada uno de los tratamientos:
Control; Insulina 1.23 nM; Sin Auxinas y Sin Auxinas adicionados con 1.23 nM de insulina. Se tomé como 0
h el dia del lavado, posteriormente cada 24 h se tomaron muestras hasta las 72 h, de la cuales se extrajo RNA
y se realizd un andlis de RT-PCR semi cuantitativo del gen 4TG5 (496 pb). Las fotografias mostradas
representan los productos de amplificacion del gen (bandas superiores) en gel de agarosa al 1%, ACTINA fue

utilizada como control de carga (bandas inferiores de 469 pb); n=2.

7.2.7) Expresion de los genes de autofagia ATG3 y ATG8f en cultivos NT-1 en

presencia de insulina y carencia de auxinas

Por ultimo, del sistema de lipidacion ATGS, se analizd la expresion de los genes ATG3
(Fig. 17A) y ATGSf (Fig. 17B), en donde la conjugacion de ATG8 con PE comienza con el
corte en un residuo de arginina del C-terminal de ATGS8 por la proteasa ATG4, este corte
deja expuesta una glicina de ATG8 que es unida al sitio activo de cisteina de ATG7
(primera enzima). Posteriormente ATGS es transferida a ATG3 (segunda enzima) y con
esto se cataliza la conjugaciéon de ATG8 con PE. ATGS8-PE recubrird el autofagosoma
permitiendo el reconocimiento de este con la vacuola para su fusion (Yang y Klionsky,
2009). Los resultados muestran que la expresion de ATG3 (Fig. 17A) aument6 a las 48 h en

los tratamientos sin auxinas, mientras que la adicion de insulina también incremento
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ligeramente la expresion. Sin embargo, a diferencia de los tratamientos sin auxinas este
aumento en el tratamiento con insulina se mantuvo a las 72 h, lo que sugiere que la insulina
permite que continue el recubrimiento de los autofagosomas con ATGS-PE y de esta
manera la fusion con la vacuola. No obstante la expresion de ATGS8f (Fig. 17B) no mostro

diferencias marcadas.
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Figura 17. Efecto de la insulina y la carencia de auxinas sobre la expresion de ATG3 y ATGSf. Los
cultivos NT-1 fueron lavados después de 4 dias de crecimiento y las células se inocularon en cada uno de los
tratamientos: Control; Insulina 1.23 nM; Sin Auxinas y Sin Auxinas adicionados con 1.23 nM de insulina. Se
tom6 como 0 h el dia del lavado, posteriormente cada 24 h se tomaron muestras hasta las 72 h, de la cuales se
extrajo RNA y se realizé un andlis de RT-PCR semi cuantitativo de los genes: A) ATG3 (454 pb) y B) ATGSf
(369 pb). Las fotografias mostradas representan los productos de amplificacion de cada gen (bandas
superiores) en gel de agarosa al 1%, ACTINA fue utilizada como control de carga (bandas inferiores de 469
pb); n=2.
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7.3) Autofagia en cultivos de células NT-1 suplementados con insulina y en presencia

de los inhibidores de las cinasas PI3K y de TOR

Para determinar el posible mecanismo por el cual la insulina podria activar la autofagia se
evalu6 el efecto de los inhibidores de las cinasas PI3K y TOR sobre el proceso de
autofagia, ya que se ha reportado la participacion de ambas cinasas en dicho proceso. La
primera promoviendo la nucleacion de los autofagosomas por la activacion de PI3K o
regulandola negativamente a través de la activacion de TOR (Liu y Bassham, 2012). Con
los resultados obtenidos (Fig. 18), se mostrd que el LY294002 disminuy6 el porcentaje de
células en autofagia y la actividad autofagica relativa (fotos representativas Fig. 18G y
18H), lo que indica que la inhibicion de PI3K (Vps34) impidié la nucleacion de los
autofagosomas y por lo tanto se detuvo la autofagia (Takatsuka et al., 2004). Por otra parte,
la rapamicina estimul6 el porcentaje de células en autofagia y la actividad autofagica
relativa (fotos representativas Fig. 18K y 18L), debido a que la inactivaciéon de TOR
estimula la autofagia a través de la activacion del complejo de cinasas que participan en la
fase previa a la nucleacion de los autofagosomas (Liu y Bassham, 2012) (Fig. 18A y 18B).
La insulina en los cultivos tratados con LY294002 (Fig. 18Iy 18J) no favorecié el proceso
de autofagia, probablemente debido a que esta hormona estimul6 la produccion de ERO y
éstas podrian estar actuando rio arriba a la cinasa TOR. En el proceso de autofagia PI3K se
localiza rio abajo de TOR y es importante para la nucleacion de los autofagosomas, asi que
aunque esté presente el estimulo por insulina no se puede activar la autofagia en presencia
del inhibidor LY294002. Por otro lado, en los cultivos tratados con rapamicina y en
presencia de insulina se observdé una mayor induccidon de la autofagia evaluado como
porcentaje de células en autofagia y actividad autofagica relativa (Fig. 18M y 18N) lo que

sugiere que el efecto estimulador de la autofagia es independiente de la cinasa TOR.
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Figura 18. Autofagia en cultivos celulares de tabaco NT-1 en presencia de los inhibidores de PI3K y de
TOR. Los cultivos NT-1 fueron lavados después de 4 dias de crecimiento y las células se inocularon en cada
uno de los tratamientos. A) porcentaje de células en autofagia en cultivos tratados con LY294002 (10 uM) y
rapamicina (10 nM) en presencia de 1.23 nM de insulina; B) actividad autofagica relativa normalizada al
control. Cuantificacion de los autofagosomas tefiidos con MDC en los tratamientos con LY294002 (10 uM) y
rapamicina (10 nM) y adicionados con 1.23 nM de insulina probados a un mismo tiempo, alrededor de 20
células fueron tomadas por cada tratamiento para contabilizar los autofagosomas; C-N) fotos representativas
para cada tratamiento a las 48 h. C) Control campo claro; D) Control luz UV; E) Insulina campo claro; F)
Insulina luz UV; G) Control + LY294002 campo claro; H) Control + LY294002 luz UV; I) Insulina +
LY294002 campo claro; J) Insulina + LY294002 luz UV; K) Control + rapamicina campo claro; L) Control +
rapamicina luz UV; M) Insulina + rapamicina campo claro; N) Insulina + rapamicina luz UV. ANOVA Tukey

P<0.05 * diferencia significativa respecto al control; n=4 STATISTICA ver. 8.0.
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7.3.1) Crecimiento de cultivos NT-1 suplementados con insulina y con los inhibidores

de PI3K'y de TOR

Debido a los resultados obtenidos sobre el aumento de autofagia en presencia de
rapamicina y la disminucion por el inhibidor de PI3K, se evalu6 una posible correlacion
entre el crecimiento de los cultivos celulares de tabaco NT-1 y la induccion de la autofagia,

en presencia de los inhibidores antes mencionados.

Se observéd que el crecimiento de los cultivos en presencia de LY294002 fue fuertemente
inhibido (Fig. 19), desapareciendo por completo el efecto promotor del crecimiento
promovido por la insulina. Mientras que, en el efecto de la rapamicina sobre el cultivo
control y el suplementado con insulina, la disminucién observada sobre el crecimiento por
VPC fue discreta (Fig. 19A), y no se encontraron cambios en el crecimiento por peso seco
(Fig. 19B). En el tratamiento con insulina en presencia de rapamicina, no se observo el
efecto estimulador por la hormona, lo que muestra sensibilidad a este farmaco de los
cultivos de tabaco NT-1, similar a lo observado en Chlamydomonas reinhardtii 'y maiz

(Sanchez de Jiménez et al., 1999; Crespo et al., 2005).
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Figura 19. Efecto de la insulina sobre el crecimiento de los cultivos celulares de tabaco NT-1 en
presencia de los inhibidores de PI3K y de TOR. Los cultivos NT-1 en fase estacionaria (7 d) fueron
lavados y las células se inocularon en cada uno de los tratamientos. A) y B) VPC y peso seco en cultivos
tratados con 10 uM de LY294002 y con 10 nM de rapamicina respectivamente. ANOVA Tukey P< 0.05 *
diferencia significativa respecto al control; n=4 STATISTICA ver. 8.0.
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7.3.2) Produccion de H,O; en cultivos NT-1 suplementados con insulina y con los

inhibidores de PI3K y de TOR

Con base a los resultados obtenidos, se sugiere que la induccion de la autofagia por un
aumento en los niveles de H,O, se encuentra rio arriba de ATGl o ATG4 y estaria
inactivando a TOR. Asi que, para dilucidar el posible mecanismo se evalu6 la produccion

de H,O; en presencia de los inhibidores de PI3K y de TOR.

Los resultados obtenidos (Fig. 20) indican que la insulina estimul¢ la produccion de H,O, a
partir de las 48 y hasta las 72 h (autofagia basal). Mientras que en presencia de LY294002
se mantuvieron los niveles igual al control, por lo que en este caso la cinasa PI3K no estaria
participando en la produccion de H,O,. La rapamicina, favorecio la produccion de H,O, de
forma similar a los cultivos en presencia de insulina, lo que podria sugerir que el H,O,
induce la autofagia por un mecanismo dependiente a la inhibicién de TOR. Sin embargo,
como no se observd un efecto aditivo en el tratamiento dual con rapamicina e insulina,

podria ser que el H,O; no fuera el tinico mecanismo para la induccion de la autofagia.
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Figura 20. Produccion de H,O, en cultivos celulares de tabaco NT-1 en presencia de los inhibidores de

PI3K y TOR. Los cultivos NT-1 fueron lavados después de 4 dias de crecimiento y las células se inocularon
en cada uno de los tratamientos. u moles de H,O, por mg de peso fresco en células molidas de cultivos
tratados con insulina y suplementadas con 10 uM de LY294002 y con 10 nM de rapamicina. ANOVA Tukey
P<0.05 * diferencia significativa respecto al control; n=4 STATISTICA ver. 8.0.
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7.3.3) Muerte celular de los cultivos NT-1 suplementados con insulina y los
inhibidores de PI3K y TOR

De los resultados obtenidos sobre el crecimiento en los tratamientos con los inhibidores, se
encontro pertinente evaluar la muerte celular con DFA, para determinar si el LY294002 o
la rapamicina podrian haber alterado el crecimiento por un aumento en la muerte celular.
En la figura 21, se observa que en los cultivos en presencia de los inhibidores LY294002 y
rapamicina, no se afectd6 de forma significativa la muerte celular, lo cual indica que el

efecto de los inhibidores no fue causado por toxicidad.
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Figura 21. Muerte celular de los cultivos celulares de tabaco NT-1 en presencia de los inhibidores de
PI3K y TOR. Los cultivos NT-1 en fase estacionaria (7 d) fueron lavados y las células se inocularon en cada
uno de los tratamientos. Cultivos adicionados con insulina y con los inhibidores LY294002 (10 uM) y

rapamicina (10 nM). ANOVA Tukey P<0.05 * diferencia significativa respecto al control; n=4 STATISTICA

ver. 8.0.
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VIII) DISCUSION

En células vegetales, la autofagia funciona en respuestas de estrés a la disminucion de la
disponibilidad de nutrientes (carbono y nitrégeno), en defensa a patéogenos y durante la
senescencia. En cultivos de células de tabaco BY-2 y NT-1, ha sido ampliamente reportado
que las auxinas regulan la proliferacion celular a concentraciones de alrededor de 1 uM,
mientras que a concentraciones menores a 1 uM regulan la elongacién celular. Por lo que
estos cultivos se han propuesto como un excelente modelo para estudiar el crecimiento
dependiente de auxinas (Nagata ef al., 2004). Sin embargo, nada se conoce sobre la
participacion de las auxinas en el proceso de autofagia cuando se encuentran en
concentraciones limitantes; debido a que en cultivos NT-1 sin auxinas en el medio y
suplementados con insulina se observd la formacion de estructuras similares a

autofagosomas, procedimos a determinar si dichas condiciones favorecian la autofagia.

Los resultados obtenidos para las cinéticas de crecimiento evaluadas por volumen de
paquete celular (Fig. 7A) y peso seco (Fig. 7B) muestran que la insulina en cultivos de
células de tabaco NT-1 favorece el crecimiento y este mayor crecimiento es debido a un
aumento en la proliferacion celular (Fierros-Romero, 2012). Mientras que, la carencia de
sacarosa del medio de cultivo, inhibi6 el crecimiento de las células (Fig. 7A y 7B), efecto
semejante al reportado por Rose y col. (2006) en cultivos celulares de Arabidopsis, 1o que
muestra que la inanicién por sacarosa causa un impacto fisioldgico sobre el metabolismo
basal y la produccion de biomasa limitando el crecimiento. Sin embargo, la degradacion de
los componentes citoplasmicos permite el mantenimiento del metabolismo esencial

impidiendo la muerte celular (Rose et al., 2006).

Para determinar si la insulina promueve la formacion de estructuras autofagosomales en
plantas, se evalu6 el efecto de esta hormona sobre la induccién de la autofagia y la
actividad autofagica relativa, la cual refleja el nimero de autofagosomas por célula en los
medios control y sin sacarosa (Fig. 8A y 8B). Inesperadamente, los resultados mostraron
que la insulina favorecid el proceso de autofagia, contrario a lo que sucede en células
animales, donde la hormona y factores de crecimiento parecidos a insulina activan a la
cinasa PI3K clase I, y ésta rio abajo a la cinasa TOR, la cual actia como un regulador

negativo de la autofagia (Kamada et al., 2000). Cabe mencionar, que a diferencia de
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metazoarios las plantas unicamente tienen a PI3K clase III, asi que, dicha cinasa se
encuentra participando ademas de la via PI3K/TOR/S6K, en la nucleaciéon de los
autofagosomas, por lo que posiblemente la insulina active a esta cinasa y con ello favorezca
la autofagia. Respecto a la induccion de la autofagia mediante la inanicion por sacarosa, los
resultados del presente estudio concuerdan con un gran numero de estudios en donde se
observo que la carencia de sacarosa incrementa el nimero de células en autofagia, asi como
la actividad autofagica relativa y dicho aumento llega a un punto méaximo, disminuyendo
posteriormente debido a que las células comienzan a entrar en muerte celular por una
degradacion masiva de proteinas intracelulares (Fig. 9) (Liu et al., 2005; Inoue et al., 2006;
Rose et al., 2006; Hofius et al., 2009; Takatsuka ef al., 2011). Sin embargo, la adicion de

insulina a cultivos sin sacarosa no mostr6 un efecto aditivo sobre el proceso de autofagia.

Se sabe que en mamiferos, las células integran informacion con respecto a la disponibilidad
de nutrientes, la activacion de receptores hormonales y de factores de crecimiento, el estrés,
y el estatus energético a través de la via de sefalizacion PI3K/TOR/S6K activada por la
insulina y, que estando activa TOR, la autofagia es inhibida (Rabinowitz y White, 2010).
Como se menciono anteriormente, la insulina favorece el crecimiento de cultivos celulares
de tabaco NT-1 al estimular la division celular y dicho efecto es dependiente de las auxinas
(Fierros-Romero, 2012). Se determindé en que medida, la insulina como promotora del
crecimiento celular podria revertir el efecto de inanicion por auxinas. La carencia de
auxinas (Fig. 10A y 10B), mostré una disminucion en el crecimiento respecto al control, el
cual no fue re-establecido por la insulina; una elongacion celular y una disminucion en la
viabilidad a partir del cuarto dia -caracteristica de la carencia de auxinas-, coincidiendo con
reportes donde en cultivos de tabaco, la carencia de auxinas detiene el ciclo celular en la
fase G1, promueve la elongacion de las células y finalmente la muerte celular (Mlejnek y

Prochazka, 2002; Petrasek et al., 2002).

Al analizar el proceso de autofagia en las células de los tratamientos sin auxinas o sin
auxinas y suplementados con insulina, se observo que el porcentaje de células en autofagia
aumentd conforme transcurre el tiempo (Fig. 11A), mientras que la actividad autofagica
relativa (Fig. 11B) incremento6 alcanzando un punto maximo a las 24 h, donde se mantuvo

hasta las 72 h. Bajo ciertos estreses como la produccion masiva de ERO, la célula regula de
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forma coordinada la eliminacién de componentes toxicos mediante su degradacion en
vacuola o en lisosomas por autofagia, aunque el cruce de sefiales entre la autofagia y la
sefalizacion redox aun no es bien conocido (Minibayeva et al., 2012). Como, la proteasa
ATG4 presenta multiples residuos de cisteina conservados en su estructura, se ha sugerido
que podria funcionar como un sensor redox. En células animales ATG4, se ha mostrado que
es un blanco directo para la oxidacion por H,O,, y que senales oxidativas conducen a la
inactivacion de ATG4 promoviendo con esto la lipidacion de ATG8. Conforme madura el
autofagosoma hacia la fusion con el lisosoma, su localizaciéon cambia a un ambiente con
bajo contenido de H,O, donde ATG4 es activo y puede deslipidar y reciclar a ATGS, lo
antes mencionado ha permitido sugerir que las ERO funcionan como moléculas de
sefializacion que disparan la autofagia como un mecanismo de sobrevivencia (Scherz et al.,
2007). Ademas, cuando la oxidacion intracelular se eleva, existe una acumulacion
progresiva de proteinas oxidadas, orgdnulos dafiados y esto ultimo representa una amenaza
para la célula. La desregulacion de la autofagia conduce a un incremento en el estrés
oxidativo (Lee ef al., 2012). En base a éstos antecedentes y a los resultados en carencia de
auxinas, se sugiere que dichas condiciones inducen la autofagia posiblemente a través de la

produccion de ERO.

Respecto a la actividad autofagica relativa (Fig. 11B), se ha reportado que dicho parametro
llega a un punto maximo antes de la muerte celular. Al evaluar la muerte celular de los
cultivos (Fig. 13) no se observo diferencia por la adiciéon de insulina. Sin embargo, la
carencia de auxinas en el medio de cultivo disminuyd en un 50% la viabilidad celular;
como se menciond antes, las auxinas participan en la progresion del ciclo celular y la
carencia de ellas arresta el ciclo celular en la fase G1, ademas de que en su ausencia se
activan proteasas tipo caspasas que inducen la apoptosis a partir del cuarto dia (Mlejnek y
Prochazka, 2002). El tema sobre la contribucion de la autofagia en la muerte celular ha sido
muy debatido, debido a que la autofagia destaca en el cruce entre la sobrevivencia y la
muerte celular. La autofagia promueve la degradacion de proteinas y organulos dafiados
durante el estrés oxidativo, pero también se activa como parte de programas de muerte
celular, cuando el dafio no puede ser reparado (Scherz et al., 2007). De hecho algunos
investigadores consideran a la autofagia como un tipo de muerte celular programada y otros

como un regulador negativo de dicho proceso (Kang ef al., 2011).
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El principal centro intracelular para la integracion de sefiales relacionadas con autofagia es
TORCI1 (Efeyan y Sabatini, 2010). En presencia de nutrientes abundantes y de factores de
crecimiento incluyendo la insulina, TORC1 promueve el crecimiento celular y la actividad
metabolica con lo cual se suprime al complejo ULK (ATG1/ATG13 en plantas) y la
autofagia. En privacion o estrés, numerosas vias de sefializacién inactivan a la cinasa
TORCI. Este cambio no sélo suprime el crecimiento de las células para reducir la demanda
de energia sino que también induce la autofagia para permitir la adaptacion al estrés y la
sobrevivencia. Rio arriba de TORCI1 esta la via de deteccion de energia celular controlada
por la proteina cinasa activada por adenosina monofosfato (AMPK). Altas concentraciones
de AMP impiden la senalizacion energética, activan AMPK, e inhiben a TORCI,
promoviendo con esto la autofagia (Shackelford y Shaw, 2009).

Por otro lado, la autofagia es importante para la regulacion de la capacidad metabolica
celular. Un ejemplo notable es la capacidad de las levaduras de vivir con metanol o acidos
grasos, sustratos que son quemados en los peroxisomas. Cuando existen mejores fuentes de
carbono disponibles, los peroxisomas ya no son requeridos y son eliminados por autofagia.
La funcion de la autofagia en la remocion de los peroxisomas estd conservada desde

levaduras hasta mamiferos (Oku y Sakai, 2010).

Ademas, la autofagia también se ha reportado que contribuye a la secrecion de insulina y a
la sensibilidad a la hormona. Esto es esencial para la salud de las células 3 del pancreas y
para la expansion de la masa de células B que ocurre en respuesta a dieta alta en grasas
(Ebato et al., 2008). En los modelos genéticos y alimenticios de obesidad, se observa una
disminucion marcada de la autofagia, particularmente en los niveles de expresion de ATG7
en el higado y la supresion de dicho gen resultd en una resistencia a insulina. En contraste,
la restauracion de la expresion de A7G7 en higado, mejord la accion de la insulina hepatica,
y en la tolerancia sistémica a la glucosa en ratones obesos. La accion benéfica de ATG7 en
ratones obesos puede ser completamente evitada por el bloqueo de un mediador rio abajo,
ATGS, soportando su dependencia en la autofagia regulada por la accion de la insulina
(Yang et al., 2009). En plantas, ha sido determindado recientemente que la autofagia
contribuye a la degradacion de almidon en hojas mediante el secuestramiento de pequefos

granulos de almidon en la vacuola y posterior degradacion. Ademas, con el uso de
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inhibidores para la autofagia, lineas mutantes para genes A7G y analisis de los niveles de
expresion de genes A7G, se determind la participacion de la autofagia en la degradacion del
almidon durante la noche. Los niveles de expresion de los genes ATG2, ATG4, ATG6,
ATG7, ATG9 y PI3K de tabaco fueron analizados, encontrando que la expresion de ATG6,
ATG7, ATGY y PI3K aumentd en tiempos tempranos de adaptacion a la oscuridad y
posteriormente disminuyeron a niveles basales lo que sugiere que la maquinaria autofagica

se activo bajo dicha condicion (Wang et al., 2013).

En el presente estudio, se observo que en el tratamiento control, la insulina favoreci6 la
autofagia (Fig. 11), este hecho fue contrario a lo reportado en mamiferos donde dicha
hormona inhibe la autofagia a través de la activacion de la via PI3K/TOR (Klionsky, 2005;
Rabinowitz y White, 2010). Sin embargo, en Arabidopsis, y el alga verde Chlamydomonas
reinhardtii, se ha observado que la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
induce la autofagia por inhibicion de la cinasa TOR o de manera independiente de esta
ultima, por la activacion directa de componentes rio abajo a TOR (Scherz et al., 2007,
Xiong et al., 2007; Pérez-Pérez et al., 2012b). Mientras que, en nuestro grupo de trabajo se
ha observado que la adicion de insulina ademas de promover el crecimiento, induce la
produccion de H,O,, esto sugiere que el mecanismo por el cual la insulina activa la

autofagia podria involucrar la produccion de H,O,.

En mamiferos, muchas de las vias que controlan la autofagia son desreguladas en cancer, y
los blancos terapéuticos contra el cancer estan dirigidos hacia la activacion de la autofagia,
debido a que promueve la homeostasis metabolica y previene las enfermedades
degenerativas. Algunos de ellos actian directamente mediante la inhibicion de TOR,
mientras que otros inhiben vias de sefializacion o de nutrientes. Una posibilidad
particularmente interesante es que la autofagia favorece la sobrevivencia de células
tumorales. Si esto es correcto, entonces la inhibicion de la autofagia podria sinergizar con

los tratamientos de cancer existentes (White y DiPaola, 2009; Rabinowitz y White, 2010).

En tabaco y Arabidopsis se sabe que la muerte celular programada (PCD) por una respuesta
hipersensible (HR) altera la produccion ERO, mimetizando el silenciamiento de algunos
componentes de la via de autofagia como son ATG6, Vps34, ATG3 y ATG7 (McDowell y
Dangl, 2000; Liu et al., 2005).
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Mientras que en nuestro estudio, la produccion de H,O, (Fig. 12), estimulada por insulina
fue significativa a partir de las 48 y hasta las 72 h respecto al control (autofagia basal).
Estos resultados correlacionan con la induccion de la autofagia, en donde al inicio se
presentd una autofagia basal que se incrementd gradualmente desde las 48 hasta las 72 h,
sugiriendo que la insulina activa la autofagia a través de la produccion de ERO, las cuales a
su vez inhibirian a la cinasa TOR, o por un mecanismo independiente de TOR activarian a
ATGI o a la proteina ATG4. Esta ultima en otros eucariontes se ha propuesto como
integradora de las sefiales redox porque es rica en residuos de cisteina y este aminodcido es
sensible a las ERO (Scherz et al., 2007; Pérez-Pérez et al., 2012b). Por otra parte, la
carencia de auxinas estimul6 la produccion de H,O, desde las 24 hasta las 72 h (Fig. 12). El
adicionar insulina a los cultivos en carencia de auxinas no mostr6 ningun efecto aditivo en
la produccion de H,O, (Fig. 12). Estos resultados sugieren que tanto la adicion de insulina

como la inanicion por auxinas favorecen la autofagia a través de la produccion de H,0,.

Actualmente, independientemente del organismo se sabe que la induccion de la autofagia
requiere la activacion del complejo de la fosfatidil inositol 3-cinasa de la clase III (PI3K), el
cual esta involucrado tanto en la regulacion de la actividad de TOR como en la formacion
del autofagosoma. El complejo PI3K estd compuesto de tres subunidades conservadas, la
subunidad catalitica PI3K (Vps34), una cinasa activadora Vpsl5 que ancla el complejo a la
membrana, y ATG6 que actua como un andamio para la actividad de PI3K. El complejo
PI3K enriquece la membrana que dara lugar al autofagosoma con fosfatidil inositol 3-
fosfato (PI3P). Se ha determinado que las membranas ricas en PI3P participan directamente
en el trafico a la vacuola (Kim et al., 2001; Backer, 2008; Hayward y Dinesh-Kumar,
2011).

Como mediante el colorante MDC, se observo un aumento en la induccion de la autofagia y
en la actividad autofagica relativa (Fig. 11), para determinar de forma especifica si la
carencia de auxinas y la presencia de insulina en el medio de cultivo involucraba la etapa de
nucleacion de autofogosomas se evalud la expresion de los genes PI3K y ATG6. Dichos
genes forman un complejo esencial para la nucleacion de los autofagosomas (Xie y
Klionsky, 2007; Mizushima et al., 2011; Wang et al., 2013). Para PI3K, existe una fuerte

expresion a las 48 h en todos los tratamientos (Fig. 14A), siendo mayor en los cultivos sin
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auxinas. Mientras que para ATG6 (Fig. 14B), el aumento en los niveles de expresion
comienza a partir de las 24 h para los tratamientos sin auxinas incrementdndose
fuertemente a las 48 h y, de forma mas discreta para el tratamiento s6lo con insulina; lo que
muestra una correlacion con los datos observados por el colorante MDC e indica que el

complejo PI3K se encuentra activo.

Posteriormente en el proceso de autofagia, participa el complejo transmembranal
ATGY9/ATG2/ATGI18, en donde ATG9 es una proteina integral de membrana y se piensa
que es un acarreador de membrana durante el ensamblaje del autofagosoma (Noda et al.,
2000). Se sabe que, ATG9 localiza en la estructura pre-autofagosomal (PAS), esencial para
la formacion del autofagosoma. Asimismo, ATG2 y ATGI8 son dos proteinas de
membrana que interactiian en la periferia con ATG9, su localizacion en la PAS depende
una de la otra, y la interaccidon entre estas tres proteinas permite la liberacion de ATG9, la
ausencia de alguna de éstas resulta en la acumulacion de ATG9 en la PAS (Reggiori et al.,
2004; Suzuki et al., 2007). Estudios en Arabidopsis, indican que la expresion de ATG9 y de
ATGI18a son necesarias para la induccion de la autofagia, ademas, dicha expresion fue
sobre regulada en una linea de baja expresion de TOR lo que indica que existe una
autofagia activada de forma constitutiva (Liu y Bassham, 2010). Por otro lado, estudios
recientes en Nicotiana benthamiana, indican que el gen A7TG9 se expresa en la noche
durante la degradacion de almidon lo que sugiere la participacion de la autofagia en dicho
proceso degratativo (Wang et al., 2013). Bajo nuestras condiciones de trabajo se pudo
observar tanto para A7G2 (Fig. 15A) como para ATG9 (Fig. 15B) un aumento en los
niveles de expresion a las 48 h siendo mas marcado en los tratamientos a los cuales se les
retiraron las auxinas del medio, que aquél al que se le adicion6 insulina, indicando que el
complejo transmembranal se activa al retirar auxinas y suplementar con insulina. Sin
embargo, la expresion de A7G9 disminuy6 a las 72 h en el tratamiento con insulina con
respecto al control lo cual podria indicar que esta deteniendo la formacion de
autofagosomas en dicho tratamiento, debido a que A7GY proporciona las membranas que

daran lugar a los autofagosomas.
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Ademas de los genes antes mencionados se determiné la expresion de A7G5 (Fig. 16), por
su participacion en un sistema de conjugacion tipo ubiquitina en donde mediante reacciones
enzimaticas se da la conjugacion de ATG12 con ATGS, comenzando con la activacion por
ATGT7 (primera enzima) la cual hidroliza ATP y con esto activa a ATGI12 a través de la
formacion de un puente tioester entre la glicina del C-terminal de ATGI12 y el sitio activo
de cisteina de ATG7. Subsecuentemente, ATG12 activado es transferido al sitio activo de
cisteina de ATG10 (segunda enzima), la cual cataliza la conjugacion de ATG12 a ATGS a
través de la formacion de un enlace isopeptidico entre la glicina activa de ATG12 y un
residuo interno de lisina de ATGS. Finalmente ATG12-ATGS es ensamblado con ATG16 y
esto se permite la expansion del fagoforo (Yang y Klionsky, 2009). La expresion de 4TG5
(Fig. 16) se estimulo solo a las 48 h en los cultivos sin las auxinas. Sin embargo, la insulina
increment6 su expresion a las 72 h, lo que contrasta con 47G9 y podria indicar que los
autofagosomas formados presentan una mayor expansion debido a la participacion de

ATGS5 en dicho proceso.

Por ultimo, del sistema de lipidacion ATGS, se analizd la expresion de los genes ATG3
(Fig. 17A) y ATGSf (Fig. 17B). La expresion de ATG3 se increment6 a las 48 h tanto en
los tratamientos sin auxinas como con insulina, aunque la insulina lo estimul6 hasta las 72
h, lo que podria sugerir que dicha hormona permite que continte el recubrimiento de los
autofagosomas con ATGS-PE y de esta manera la fusion con la vacuola. No obstante, la
expresion de ATG8f no mostro diferencias marcadas, lo cual podria atribuirse a que
cualquier otro miembro de la familia de ATG8 (ATG8a-ATGSi) podria estarse expresando

bajo las condiciones analizadas (Doelling et al., 2002).

En otro orden de ideas, se sabe que la autofagia puede ser estudiada mediante varias
estrategias, tanto farmacoldgicas como genéticas; en 1982 Seglen y Gordon, realizaron una
busqueda de compuestos quimicos con la capacidad de inhibir la autofagia en hepatocitos
de ratas, encontrando que 3-Metiladenina (3-MA) es un potente inhibidor de la autofagia.
Este compuesto bloquea la formacion de autofagosomas e inhibe eficientemente la
degradacion de proteinas intracelulares sin afectar su sintesis, la degradacion de proteinas

eliminadas por endocitosis y los niveles intracelulares de ATP. Los efectos de 3-MA son
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reversibles después de lavar las células. Desde entonces, 3-MA ha sido ampliamente
utilizado como un inhibidor de la autofagia en células de mamifero. Dicho inhibidor actia
sobre la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K), ademads, recientemente se han utilizado
wortmanina y LY294002 cuyo blanco es PI3K, para bloquear el proceso de autofagia en
hepatocitos de rata y también en cultivos celulares de tabaco en inanicion de sacarosa

(Blommaart et al., 1997; Takatusuka et al., 2004).

El uso de inhibidores ha sido empleado para demostrar la inhibicién o estimulacion de la
autofagia, sin embargo la mayoria de los inhibidores quimicos para autofagia no son
completamente especificos. Ya que la autofagia es un proceso en multipasos, ésta puede ser
inhibida en diferentes estadios. Entre los compuestos que inhiben la autofagia estan el 3-
MA, LY294002 y wortmanina, cuyos efectos recaen sobre las PI3K clase 1 y III. Las
enzimas de la clase I generan productos que inhiben la autofagia, mientras que las de clase
III proporcionan moléculas que estimulan la autofagia. El efecto global de estos inhibidores
es bloquear la autofagia debido a que las enzimas clase III son requeridas para activar este
proceso actuando rio abajo de las enzimas clase I (Klionsky et al., 2008). Por otro lado, el
inductor de autofagia mas especifico y normalmente utilizado es la rapamicina, el cual

inhibe a la cinasa TOR (Kamada et al., 2000).

Para establecer el posible mecanismo por el cual la insulina podria estar activando la
autofagia se usaron los inhibidores de las cinasas PI3K y TOR. La participacion de dichas
cinasas en este proceso ha sido reportada por Liu y Bassham (2012). También se ha
observado que la autofagia puede ser estimulada por las ERO de manera dependiente o
independiente de la activacion de TOR (Pérez-Pérez et al., 2012a). Los resultados
obtenidos (Fig. 18A y 18B), mostraron que el LY294002 disminuyd el porcentaje de
células en autofagia y la actividad autofagica relativa, debido a que la inhibicién de PI3K
(Vps34) impide la nucleacion de los autofagosomas y por lo tanto detiene la autofagia
(Takatsuka et al., 2004). Mientras que la rapamicina estimul6 el porcentaje de células en
autofagia y la actividad autofagica relativa; la inhibicion de TOR estimula la autofagia a
través de la activacion de un complejo de cinasas que participa en la fase previa a la
nucleacion de los autofagosomas (Klionsky, 2005; Liu y Bassham, 2012) (Fig. 18A y 18B).

La insulina en los cultivos tratados con LY294002 no favoreci6 el proceso de autofagia,
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probablemente porque al ser estimulada la produccion de ERO por la hormona éstas actuan
sobre TOR, y en la autofagia PI3K se localiza rio abajo de TOR, por lo que aunque esté
presente el estimulo por insulina no se activa la autofagia en presencia de LY294002. En
los cultivos tratados con rapamicina y en presencia de insulina se observdé una mayor
induccion de la autofagia lo que sugiere que el efecto promotor de la autofagia por insulina
es independiente de la activacion de TOR debido a que se observo un efecto aditivo al

adicionar la rapamicina.

Para correlacionar el proceso de autofagia con el crecimiento de dichos cultivos se observo
que el LY294002 inhibio6 fuertemente el VPC (Fig. 19A), y que la insulina en presencia del
inhibidor no lo estimuld. En el tratamiento con rapamacina, la disminucion de dicho
parametro fue mas discreta. Sobre el peso seco (Fig. 19B), el inhibidor de PI3K mostr6 una
disminucion muy marcada en este parametro; sin embargo, la rapamicina no presento
efecto sobre dicho pardmetro coincidiendo con otros estudios en cultivos en suspension y
en plantulas de Arabidopsis en donde se presenta insensibilidad a la rapamicina (Turck et
al., 2004; Sormani et al., 2007). Sin embargo, en el tratamiento con insulina en presencia
de rapamicina, no se observo el efecto estimulador de la hormona, lo que muestra cierto
grado de sensibilidad a este farmaco de los cultivos de tabaco NT-1, similar a lo observado
en Chlamydomonas reinhardtii 'y maiz (Sanchez de Jiménez et al., 1999; Crespo et al.,

2005).

Al analizar si el efecto observado sobre la induccion de la autofagia se debia a la inhibicion
de la cinasa TOR por el aumento en la produccion de H,O, y para determinar si la
inhibicion de PI3K favorecia la produccion de ERO se probaron los inhibidores de dichas
cinasas (Fig 20). Se observd que la adicion de LY294002 aument6d discretamente la
produccion de H,O, con respecto al control, lo que podria deberse a la participacion de
PI3K en la movilizacion del H,O, relacionado con el crecimiento en punta en Arabidopsis 'y
que su inhibicion acumula H,O, (Lee et al., 2008). La presencia de insulina no tuvo un
efecto aditivo. La adicién de rapamicina, inhibidor de TOR, favoreci6 la produccion de
H,0, de forma similar a cuando se adiciona insulina, lo que sugiere que el H,O, induce la
autofagia por un mecanismo dependiente de la inhibicion de TOR, sin embargo no se

observo un efecto aditivo en el tratamiento dual con rapamicina e insulina posiblemente
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porque la autofagia llega a un punto maximo previo a la induccién de la muerte celular
(Scherz et al., 2007). Al analizar la muerte celular en los cultivos en presencia de los
inhibidores LY294002 y rapamicina (Fig. 21), se determin6 que dichos compuestos no la
afectaron de forma significativa, lo cual muestra que el efecto observado por los inhibidores

no fue causado por su toxicidad.

68



UMSNH
1IQB

IX) CONCLUSIONES

La insulina y la carencia de auxinas en los cultivos NT-1 estimularon la autofagia por un

incremento en los niveles de H,O,.

La estimulacion de la autofagia por efecto de la insulina es mediante el H;O, de manera

independiente de la activacion de TOR.

La insulina presenta una accidon protectora sobre el crecimiento celular a través del

peroxido de hidrégeno como molécula de sefializacion de autofagia.
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X) PERSPECTIVAS

Con el objetivo de determinar si mas de una ERO participa en la induccion de la autofagia,
se debe evaluar la formacion de otras ERO diferentes al H,O, en cultivos suplementados

con insulina y en carencia de auxinas, mediante el uso del colorante H,DFDA.

Evaluar los niveles de expresion de los genes PI3K, ATG6, ATG2, ATGY, ATGS, ATG3 y
ATGSf en los tratamientos con los inhibidores LY294002 y rapamicina.

Analizar la induccion de la autofagia en cultivos de células de tabaco suplementados con
insulina y en carencia de auxinas, mediante la linea marcadora de autofagosomas ATGS-

GFP y microscopia confocal.

Evaluar el efecto de agentes antioxidantes y oxidantes sobre el proceso de autofagia en

cultivos NT-1 suplementados con insulina y en carencia de auxinas.

Determinar el efecto de la insulina sobre el proceso de autofagia en lineas mutantes de

Arabidopsis para genes ATG.
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Autofagia vegetal: mecanismo de
reciclaje en eucariontes

Ricardo Santillan-Mendoza, Ma. Elena Mellado-Rojas y Elda Beltran-Pefia

Las plantas por su forma de vida sésil, enfrentan condiciones ambientales desfavorables
tales como las climdticas y la disponibilidad de nutrientes, de ahi que hayan
desarrollado mecanismos sofisticados para su sobrevivencia. El proceso de autofagia
consiste en la degradaciéon de macromoléculas que recicla materiales celulares dafiados o
no requeridos, que permite a las plantas enfrentarse a condiciones adversas o adecuarse
a procesos de desarrollo especificos como la transicién del crecimiento vegetativo al
reproductivo. La maquinaria requerida para la autofagia se encuentra conservada entre
organismos eucariontes y, cuando es inducida se produce el reciclaje de nutrientes mediante
el transporte de materiales del citoplasma hacia los lisosomas o vacuolas por vesiculas de
doble membrana conocidas como autofagosomas, lo que resulta en el mantenimiento de la
homeostasis celular. Hasta hace poco, nuestro conocimiento sobre los aspectos moleculares
de la autofagia vegetal era escaso comparado con el de levaduras y mamiferos. No obstante,
los avances recientes logrados sobre el entendimiento de dicho proceso ponen de manifiesto
la relevancia de este campo, el cual serd abordado en este capitulo.
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5.1.Introduccién

La autofagia funciona a niveles basales como un
proceso de eliminacién de los componentes celulares
dafiados y es inducida durante el estrés ambiental
(Bassham, 2009). En células vegetales, la vacuola es
el principal sitio de degradacién de macromoléculas
bajo condiciones normales de crecimiento y
durante la exposicién a estrés bidtico y abiético. El
proceso bdasico de autofagia esti conservado entre
los organismos eucariontes desde levaduras hasta
animales y plantas. Varios tipos de autofagia se
han descrito, sin embargo, se ha mostrado que en
plantas la microautofagia y la macroautofagia son los
procesos que se llevan a cabo. El primero involucra
la formacién de una pequefia vesicula intravacuolar
por invaginacién del tonoplasto llamada cuerpo
autofdgico que engulle componentes del citoplasma,
mientras que en la macroautofagia los autofagosomas
citopldsmicos encierran los componentes celulares
que van a ser degradados (Thompson y Vierstra,
2005; Bassham, 2007).

Normalmente cuando se hace referencia a
la macroautofagia se le designa solamente como
autofagia, cuya principal caracteristica es la formacién
de estructuras de doble membrana conocidas
como autofagosomas. Después de la induccién de
la autofagia, se forma un autofagosoma alrededor
del material que estd destinado para degradacién y
dicha estructura libera este material en la vacuola,
donde proteasas, lipasas, nucleasas y otras enzimas
hidroliticas presentes en el interior de la vacuola lo
degradan. La membrana externa del autofagosoma
se fusiona con la membrana vacuolar (tonoplasto)

y posteriormente las hidrolasas vacuolares degradan
tanto la carga como la membrana interna del

autofagosoma (Fig.5.1) (Muntz, 2007).

5.2. Genes implicados en el proceso de
autofagia
Un gran nimero de genes requeridos para la autofagia

identificados
mediante la seleccién de mutantes con defectos en

fueron inicialmente en levaduras
la autofagia. Se reportaron mis de treinta genes, los
cuales se clasificaron en varios grupos funcionales:
a) el complejo cinasa Atgl-Atgl3; b) el complejo
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y c) dos sistemas
de conjugacién tipo ubiquitina. Estos estudios en
levadura han facilitado la identificacién de genes
homdlogos en plantas requeridos para llevar a cabo
el proceso de autofagia y han proporcionado una guia
para la investigacién de sus funciones moleculares
(Yang y Klionsky, 2010).

La busqueda en plantas de los componentes de
la via de autofagia ha sido enfocada en Arabidopsis
thaliana y ha incluido el aislamiento de mutantes
afectadas en genes homélogos de levaduras. Tales
mutantes presentaron fenotipos defectuosos en el
reciclamiento de nutrientes como hipersensibilidad
a la deficiencia de macronutrientes y senescencia
prematura, lo que sugiere que la autofagia en
plantas es un componente importante para la via de
reciclamiento (Tabla 5.1) (Mitou e# al., 2009).

El estudio de la autofagia en plantas ha
requerido el desarrollo de varios marcadores, los
mds comunes se basan en la produccién de proteinas

6) Reciclamiento

Autofagosoma

1) Induccién H( @O %‘ %

2) Nucleacién 3) Expansién y

finalizacién de

la vesicula

Vacuola

4) Fusién

vesicula/vacuola

5) Degradacién

Figura 5.1. Mecanismos de la autofagia en plantas. Después de un estimulo como la inanicién, aparece una vesicula de doble membrana
(autofagosoma) que envuelve una porcién del citoplasma, proteinas de vida larga y organelos como mitocondrias. Los autofagosomas eventualmente
se fusionan con la vacuola donde se degradan junto con su carga. Los monomeros de los polimeros degradados son regresados al citosol para su

reuso (Modificado de Mitou ez /., 2009).
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Tabla 5.1. Fenotipos causados por modificaciones en los genes ATG de Arabidopsis thaliana (Modificada de Mitou ¢ al., 2009).

Genotipo Fenotipo Referencia
Deficiente Atg2 No forma estructurzf\s autofagicas en la punta de la raiz. Inoue e al,, 2006
Despues del tratamiento con E64c.
En carencia de nitrégeno no se observan autofagosomas y no
Deficiente Atga/ hay entrega de Atg8-6 a la vacuola. Yoshimoto ez aZ, 2004
Atg4b No forma estructuras autofagicas en la punta de la raiz. Inoue ez al, 2006.
Inhibicion de la formacion de cuerpos que contienen rubisco.
No hay formacién del complejo Atg5/12. Suzuki e# al., 2005.
Deficiente Atgh 3 3 et qrof
Senescenc1a.pr,ematura bajo condiciones limitantes de luz, Thompson et al,, 2005.
carbono o nitrégeno.
Esterilidad masculina. Fujiki ez al,, 2007.
Deficiente Atg6 Senescencia temprana, sensibilidad a HR-PCD. Patel y Dinesh, 2008.
Defectos en el desarrollo y en germinacién del polen. Harrison y Olsen, 2008.
Defehente A7 Hipersensibilidad a deficiencia nutricional y senescencia Doelling ez aZ,, 2002.
prematura.
Transgénica Atg8 Expresion 1ndu(-:1d.a ppr carencia de nutrientes, estrés Slavikova ez al, 2005.
conduce a envejecimiento prematuro.
Clorosis acelerada bajo condiciones de inanicién nutricional. = Slavikova ez 4/, 2008.
Deficiente Atg9 Defectos en germinacién y senescencia de hojas acelerada.
Disminucién en la acumulacién de autofagosomas, seguida Inoue ez al, 2006.
del tratamiento con E64c.
Sene.sc?naa temprana y PCD. Hipersensibilidad a carencia Phillips ez al, 2008.
Deficiente Atg10 de nitrégeno y carbono.
No se forma el complejo Atg5/12. Suzuki ez al., 2005.
Tramnsséuien Azide Hipersensibilidad a deficiencia de sacarosa y nitrégeno. Xiong et al,, 2005.

Senescencia prematura.

recombinantes relacionadas con la autofagia (ATG)
y la proteina verde fluorescente (GFP) y también
el uso del colorante monodensilcadaverina (MDC).
Estos marcadores por su especificidad en el marcaje
de autofagosomas, han permitido la deteccién rapida
de la autofagia en células vegetales (Liu y Bassham,

2012).

5.3. Sistemas de conjugacién tipo ubiquitina
que participan en la autofagia

El primer mecanismo de autofagia observado
en levaduras fue el sistema de conjugacién tipo

ubiquitina que involucra dos proteinas: Atg8 vy
Atgl2. Después de que Atg8 es sintetizada, su
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extremo carboxilo terminal es cortado por la proteasa
de cisteina, Atg4, para exponer un residuo de glicina.
La glicina expuesta es enlazada por Atg7 (enzima
tipo E1) y la Atg8 posteriormente es transferida a
Atg3 (tipo E2). Finalmente, la proteina Atg8 es
conjugada al lipido de membrana fosfatidil etanol
amina (PE). Por otra parte, Atgl2 también es
activada por Atg7 y transferida a la enzima Atgl0
(tipo E2) y finalmente conjugada con Atg5. El
conjugado Atgl12-Atg5 interacciona con la proteina
Atgl6, para formar el complejo Atgl2-Atg5-Atgl6,
esencial para la autofagia. Asi, el conjugado Atg8-
PE y el complejo Atgl2-Atg5-Atglé se localizan
en la estructura pre autofagosomal (doble membrana
que encapsula la carga autofigica, PAS), y después
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de la induccién de la autofagia se encuentran en
el fagéforo en expansién. El conjugado Atg8-PE
muestra una localizacién semejante en el interior y
exterior de la membrana del autofagosoma, mientras
que el complejo Atgl2-Atg5-Atgl6 se asocia
principalmente con la membrana externa (Yang y
Klionsky, 2009).

En Arabidopsis, el sistema de conjugacién estd
conservado (Fig. 5.2), pero a diferencia de los
genes simples A7G8, ATG4y ATGI12 de levadura,
Arabidopsis contiene nueve miembros de la familia
AtATGS (a-i), dos de la familia A24ATG4 (a-b), y
dos para AtATGI12 (a-b) (Doelling et al., 2002).
En una linea doble mutante Aratg4a Atag4b, los

ATG12

— (=]

autofagosomas no pueden formarse, lo que indica
que tanto en levadura como en plantas At4ATG4 es
esencial para la autofagia. Ademads, se ha determinado
la existencia de un sistema de conjugacién tipo
ubiquitina de AtATG8 con PE en Arabidopsis, en
donde el extremo carboxilo terminal de AtATGS
es cortado por AtATG4 para unirse a una enzima
tipo E1, AtATG?7, posteriormente transferida a una
enzima tipo E2, AtATG3 y finalmente conjugada al
PE (Yoshimoto ez al., 2004).

Por otro lado, los componentes del sistema de
conjugaciéon AtATG12 han sido caracterizados
en Arabidopsis, estos miembros muestran una

redundancia funcional, sin embargo AtATGI12b

| ATG8 [0

—— ATG7
||| S ATGS
(o2 )— (o7
r——
E2 ATGE | wwmm=| ATG7
E2

ATG10 —+—
. e — ATG? o — ATGa

(rez2 ] — ((areie | g

G —

ATG16 ?

~

-| ATG16 I

[ arG12 |

- ATG4 I

Figura 5.2. Sistemas de conjugacién tipo ubiquitina en Arabidopsis thaliana. A la derecha se muestra el sistema de conjugacion AtATGS
donde esta proteina por una serie de reacciones al final es conjugada a la fosfatidiletanolamina (PE). Los circulos naranjas con las Xs representan
la secuencia carboxilo terminal de la AtATGS. Del lado izquierdo, se observa el sistema de conjugacién AtATG12, donde esta tltima se une a una
enzima tipo E1, AtATG7 y después ambas son transferidas a una enzima tipo E2, AtATG10 para finalmente conjugarse con AtATGS5. El complejo
AtATG12-AtATGS puede también funcionar como una enzima tipo E3 durante la conjugacién de AtATGS-PE y si interacciona con AtATG16
formard el complejo ATG12-ATG5-ATG16 (como en levaduras). No se sabe si este tltimo es capaz de funcionar como una enzima tipo E3 (lineas

discontinuas) (Tomada de Liu y Bassham, 2012).

57



participa durante la autofagia basal, mientras que
AtATG12alo hace durante la autofagia inducida. Las
mutantes para Atatg5, Atatg7, Atatgl0y Atatg12al2b
mostraron defectos en el mecanismo de autofagia,
observindose fenotipos de senescencia temprana
e hipersensibilidad en condiciones limitadas de
nutrientes; lo que sugiere un sistema de conjugacién
ATG12 conservado y esencial para la via de autofagia

vegetal (Chung ez 4/, 2010).

5.4. Complejo PI3K involucrado en la
autofagia

En células animales, se ha propuesto que la membrana
del autofagosoma se deriva del reticulo endopldsmico,
de la mitocondria y de la membrana plasmatica. El
complejo PI3K es funcional en la autofagia durante
la nucleacién del autofagosoma y para la localizacién
de la PAS y consta de la cinasa serina/treonina PI3K

InR

o

1.Y294002
Wortmanina

3MA

PtdIns

3-cinasa

Rapamicina—( Tor

[ p70S6k /) 4

Rheb TP
Nutrientes
\ NS

clase III conocida como Vps34, cuya actividad es
regulada por la proteina Beclina 1. Por otra parte,
Vps15 es requerida para la asociacién de Vps34 con
la membrana; donde Atgl4 se conecta a Vps34. El
complejo PI3K recluta proteinas como la Atgl8y la
PAS en la regién de la membrana rica en fosfatidil
inositol 3 fosfato (PI3P), el cual es el producto de la
cinasa PI3K (Fig. 5.3) (Yang y Klionsky, 2009).

En Arabidopsis, sélo se ha identificado una
PI3K que pertenece a la clase II1 (42VPS34), 1a cual
participa en diversos procesos de desarrollo. Por
otra parte, AtG6 (Beclina 1 en mamiferos) regula
al complejo PI3K para producir PI3P, fosfolipido
involucrado en la nucleacién de la vesicula autofdgica.
Para AtG6 solo un gen ha sido reportado y se ha
observado que la proteina colocaliza con las AtATGS
en los autofagosomas. Asimismo, la mutante azg6,
incrementa la produccién de antocianinas, disminuye
la longitud de la raiz primaria, muestra senescencia

Class] ~ 3./ A1+/PKB PDK1

Tsci

GDP

(YPS3alypsis)

\ v

(A1g)

Autofagia

Figura 5.3. Participacién de la cascada PI3K/TOR en el proceso de autofagia. En células animales, la PI3K clase I es estimulada en respuesta
a la unién de un ligando (insulina) al receptor de insulina (InR). El PIP3 (fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato) generado en la membrana plasmdtica
permite la unién y activacién de PDKI1 (proteina cinasa dependiente de fosfoinositidos) y de Akt/PKB. Akt inhibe la actividad GTPasa del
complejo proteico TSC1-TSC2, lo que permite la estabilizacién de la GTP Rheb, la activacién de TOR y la inhibicién de la autofagia. En
condiciones ricas de nutrientes, la activacién de TOR inhibe la autofagia para regular el nivel homeostético, mientras que en inanicién, la
inactivacién de TOR favorece la induccién de la autofagia. Se ha determinado la participacién de las cinasas PI3K y TOR en el proceso de autofagia
mediante estudios farmacoldgicos con el uso de inhibidores como LY294002, wortmanina y 3-Metil adenina para PI3K y rapamicina para TOR

(Modificado de Klionsky, 2005).
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prematura, enanismo, menor nimero de flores y baja

fertilidad (Qin ez a/., 2007).

5.5. Factores que inducen la autofagia

El estrés abiético mds comun que induce el proceso
de autofagia es la deficiencia de nutrientes, debido a
que dicho proceso es requerido para la movilizacién
de nutrientes, aunque también se ha involucrado al
estrés oxidativo (Xiong e# al., 2007). Ademas, se ha
determinado la participacién de la autofagia en la
tolerancia de las plantas a sequia y estrés salino, lo
que implica a la autofagia en la remocién de proteinas
y organelos dafiados durante tales condiciones. Por
otro lado, una proteina inducida por el 4cido abscisico
(AtTSPO), se degrada por la via de la autofagia,
sugiriendo su participacién en respuestas al dcido
abscisico (Liu y Bassham, 2009; Vanhee ez 4/, 2011).

Debido a que la deficiencia de nutrientes
(carbono y nitrégeno) puede activar la autofagia,
esa condicién ha sido usada para su induccién en
plantas. Durante la deficiencia de nutrientes, ocurre
la formacién de autofagosomas y la degradacién de
materiales citopldsmicos en los compartimientos
liticos de cultivos de células vegetales. Mutaciones
en genes de la familia 47'G inducen la expresién
de marcadores de senescencia, indicando que las
condiciones limitantes de nutrientes aceleran la
senescencia. En conjunto se sugiere que la autofagia
sirve como un nucleo del sistema regulador que
facilita el suministro de nutrientes bajo condiciones
de inanicién (Rose e al., 2006).

5.6. Autofagia en el desarrollo vegetal

Debido a que la autofagia recicla materiales
citopldsmicos, es comprensible que funcione durante
la senescencia y la germinacién, ejemplo de esto es
el reciclamiento del nitrégeno, el cual se encuentra
contenido en un 80% en los cloroplastos. Durante
la senescencia, las plantas reciclan el nitrégeno
de las hojas viejas hacia los érganos en desarrollo
(Guiboileau ez al, 2010). Otro ejemplo de la
participacién de la autofagia durante el desarrollo,
es la germinacién, donde las plantas sintetizan
grandes cantidades de proteinas en las semillas y las
conservan en vacuolas de almacenamiento; después
de la germinacién, dichas proteinas son degradadas
para aportar nutrientes para el crecimiento de los
nuevos 6rganos en formacion (Ibl y Stoger, 2012).

La muerte celular programada (PCD, de sus
siglas en inglés) es un mecanismo importante que
controla el crecimiento y desarrollo. También actda
como una respuesta de defensa a varios estreses
ambientales en organismos eucariontes. En plantas, la
PCD es esencial para una gran cantidad de procesos
de desarrollo, incluyendo la especificacién de érganos
florales, la diferenciacién del xilema y la senescencia
de hojas. Estudios de las interacciones planta-
microbio han mostrado que la respuesta hipersensible
disparada por la infeccién de los patégenos, también
es una forma de PCD. La autofagia es un mecanismo
que facilita la supervivencia celular en respuesta
a estreses bidticos y abiéticos y controla la PCD
mediante la degradacién de componentes celulares
téxicos (Kwon y Park, 2008).

Asimismo, se define a la autofagia como un
mecanismo de sobrevivencia que protege a las células
contra condiciones ambientales desfavorables tales
como carencia nutricional, infeccién microbiana
por patégenos, estrés oxidativo y la eliminacién
de proteinas dafiadas. Sin embargo, a menudo se
observan estructuras autofigicas dentro de células
danadas y cuando se hiperactiva la autofagia por la
sobreexpresién de proteinas ATG, ésta conduce a
la muerte. Aunque a niveles fisiolégicos la autofagia
suprime la PCD promueve asi, la sobrevivencia
celular y la adaptacién al estrés. Lo anterior indica
que la autofagia puede participar en dos mecanismos
opuestos: el de sobrevivencia y muerte celular, ambos
regulados por el grado de activacién de dicho proceso.
Existe un gran nimero de evidencias que muestran
que la sobrevivencia o la muerte celular dependiente
de la autofagia estdn sujetas a una estrecha regulacién
que responde a las condiciones ambientales, estadio
de desarrollo y tipo celular (Maiuri e# al., 2007; Scott
et al.,2007).

5.7.Regulacién de la autofagia de forma
dependiente o independiente de TOR

La cinasa blanco de la rapamicina (TOR), es un
miembro de la familia de las PI3K que fosforila los
residuos serina/treonina de sus proteinas blanco.
TOR fue identificada como el blanco directo del
complejo rapamicina-FKBP12, que en conjunto
bloquea la actividad de TOR, la cual es esencial
para la progresién a través de la fase G1 del ciclo
celular. Estudios posteriores han identificado un
amplio rango de procesos celulares dependientes
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de TOR, incluyendo la traduccién, la transcripcién,

el transporte de nutrientes, la endocitosis,

la acumulacién de glucégeno y la autofagia
(Wullschleger ez al., 2006). En levaduras dos genes
TOR han sido identificados, mientras que las plantas,
animales y otros eucariontes s6lo presentan un gen.
En levaduras y animales, TOR forma dos complejos
funcionales diferentes, TORC1 y TORC2. Este
altimo, controla el crecimiento celular regulando la
polarizacién del citoesqueleto de actina de manera
independiente a rapamicina, mientras que TORC1
es sensible a rapamicina y regula el crecimiento
celular promoviendo la traduccidn, la transcripcién,
la biogénesis ribosomal y controla negativamente la
autofagia (Diaz-Troya et al., 2008).

TOR funciona como un sensor nutricional;
bajo condiciones limitantes de nutrientes disminuye
su actividad, lo que resulta en la remocién de
transportadores de nutrientes de la superficie
celular y conduce a una posterior disminucién en la
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disponibilidad de ellos (Edinger, 2007). La pérdida
del suministro de nutrientes externos es compensada
por un aumento en la produccién de nutrientes de
almacenes intracelulares via autofagia (Fig. 5.4).
Este proceso catabdlico procede a niveles basales,
en casi todas las células eucariontes para proveer
de una funcién de auto-renovacién, que parece ser
especialmente importante en células altamente
activas y de larga vida como las neuronas. Nutrientes,
estreses oxidativo y energéticos dan como resultado
una induccién marcada de la autofagia en la mayoria
de los tipos celulares para mantener la sobrevivencia
celular bajo condiciones adversas. El papel central de
TOR como regulador de la autofagia en respuesta
a distintos estreses ha conducido al estudio de los
mecanismos por los cuales la sefializacién por TOR
suprime la autofagia (Chang ez al., 2009).

En plantas, especificamente en Arabidopsis, se
determiné mediante lineas de baja expresién de TOR
que la autofagia es inducida de forma constitutiva.

Carga autofagica

P

Lisosoma

Autofagosoma

Figura 5.4. Maquinaria molecular de la autofagia. En células animales, el complejo ULK que comprende ULK1/2-Atg13-FIP200-Atg101,
es responsable de la iniciacién de la autofagia, en respuesta a niveles energéticos bajos. La formacion de la doble membrana dentro del citosol
requiere la accién del complejo Vps34 (formado por Vps34-Vpsl5, Beclina-1-Barkor). La actividad de PI3K de la clase III es requerida para la
formacion del fagéforo. El crecimiento de la vesicula envuelve una porcién del citosol, formando un autofagosoma. En el paso final de este proceso,
el lisosoma se fusiona con el autofagosoma, liberando hidrolasas lisosomales en el interior, lo que resulta en la degradacién del contenido de la

vesicula (Modificada de Fleming ez al., 2011).
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Por otra parte, en el alga verde Chlamydomonas
reinhardtii se encontré6 que la rapamicina induce
la autofagia debido a la inhibicién de TOR. En
conjunto, estos estudios proporcionaron evidencias
de la participacién de TOR, en plantas al igual que
en otros eucariontes, en la regulacién negativa del
proceso de autofagia (Liu y Bassham, 2010; Pérez-
Pérez et al., 2010).

El mecanismo molecular que se conoce sobre la
regulacién de la autofagia por TOR en levaduras es el
siguiente: TORC1 regula al complejo Atgl-Atgl3-
Atg17 de manera dependiente del estatus nutricional.
Bajo condiciones normales, TORC1 se encuentra
activa y fosforila a Atg13; esta forma hiperfosforilada
tiene baja afinidad por Atgl y Atgl7. En inanicién
o por tratamiento con rapamicina, TORC1 es
inactivada, lo que provoca la desfosforilacién de
Atgl3. Esta ultima forma tiene una alta afinidad
por Atgl y Atgl7 y la actividad de cinasa de Atgl
es promovida después de su interaccién con Atgl3
y Atgl7, conduciendo con ello a la induccién de la
autofagia (Kamada ez a/., 2000).

Investigaciones en Arabidopsis han identificado
un sistema de autofagia con un mecanismo similar
al de metazoarios (Bassham, 2009). Los elementos
caracterizados a la fecha, incluyen al sistema de
conjugacién ATG8/ATG12, algunos componentes
del complejo PI3K como ATG6 (Beclina 1 en
mamiferos) que media la nucleacién de la vesicula
y del complejo transmembranal ATG9/ATG2/
ATG18, el cual estd involucrado en la promocién
de la expansién del fagéforo y finalmente elementos
que participan en la via de conjugacién que decora a
la membrana del fagéforo con las proteinas ATGS8
y ATGI12 ligadas a PE y a la proteina ATGS5
respectivamente (Suttangkakul ez aZ,2011).

En levaduras y animales, existen reportes de otras
vias de sefalizacién que regulan la autofagia. Un
ejemplo de ello, es la proteina cinasa de mamiferos
activada por AMP (AMPK) y su homélogo en
levaduras SNF1, las cuales han sido relacionadas
con la regulacién de la autofagia (Yang y Klionsky,
2009). En plantas, cinasas relacionadas a SNF1/
AMPK (SNRKs) también han sido identificadas.
En Arabidopsis, se observé que la SNRK-AKIN10-
indujo la expresién de varios genes de autofagia,
sugiriendo con ello un papel conservado de la AMPK
en la regulacion de la autofagia en plantas (Baena-
Gonzilez et al., 2007).

Recientemente  se  identificaron  catorce

compuestos que inducen y siete que suprimen la
autofagia y que funcionan de forma independiente
a la via de la cinasa TOR. Estos compuestos parece
que actian sobre una gran variedad de blancos
funcionales que incluyen: agonistas del receptor de
imidazolina y antagonistas de los canales de calcio
tipo L y las calpainas. Sin embargo, adn faltan
estudios para conocer la via de sefializacién que activa
la maquinaria de autofagia de forma independiente a

TOR (Fleming ez al., 2011).

5.8.Métodos de estudio de autofagia en
plantas

Existe una gran variedad de técnicas para monitorear
y evaluar la autofagia. A continuacién se describen
algunas de estas metodologias:

»  Lamicroscopia electrénica. Esta técnica favoreci6
la caracterizacién de la autofagia y atn continda
siendo una de las mds utilizadas para el andlisis

de este proceso (Ashford y Porter, 1962).

»  Marcadores moleculares. Consiste en el uso
de proteinas que participan en el proceso de
autofagia o que se degradan por medio de este
proceso, por lo que se han empleado para el
monitoreo de la actividad autofigica. Ejemplos
de ella son plantas transgénicas que expresan
marcadores moleculares (He e£ a/, 2009).

» Deteccion de ATG6 y PI3K. Estos son
marcadores maestros del proceso, debido a que
la primera regula al complejo PI3K de la clase
III, el cual produce PI3P (involucrado en la
nucleacién de vesiculas autofigicas); la proteina
recombinante entre la fusién de ATG6 con la
verde fluorescente (GFP) puede ser cuantificada
y analizada por microscopia confocal (Vieira ez

al., 2001).

»  Pruebas de actividad vacuolar. Estas se realizan
con colorantes especificos de compartimentos
dcidos como los autofagosomas y la vacuola
debido a su contenido de enzimas hidroliticas,
los cuales al tefiirse permiten el andlisis de la
induccién autofigica (Moriyasu ez al, 2003;
Kanazawa ef al., 2004; Contento ef al., 2005).

» Degradacién de proteinas de larga vida
dependiente de la autofagia. La determinacién

de este pardmetro es un método eficiente para
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monitorear los niveles de autofagia en las células

(Mitou et al., 2009).

»  Usodeinhibidores delaautofagia. Principalmente
se utilizan los bloqueadores de la cinasa PI3K
como la 3-metiladenina, el LY294002 y la
wortmanina (Mitou ez al., 2009).

» Uso de las fuentes de nitrégeno y de carbono
marcadas radioactivamente. En combinacién
con tratamientos de limitacién nutricional, nos
permite la cuantificacién de la induccién de la
autofagia (Nelson ez al., 2007).

5.9. Conclusiones y perspectivas

La autofagia es una via que regula el reciclamiento
de constituyentes intracelulares necesarios para
el crecimiento, desarrollo y sobrevivencia bajo
condiciones limitadas de nutrientes (carbono vy
nitrégeno). Es una ruta evolutivamente conservada
en todos los eucariontes incluyendo las plantas. Genes
de autofagia identificados en levaduras (47G) estin
presentes también en plantas, lo que facilita el estudio
de esta via en vegetales. Por otro lado, mutantes en
genes ATG han sido caracterizadas; la mayoria de
ellas muestran alteraciones como una senescencia
temprana e hipersensibilidad a condiciones de
inanicién nutricional. Ademds, la autofagia ha sido
considerada ampliamente como una maquinaria
simple de reciclamiento en las células. Sin embargo,
los datos que se han acumulado sugieren que dicha
via es mucho mis compleja, al regular una amplia
variedad de respuestas biol6gicas. La identificacién
de genes A7TG en levaduras y plantas, junto con el
desarrollo de sistemas del monitoreo de la autofagia,
ha permitido el andlisis espacial y temporal de
los procesos autofigicos, lo que ha contribuido
ampliamente a la diseccién del proceso. Estos
estudios han revelado los papeles biolégicos de la
autofagia en el reciclamiento de nutrientes, respuestas
a muerte celular programada, adaptaciones a estreses
ambientales y biogénesis de la vacuola. Por otro lado,
se ha determinado en plantas que TOR, al igual que
en levaduras y animales, regula negativamente la
autofagia; esto se ha inferido debido a la presencia
de algunos componentes del complejo TOR y de
sus sustratos en dichos organismos. Sin embargo, en
plantas las sefiales rio arriba y los sustratos rio abajo
que controlan la autofagia permanecen desconocidos.
Finalmente, aunque existe un gran progreso en el
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conocimiento de la autofagia, muchas preguntas
quedan por ser elucidadas, por lo que se necesitan
estudios sobre la estructura y funcién de las proteinas
ATG, el control de la sefializacién y las bases de
los mecanismos que ocasionan defectos fisiolégicos
asociados con la activacién de la autofagia.
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Proteinas reguladoras del
crecimiento y desarrollo vegetal

Ma. Elena Mellado-Rojas, Ricardo Santillin-Mendoza y Elda Beltran-Pefia

Debido a su naturaleza sésil, las plantas han desarrollado una capacidad de adaptacién
a las condiciones dindmicas propias del medio ambiente, lo que se traduce en una
plasticidad que les permite alterar programas de desarrollo y metabolismo. La formacién
de estructuras callosas a partir de casi cualquier tipo de tejido es una forma de adaptacion.
El cultivo de callos in vitro como una herramienta en los estudios de diferenciacién de
tejidos y propagacién, permitié mostrar los requerimientos nutricionales y hormonales
(reguladores de crecimiento) indispensables en la sefializacién de los procesos de
crecimiento y desarrollo, que son transmitidos por una comunicacién célula-célula.
Recientemente, se ha investigado el papel que tiene la sefializacién de estos procesos por
medio de péptidos, ya que una parte de esos péptidos son secretados y actian con sefiales
locales que median la comunicacién célula-célula. Andlisis bioquimicos y genéticos de estas
moléculas, han determinado su participacién en el crecimiento y desarrollo vegetal. Los
receptores especificos para varios péptidos han sido identificados como proteinas cinasas
de localizacién membranal y representan la familia de receptores mds amplia en plantas.
Estos hallazgos muestran la importancia de la sefializacién por péptidos en la regulacién
del crecimiento vegetal, funciones que habian sido atribuidas a la accién de pequefios
compuestos lipéfilicos conocidos como fitoreguladores vegetales tradicionales. En este
capitulo se analizan los avances en el conocimiento de los péptidos biolégicamente activos
en plantas.



Capitulo 7. Mecanismos del crecimiento unidireccional de estructuras celulares

7.1.Introduccién

El desarrollo de organismos multicelulares como
animales y plantas a partir de una célula (cigoto)
requiere que la expresién genética espacial y
temporal se lleve a cabo correctamente. En estos
organismos las células individuales también
requieren ubicar su posicién a partir de su ambiente
celular, lo que les permite coordinar patrones de
divisién y diferenciacién adecuadamente. Los
procesos anteriores son coordinados por sistemas de
sefializacion celulares. En animales la comunicacién
intercelular es mediada principalmente por péptidos
pequefios y en menor grado por esteroides (Li,
2001). En plantas la mayor parte de la comunicacién
celular conocida estd mediada por fitohormonas,
tales como auxinas, citocininas, etileno, giberelinas,
dcido abscisico, brasinoesteroides y dcido jasménico.
Estos metabolitos secundarios usualmente actdan
como sefiales a larga distancia para permitir la
comunicacién celular en respuesta a cambios internos
y externos. Es interesante cémo un nimero tan
pequefio de compuestos quimicos, pueden regular la
gran diversidad de respuestas celulares que se llevan a
cabo en las plantas.

Otrosestudios han mostradoun entrecruzamiento
de sefales entre las hormonas vegetales; por ejemplo,
se observé que la mutante resistente a auxinas
axrl de Arabidopsis también presentaba resistencia
al etileno y que la mutante insensible al etileno
eir2 (también conocida como pin2, agrl y wav6)
mostraba respuestas deficientes a las auxinas, por
lo cual, se propuso que interacciones combinadas

entre las fitohormonas podian proporcionar nuevas
actividades que no eran observadas cuando las
hormonas individuales se afiadian exdégenamente
y ello podria de alguna manera explicar cémo un
pequefio nimero de moléculas podian coordinar el
desarrollo vegetal (Lindsey ez al., 2002).
Posteriormente, se encontré que otra clase de
moléculas que habian sido consideradas especificas
de animales, como derivados de esteroides, esteroles
y lipidos también presentaban propiedades de
sefializacién importantes en los sistemas vegetales. El
¢éxido nitrico (ON), se identificé en plantas como una
sefial en las respuestas de defensa contra patégenos,
pero lo més controversial fueron las evidencias del
papel de los péptidos en la sefializacién de plantas.

7.2.Péptidos de senalizacién en plantas

Hasta la fecha se han identificado varios péptidos
secretados y sus receptores en plantas (Matsubayashi
y Sakagami, 2000; Boller, 2005; Matsubayashi y
Sakagami, 2006). Los péptidos reportados fueron de
tamafo pequefio (usualmente <20 aa. en su forma
maduray rara vez mayores a 120 aa. como precursores)
con bajas concentraciones fisiolégicas (rango nM), lo
que dificultd suidentificacién. Ademds, microarreglos
y otras herramientas disefiadas para la identificacién
de genes expresados diferencialmente no han sido de
gran utilidad para la caracterizacién de los péptidos
de sefializacién, debido a que genes pequefios son
a menudo pasados por alto o no representados
adecuadamente en los microarreglos y los enfoques

Tabla 7.1. Péptidos de senalizacién en plantas (Modificado de Lindsey ez al., 2002).

Clase de pétido Especies Funcion Referencia
CLAVATA 3 Arabidopsis g;igczrlnza“o“ del meristemo Fletcher et al.,, 1999
ENDO40 Leguminosas y arroz Nodulacién de la raiz van de Sye et al.,, 1996
Fitosulfocinas Espa?ragof arrozy Division celular Yang et al.,, 2000

Arabidopsis
POLARIS Arabidopsis Expansion celular Yang et al., 2000
RALF Tomate, tabaco y alfalfa Desconocida Ryany Pearce, 2001
SCR Familia Brassicaceae Auto-incompatibilidad Schopfer et al, 1999
Pearce et al.,, 1991;
Sistemina Tomate, papa, tabaco, Respuesta sistémica a herida

pimiento

Constabel et al., 1998
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utilizando algoritmos para la prediccién de genes,
no interpretan correctamente los marcos de lectura
abiertos para dichos péptidos (Olsen ef al, 2002;
Murphy e al., 2012). Estos péptidos juegan papeles
muy importantes en la comunicacién célula a célula
en una gran cantidad de procesos biolégicos (Tabla
7.1); por ejemplo, la sistemina que estd involucrada en
la respuesta al daflo, las fitosulfocinas que regulan la
divisién celular, la proteina rica en cisteina del locus S
(SCR) que participa en la interaccién antera-estigma
y la ENDO40 que estd involucrada en el desarrollo
de los nédulos (Fiers ez al., 2007).

Por otra parte, se han acumulado evidencias que
indican que los péptidos secretados estin sujetos a
diversas modificaciones post-traduccionales, tales como

'
'
'
N v

hidroxilacién de prolina, arabinosilacién de hidroxiprolina
y sulfatacion de tirosina (Fig. 7.1) (Ito ezal., 2006; Kondo
et al., 2006; Ohyama ez al., 2008; Ohyama ez al., 2009;
Matsusaki ez al,, 2010).

7.3. Sistemina

El primer péptido vegetal donde se mostré una
actividad de sefializacién fue la sistemina, aislada
del jitomate (Lycopersicon esculentum) e identificada
como un componente de la respuesta sistémica al
dafio mecdnico ocasionado por insectos (Pearce ez
al., 1991). En respuesta a tal dafio, la planta activa
la transcripcion de genes que codifican para las
proteinas de respuesta al daio SWRPs, las cuales se

Expresion del péptido

de senalizacion
e S e e

C

| Preproteina

N

Péptido seiial

Corte del péptido seial
1

Modificacién pgst-traduccional

Procesamiento proteolitico
del precursor

v

Péptido maduro

Péptidos pequefios modificados post-traduccionalmente

I Cys Cys Cys Cys Cys Cys ]

Formacion de puente disulfuro
v

c-C
c-C

L-arabinosa

c-C
Péptido maduro

Péptidos ricos en cisteina

Figura 7.1. Modificaciones post-traduccionales y procesamiento de péptidos de sefializacién. Después de la entrada del propéptido codificado
por un mRNA a la via secretora, el péptido sefal hidrofébico localizado en el extremo N-terminal es cortado por una peptidasa. Péptidos
pequefios modificados post-traduccionalmente y ricos en cisteina siguen diferentes vias para producir una proteina activa. Todos los péptidos
pequenos modificados post-traduccionalmente descubiertos en plantas hasta este momento sufren una o mds de los tres tipos de modificaciones
post-traduccionales: sulfatacién en tirosina (amarillo), hidroxilacién en prolina (rojo), y/o arabinosilacién en hidroxiprolina (verde). El corte
proteolitico de los péptidos modificados a partir de la secuencia precursora completa la activacién. Los péptidos ricos en cisteina muchas veces
no requieren procesamiento proteolitico del precursor y su activacion es completada por la formacién de puentes disulfuro entre los residuos de
cisteina del péptido conservado, lo que le proporciona una conformacién activa (Modificado de Murphy ez al., 2012).
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acumulan no solo en la hoja dafiada sino en las no
dafiadas localizadas en otra parte de la planta (Fig.
7.2). Para la transmisién de dicha sefial se propusieron
dos candidatos: un fragmento de pectina pequefio,
producto de la pared dafiada y otro el péptido de
18 aminodcidos, la sistemina que se moviliza en la
planta a través del floema y es biolégicamente activa
a concentraciones fentomolares. El péptido de 18 aa.
de sistemina no es el producto de traduccién primario
de su gen. EI cDNA de jitomate codifica para una
preproteina de 200 aa., la prosistemina, considerada
el precursor de la sistemina. Interesantemente, la
ruptura para obtener este wltimo péptido no es un
requisito para su actividad, ya que ambas formas son
activas (Dombroski ez al, 1999; Vetsch ez al., 2000),
a diferencia de otras proteinas -CLEL y GOLVEN-
que se revisardn posteriormente.

También han sido purificados candidatos a
receptores de la sistemina en la membrana plasmatica del

jitomate (Meindlezal,1998; Scheery Ryan,1999) y se ha

Activacion sistémica
de genes de defensa

Translocacion
sistémica

Herida mecanica
a hojas

Preproteina: 165 aa

B N .

Figura 7.2. Activacién sistémica de genes relacionados a defensa.
En especies solandceas, la activacién sistémica estd mediada por una
sefial transmisible de la hoja dafiada a otras. El péptido sefial mévil
de 18 aminodcidos, sistemina, ha sido identificado en varias especies,
incluidas el tomate, la papa y el pimiento y es generado por la ruptura
de la proproteina de 200 amino4cidos, prosistemina. En tabaco, se ha
identificado una preproteina de 165 aminodcidos que da lugar a dos
péptidos de 18 aminodcidos distintos: Tob Sys I (guinda) y Tob Sys II
(rojo). La secuencia sefial estd representada en color verde (Modificada
de Lindsey et al., 2002).

sugerido que preproteinas de tabaco son secretadas como
“prohormonas”, las cuales son procesadas para generar
péptidos de sefializacion involucrados en las respuestas
sistémicas al dafio. Si bien, tales prohormonas ya habian
sido identificadas en animales y levaduras, este fue el
primer ejemplo de dichas proteinas en plantas.

7.4.Factor ripido de alcalinizacién (RALFs)

Durante una investigacién sobre la sistemina en
tabaco, se descubrié otro péptido no relacionado con
la sistemina que alcalinizaba el medio de cultivo en
suspensién mds rdpido que la primera. Este factor fue
denominado RALF de las siglas Rapid ALKkalinization
Factor (Tabla 7.2). Los péptidos RALF fueron
purificados primero de hojas de tabaco utilizando el
ensayo de alcalinizacién de las células en suspension,
obteniéndose asi la secuencia amino terminal del
péptido. Esta secuencia permitié la identificacién
de un cDNA completo, el cual mostraba que RALF
codificaba para una preproteina de 115 aa, que al
procesarse liberaba a un péptido activo de 49 aa. a
partir del extremo carboxilo terminal.

Al principio se propuso que RALF podria
participar en defensa, debido a que éste al igual que
la sistemina inducia la alcalinizacién del medio y
la activacién de la cascada MAPK, sin embargo,
posteriormente se mostré que RALF funcionaba
como un regulador negativo del crecimiento vegetal
(Bedinger ez al, 2010). En cuanto a los mecanismos
de accién de RALF, se ha observado que dichas
proteinas afectan procesos celulares que incluyen
el flujo de protones y activacién de la via MAPK,
asi como también el incremento en los niveles de
especies reactivas de oxigeno y de Ca** citopldsmico
(Pearce et al.,2001; Wu ez al., 2007; Haruta ez al., 2008;
Srivastava ez al., 2009).

7.5. Familia de genes SCRy auto incompatibi-
lidad en el género Brassica

Las plantas han desarrollado una gran variedad de
mecanismos estructurales y genéticos para promover
el entrecruzamiento y prevenir la autofertilizacién.
Especificamente, las Brasiciceas, presentan un
mecanismo genético de autocompatibilidad esporifitica
(SI), en el cual los genes que se expresan en el polen
y el estigma determinan si las interacciones polen-
estigma son compatibles (permitiendo la fertilizacién)
o incompatibles (impidiendo el crecimiento del tubo
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polinico y por tanto la fertilizacién). El mecanismo SI
asegura que el polen de la misma planta sea reconocido
y rechazado por el estigma (Brugiere e al., 2000). El
sistema de reconocimiento del polen en Brassica estd
determinado por un simple locus polimérfico, el locus
S.

Las papilas estigmatales expresan dos proteinas
designadas como glucoproteinas del locus S (SLG)
y un receptor tipo cinasa del locus S (SRK). La
identificacién de este ultimo ha permitido proponer
que dicha proteina actia como receptor para el
determinante masculino del SI (péptido que hace
abortar al polen), promoviendo que la cascada de
transduccién de sefiales culmine con el rechazo del
polen. La identidad de los péptidos que causan el
aborto del polen permanecié elusiva, sin embargo,
recientemente se encontré que consiste de una
familia de péptidos pequefios (s 8kDa) que son
proteinas ricas en cisteina del locus S (SCR) (Fig.
7.3) (Schopfer y Nasrallah, 2000).

Estudios de expresién revelaron que los
genes SCR se expresan gametofiticamente en las
microosporas y en el tapete y que las proteinas pueden
difundir entre los granos de polen en desarrollo. Con

el uso de proteinas recombinantes, SRK y SCR
fueron marcadas con reporteras y se mostré que
SCR se enlaza al ectodominio de SRK y que este
enlace es alelo especifico (Kachroo e al., 2001). Esto
indica que SRK 'y SCR acttian como un par receptor-
ligando durante el reconocimiento del polen propio,
con SCR induciendo la autofosforilacién de SRK
(Takayama ez al., 2001).

7.6. Fitosulfocinas

Durante muchos afios las personas dedicadas al
cultivo de tejidos vegetales, han reconocido el
beneficio de los medios condicionados, en los
cuales las células habian sido crecidas previamente,
para el establecimiento de nuevas lineas celulares
particularmente de baja densidad (Street, 1973).
Sin embargo, las bases bioquimicas de los medios
condicionados permanecieron desconocidas, debido
a que dichos medios no podian ser sustituidos por
auxinas ni citocininas. El estudio de los componentes
activos de los medios condicionados, permitié la
identificacién de una clase de péptidos vegetales con
actividad mitética. Un bioensayo para identificar

Tabla 7.2. Estudios funcionales de genes y péptidos RALF (Modificado de Bedinger ez al., 2010).

Especies Tejido ‘ Gen ‘ Actividad Referencias
Péptido exdgeno alcaliniza el medio de
Solanum lycopersicum Hojas SIRALF crecimiento e inhibe el crecimiento de la Pearce et al, 2001
raiz
et Mayoria de los PtdRALF1 Péptido exégeno causa alcalinizacién del Haruta y Constabel,
Hibridos Populos - . . .
tejidos PtdrALF2 ~ medio de crecimiento del cultivo celular 2003
Nicotiana attenuata Raiz y peciolos NaRALF RNAi de ba!a expresién causa raices largas Wu etal, 2007
y pelos radiculares anormales
Sobre expresion causa enanismo y adicion
Arabidopsis thaliana Raices y brotes AtRALF1 exdgena del péptido inhibe elongacién de Matos et al., 2008
hipdcotilo
Medicago truncatula Raices MtRALF1 Sobre expresion presenta menos nodulos y Combier et al., 2008
su desarrollo es anormal
Arabidopsis thaliana Plantulas AtRALF23 Sobre expll*?smn causa enanismo y reduce Srivastava et al., 2009
la elongacién del hipocotilo
Saccharum spp Raizy l‘u’)]as en SuRALF1 Pe‘ptldo exdgeno inhibe el desarrollo del Mingossi et al, 2010
expansion microcallos
Solanum lycopersicum  Polen SIRALF Péptido inhibe el crecimiento del tubo Covey etal, 2010
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los componentes mitogénicos fue desarrollado
en cultivos en suspension de células de Asparagus
officinalis (Matsubayashi y Sekagami, 1996). Los
cultivos celulares de células simples de espdrragos,
obtenidos a partir de las cladodas (tallos parecidos
a hojas), no pueden dividirse eficientemente a
densidades sub6ptimas. Se purificaron fracciones
del medio condicionado y con ello se identificaron
dos factores sensibles a pronasas que promovieron
la divisién celular de los cultivos antes mencionados
a concentraciones de 10% a 10° M, a los cuales se
les denominé fitosulfocinas (PSK-o y PSK-B). Las
proteinas PSK-a y PSK-p son péptidos disulfatados
de cinco y cuatro aa. respectivamente, las versiones
sintéticas de estos péptidos son activas, confirmando
asi su funcién. Al igual que la sistemina, PSK-a
se deriva del procesamiento de un polipéptido
precursor mds largo. Cuatro genes que codifican
para precursores de PSK-a han sido identificados en
Arabidopsis y se designaron como ArPSK1-AtPSK4
(Yang et al., 1999).

7.7. CLAVATA3 y la organizacién del

meristemo apical del brote

En las plantas superiores, el meristemo aéreo es una
estructura dindmica cuyo mantenimiento depende de
la coordinacién de dos procesos antagénicos: iniciacién
de 6rganos y renovacion de la poblacion de las células
fuente. El meristemo apical del brote (SAM) es una
fuente de nuevas células para el desarrollo de hojas y
retiene su cardcter meristemdtico en forma analoga
a las células fuente de animales. Tal organizacién del
SAM estd regulada genéticamente y uno de los genes
involucrados es CLAVATA (CLV), ya que mutantes
de dicho gen en Arabidopsis dan como resultado
una hiperacumulacién de células fuente en la zona
central del dpice del brote, permitiendo con ello el
alargamiento de los meristemos vegetativos y florales.
Especificamente, cada una de las mutante c/vl y c/v3
mostraron un fenotipo de alargamiento de meristemo
similar, y esta caracteristica junto con experimentos
de epistasis, sugirieron que ambos genes funcionan
en la misma ruta, lo cual ha sido sustentado por datos
moleculares (Clark ez al., 1995).

El gen CLVI codifica para un receptor tipo
cinasa que controla el nimero de las células fuente
y la diferenciacién del brote y del meristemo floral
de Arabidopsis (Dievart ef al., 2003). CLV1 presenta
dominios repetidos de leucina extracelulares y un

Grano de polen

Papila estigmatal

Figura 7.3. Determinacién masculina de autoincompatibilidad en
el género Brassica. En este género se encuentra el locus S, que codifica
para una familia de polipéptidos pequenios (<8 kDa) ricos en cisteina
(SCR). Las SCR son producidas en microosporas y se localizan a un
costado del polen y pueden interaccionar directamente con el receptor
tipo cinasa del locus S (SRK) localizado en la papila estigmatal para
distinguir entre polen compatible o incompatible (Modificada de
Lindsey et al., 2002).

dominio intracelular tipo cinasa serina/treonina,
mientras que CLV3 codifica para un péptido seiial de
12 aa, derivado del motivo conservado CLE de CLV3
que promueve la diferenciacién celular (Fiers e# al.,
2007). Ambos CLVI y CLV3 se expresan en el SAM,
donde CLV3 es el ligando para CLV1, por otra parte,
WUSCHEL (WUS) codifica para una proteina que
promueve la formacién y mantenimiento de las células
fuente, donde ocurre su expresién y por lo tanto el
tamafio del meristemo se mantiene constante debido
a una retroalimentacién negativa que involucra a la via
de sefializacién donde participan las proteina CLV1 y
CLV3 (Fig. 7.4) (Brand e al., 2002).

7.8. Factores de crecimiento del meristemo

radicular (RGFs)

Los péptidos secretados son ahora reconocidos como
miembros importantes de la sefializacion intercelular
que coordinan y especifican las funciones celulares
de las plantas. Algunas de las hormonas peptidicas
secretadas sufren modificaciones postraduccionales
complejas que son mediadas por enzimas. Debido a
que tales modificaciones son criticas para la funcién
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Figura 7. 4. Estructura del SAM y los dominios de expresién de
varios genes relacionados a SAM. CLV1 es expresado en las capas L2
y L3 en la zona central (CZ), mientras que CLV3 estd expresado en las
capas L1, L2 y L3 de la misma zona. WUS se expresa solo en la capa
L3 dela CZ. PZ es la zona periférica (Modificada de Fiers et al., 2007).

de las hormonas, la presencia de hormonas peptidicas
no identificadas, deberia poder revelarse a través del
andlisis fenotipico de las mutantes de las enzimas
que realizan tales modificaciones postraduccionales.
La sulfatacién de tirosina es una modificacién
postraduccional que se ha encontrado en varias
hormonas peptidicas animales y vegetales (Moore,
2003). Esta modificacién estd mediada por las tirosil
protein sulfotransferasas (TPST), las cuales catalizan
la transferencia del grupo sulfato a los grupos
fenélicos de la tirosina. En Arabidopsis, la AtTPST
es una proteina transmembranal localizada en el cis-
Golgi, se encuentra como un gen de copia simple y
pérdida de funcién en la mutante £psz7, muestra un
fenotipo pleiotrépico de raiz corta, caracterizado por
una reduccién en el tamafio del meristemo radicular
y pérdida de coordinacién entre la elongacién celular
y la expansién en la zona de diferenciacion (Fig. 7.5)
(Matsuzaki e£ al., 2010).

La disminucién de la expresién del marcador del
ciclo celular CYCBI1;1:GUS indicé que la actividad
meristematica de la rafz de la mutante #pst1 estd
sumamente disminuida, en contraste al maximo de
auxinas en £ps1, visualizado por el marcador DR5:GUS,
el cual fue comparable a la linea silvestre, lo que sugirié
que este fenotipo de raiz corta no estaba asociado con
la distribucién de auxinas. En base a los resultados
anteriores Matsuzaki ez a/. (2010), identificaron a un
polipéptido que contenia un dominio con la secuencia
Asp-Tir y determinaron que el péptido maduro de 13
aa. que portaba una sulfatacion en tirosina derivaba del
extremo carboxilo terminal de la proteina At5g60810.
Para probar si esta ltima era responsable del fenotipo
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de la raiz en la mutante £ps#1, cultivaron a las plantulas
mutantes en medio liquido suplementado con la forma
sulfatada -sintetizada quimicamente- de la proteina
At5g60810, observando la restauracién al fenotipo
silvestre. A este péptido, lo renombraron como factor
de crecimiento meristemdtico de la rafz (RGF).
Estudios complementarios les permitieron demostrar
que los RGFs son una familia de péptidos sulfatados
redundantes, que mantienen post-embrionicamente
el nicho de las células fuente en la raiz a través de la
definicién de los niveles y patrones de expresién del
factor de transcripcién PLETORA (PLT), genes que
se expresan especificamente en el meristemo radicular
y que codifican para factores de transcripcién con
dominio AP2 que median el patrén del nicho de las
células fuente y funcionan independientemente de la
via de las auxinas. La fisiologia y las caracteristicas
moleculares de los RGF's son tales que se les considera

morfégenos (Aida ez al., 2004).

7.9.Péptidos relacionados a CLV3/ERS
(CLEL)

En plantas se han reportado una gran cantidad de
péptidos secretados derivados del procesamiento
proteolitico de proteinas precursoras y que actdan
como ligandos que activan corriente abajo una cascada
de sefalizacion después de enlazarse a receptores
tipo cinasas (RLK) y/o a proteinas receptoras en
la membrana plasmitica. El grupo mds grande de
tales péptidos de 12 y 13 aa. identificados hasta el
momento, denominados CLE por la familia de genes
relacionados a  CLV3/ESR  (Clavata3/Embryo-
Surrounding-Region) (Bonello ez 4., 2000), los cuales
se cree que funcionan como péptidos ligandos y que
regulan la actividad meristemitica en los brotes y la
rafz, asi como también en el tejido vascular (Cock y
McCormick, 2001; Ito ez al., 2006; Kondo ez al., 2006;
Ohyama ez al., 2008; Ohyama ez al., 2009).

En varios estudios, estos péptidos que son
codificados por genes CLE especificos, han sido
detectados en plantas y sus formas sintéticas mimetizan
la sobre expresién de los genes correspondientes (Ito
et al., 2006; Kondo ez al., 2006; Ohyama ez al., 2008
Ohyama e# al., 2009). Todos los precursores CLE
contienen un péptido sefial en el extremo amino
terminal y un motivo de 14 aa. conservado en el
extremo carboxilo terminal (motivo CLE relacionado
a CLV3/ESR), a partir del cual se deriva el péptido
CLE maduro. Un miembro de la familia, CLE18,
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Figura 7.5. Fenotipo del meristemo radicular en la mutante zpst-
1. (A) Plantulas silvestres y mutantes #pst-1 7 dias después de la
germinacién. (B y C) Imdgenes confocales del meristemo radicular
de pldntulas silvestres y zst-1 de 5 dias después de la germinacién.
Las cabezas de flecha indican el final del meristemo radicular. (D y E)
Expresion alos 5 dias del gen reportero de ciclo celular, CYCBI;1:GUS.
(F y G) Hibridacién in situ del marcador especifico de centro
quiescente, WOXS5. Los asteriscos muestran las células expresando a
WOX5. La escala de la barra es (A) 5 mm; (B'y C) 100 yum; (D a G)
50 um (Tomada de Matsuzaki ez al., 2010).

difiere de las otras CLEs en que su motivo CLE estd
posicionado en la regién variable, no en la regién
carboxilo terminal.

La sobreexpresion de CLE18 en Arabidopsis
causa un fenotipo de raiz larga (Strabala e /., 2006),
mientras que un péptido sintético de 12 aa, derivado
del motivo CLE de la regién variable del gen,
suprime el crecimiento de la raiz y causa un fenotipo
de raiz corta. Al analizar la proteina precursora de
CLE18, se identificé una secuencia de 13 aa. en su
extremo carboxilo terminal, como un nuevo motivo
potencialmente responsable del fenotipo de raiz larga
causado por la sobre expresion de CLEIS in planta.
Ademds, se ha observado la participacién de otros
péptidos CLE en varios procesos de desarrollo como

el de las anteras de Arabidopsis, en donde se incluyen
la expresion de CLE1, CLEII, CLE12, CLEI3
durante varias etapas del desarrollo del polen, dentro
de los granulos del polen y en el tapete de las anteras
y CLE2S5, tnicamente expresado en el desarrollo
temprano de las anteras. Por otro lado, CLES se
expresa durante la diferenciacién y proliferacién
del embrién y del endospermo (Jun ez al, 2010).
Recientemente Meng ef a/. (2012), reportaron que a
diferencia de los factores RGFs, los péptidos CLEL
no requieren modificaciones postraduccionales
y funcionan en la regulacién de la direccién del
crecimiento de la raiz y el desarrollo de las raices
laterales.

7.10. GOLVEN, péptido que modula la

distribucién de auxinas

Las fitohormonas pueden sintetizarse y percibirse
en distintos tejidos, de ahi que lleven la informacién
a grandes distancias, ademds las células vegetales
también emplean un repertorio de péptidos que
llevan las sefales a distancias cortas (Butenko ez al,
2009). Estas dos clases de moléculas son importantes
en la modulacién del crecimiento y desarrollo de
plantas y pueden estar involucradas en el mismo
proceso, tal como la elongacién celular (Santner y
Estelle, 2009), el control de la proliferacién celular
(Matsubayashi y Sakagami, 2006) y la organizacién
de los meristemos apical y cambial (Hirakawa ez aZ.,
2008; Matsuzaki ef al., 2010). No obstante se conoce
muy poco de la integracién entre las acciones de las
fitohormonas y la sefializacién de los péptidos en el
microambiente celular.

Las plantas responden a la luz y a la gravedad
cambiando la direccién del crecimiento de los 6rganos
y de las auxinas (reguladores clave en estas respuestas
trépicas) a través de la formacién de gradientes. El
establecimiento de tales gradientes depende a su vez
del transporte polar de auxinas intercelular (PAT), el
cual estd mediado por la familia de acarreadores de
influjo AUX1/LIKE-AUX1 y de los transportadores
de eflujo de la familia PIN-FORMED (PIN)
(Vieten ez al., 2007).

Experimentos con inhibidores quimicos del PAT
(Parry ez al, 2001) y con plantas mutantes en los
genes AUX1, PIN2 y PIN3 (Friml e# al., 2002; Friml
et al.,2003) mostraron una pérdida en la distribucién
lateral de las auxinas después de una estimulacién
gravitropica y una inhibicién en la respuesta a la
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gravedad. El establecimiento y mantenimiento de los
gradientes de auxinas por la red de las proteinas PIN
también controlan la posicién del nicho de las células
fuente, desde la embriogénesis y durante todo el
desarrollo de la planta adulta. Los péptidos vegetales
también se han visto involucrados en la homeostasis
de las células fuente (Sthal y Simon, 2010). Como
mencionamos antes, recientemente se reporté que
una familia de péptidos secretados, los RGFs, se
requieren para el mantenimiento del meristemo
radicular (Matsuzaki ef al., 2010).

La caracterizacién molecular de tales péptidos
maduros revelé que su bioactividad dependia de
una sulfatacién en tirosina. Whitford ez a/. (2012),
reportaron que los genes que codifican para unos
péptidos  pequeios  secretados, denominados
GOLVEN (GLV), modulan la distribucién de las
auxinas y que la desregulacién de las funciones de
los GVL impide la formacién de los gradientes de
auxinas y altera la reorientacién de los brotes y raices
después de un estimulo gravitrépico (Fig. 7.6).

Especificamente los autores mostraron que GLV
modula la dindmica del trifico del acarreador de
eflujo de auxinas, PIN2 involucrado en la respuesta
trépica de la raiz y la organizacién meristematica,
siendo uno de los primeros reportes que enlazan
la accién local de los péptidos secretados con los
transportadores de las auxinas.

amiRgliv1
¥ 4

7.11. Insulina

En la mayoria de los eucariontes se ha demostrado
que la cascada de transduccién de sefiales conservada
evolutivamente, PI3K/TOR/S6K, regula el crecimiento
y la proliferacién celular. Esta cascada finaliza con la
activacién del aparato traduccional de la célula, el
cual selectivamente induce la traduccién de mRNAs
ribosomales y estimula la transicion de las fases
G,/8S del ciclo celular. La via es activada por sefiales
como nutrientes, niveles energéticos y factores de
crecimiento como la insulina o factores de crecimiento
parecidos a insulina (IGFs), lo que permite a los
organismos regular su crecimiento y divisién celular
en respuesta a tales estimulos (Garrocho-Villegas y
Sinchez de Jiménez, 2012).

En plantas un gran nimero de reportes han
descrito la presencia de varios componentes de
la cascada PI3K/TOR/S6K, tales como TOR,
RAPTOR y las cinasas S6K1y S6K2 (Menand ez a/.,
2002; Reyes et al.,2004; Mahfouz ez al., 2006), al igual
que otras proteinas involucradas en la activacion de
TOR como FKBP12 (Sormani ez al., 2007) y TCPT
(Berkowitz et al., 2008) (Fig. 7.7). Previamente se
habia demostrado que durante la germinacién de
ejes embrionarios de maiz, la insulina estimulaba
la fosforilacién de S6K y aceleraba la sintesis de
las proteinas ribosomales (Sdnchez de Jiménez ef
al., 1999). Rodriguez-Lépez et al. (2011), aislaron
un péptido de 6 kDa de maiz, al cual denominaron
ZmlGF y que al igual que la insulina, activaba la

amiRgiv1
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Figura 7.6. Fenotipos en lineas de baja y sobre expresién de GLV. (A) Respuesta a estimulacién gravitrépica en hipécotilos etiolados de plantas
silvestres y de baja expresion amiRglvl. (B) Respuesta a estimulacién gravitrpica en raices de plantas silvestres, de baja expresion amiRglv1,
amiRglv3 y de sobre expresién GLV3. La escala de la barra es, (A) 1 mm y (B) 0.2 mm (Tomada de Whitford ez al., 2012).

86



Capitulo 7. Mecanismos del crecimiento unidireccional de estructuras celulares

Insulina/Factores
de crecimiento

L‘(ZSJD 02
Wortmanina

inacﬁva

Sintesis de proteinas,

metabolismo

@, m ’K l

iiing i Iinnii

Baja energia

\AMPK O

‘- = = = Nutrientes

activa & (aa)
Q ’ v

|

autol’agia\

Biogénesis ribosomal

Figura 7.7. Regulacién de la ruta mTOR por insulina. La cinasa TOR estd regulada por tres rutas disparadas por diferentes factores; nutrientes,
estrés e insulina/IGE. Esta tltima activa a PI3K la cual permite la fosforilacién e inactivacion del complejo TSC1/ TSC2 por Ak, lo que permite
que Rheb active al complejo mTORCI. La segunda via de TOR sensa nutrientes (aminodcidos) mediante la proteina hVps34, esta tltima se activa
por unién del complejo Ca+2/Calmodulina (CaM) en respuesta a un aumento de aminodcidos. La tercera ruta se activa por estrés energético
(aumento en la relacion AMP/ATP) a través de la fosforilacién y activaciéon del complejo TSC1/TSC2 por la cinasa AMPK  (Modificado de

Hinault ez al., 2006 y de Diaz-Troya et al., 2008).

cascada PI3K/TOR/S6K induciendo con ello el
crecimiento y la sintesis de proteinas ribosomales
y del DNA. Asi, parece ser que los metazoarios
superiores y las plantas conservan vias bioquimicas
similares para regular el crecimiento celular a través

de agonistas y blancos equivalentes que conducen a la
activacion de la cascada PI3K/TOR/S6K.

7.12. Conclusiones y perspectivas

En animales las proteinas reguladoras del crecimiento
y desarrollo se conocen desde hace mas de 60 afios,
sin embargo, investigaciones en las dltimas dos
décadas han revelado su importancia en plantas.

Varias hormonas peptidicas vegetales incluyen a
la sistemina, CLV3, RALFs, SCR, PSK, RGFs,
CLEL, GOLVEN e insulina y aunque esta ultima
no es sintetizada en vegetales se ha determinado que
existe un factor de crecimiento parecido a insulina en
maiz (ZmIGF) el cual participa en el crecimiento y
desarrollo vegetal.

Los primeros estudios mostraron que los péptidos
PSK, CLV3 y sistemina son secretados e interactian
directamente con sus receptores. Mientras que, SCR
es sintetizado, después transportado al polen y por
ultimo a los receptores del estigma. Los precursores
de la prosistemina no tienen secuencia sefial y
aparentemente son sintetizados en el citosol por
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ribosomas libres, lo cual no ha sido observado en
los precursores de hormonas peptidicas animales.
Sin embargo, la sistemina debe ser transportada a
los espacios extracelulares después del dafio, por un
mecanismo desconocido, donde puede interactuar
con su receptor sobre la superficie celular. A la fecha,
los receptores para las hormonas polipeptidicas
caracterizados, son proteinas ricas en repeticiones
de leucina (receptores de CLV y sistemina) o
receptores cinasas ricos en cisteina (SRK). Estas
y otras investigaciones que estin surgiendo sobre
los péptidos RGF, CLEL, GOLVEN e insulina
en plantas, proveerdan informacién sobre las
interacciones ligando-receptor y en la determinacién
de como dichos complejos transmiten informacién
a través de las membranas plasmdticas de la planta
facilitando la sefializacion intracelular.

En la actualidad, aunque sélo un pequefio
numero de sefiales polipeptidicas vegetales y sus
receptores han sido identificados, la sefializacién
por polipéptidos en plantas se ha convertido en un
tema nuevo para la investigacién cientifica. Ademds,
un mayor numero de investigaciones en esta drea
son necesarias para obtener un panorama completo
de la importancia de la sefializacion de polipéptidos
en las plantas y de la bioquimica fundamental de
las interacciones polipéptido-receptor, asi como
los mecanismos que subyacen a su sefializacién en
el crecimiento y desarrollo vegetal, la defensa y en
las respuestas de la planta al medio ambiente. Esta
drea de investigacion es muy prometedora para el
desarrollo de los conocimientos fundamentales sobre
la biologia de la planta, asi como para proporcionar
nuevas  aproximaciones  biotecnolégicas  que
beneficien la agricultura y la salud humana.
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