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RESUMEN

La proteina cinasa TOR (Target of Rapamycin) actiia como regulador maestro del
crecimiento celular, la cual, al percibir un estatus 6ptimo de energia/nutrientes del
medio ambiente, estimula los procesos anabodlicos y suprime los catabdlicos.
Aungue la mayor parte de los estudios sobre la via de sefializacion donde participa
TOR se han realizado en mamiferos, en plantas se han reportado algunos
componentes que se han conservado, particularmente el complejo TORC1 y la
cinasa S6K. Diversos estudios muestran que la via de sefalizacién de TOR, en
plantas, se encuentra involucrada en la regulacion de la sintesis proteica y el
crecimiento celular. El desarrollo de plantas esta sujeto a una regulacion quimica
mediada por fitohormonas. Las auxinas son un grupo de fitohormonas ampliamente
estudiadas, encargadas de regular diversos procesos del desarrollo vegetal y se ha
propuesto que ellas se posicionan rio arriba de TOR. Ademas de ser producidas por
plantas, las auxinas pueden ser sintetizadas por diversos géneros bacterianos.
Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram-negativa con capacidad de
sintetizar tres ciclodipéptidos [ciclo (L-Pro-L-Val), ciclo (L-Pro-L-Tyr) y ciclo (L-Pro-
L-Phe)], los cuales han mostrado activar la respuesta auxinica en lineas
transgénicas de Arabidopsis thaliana DR5:uidA e incrementar significativamente la
formacion de raices laterales. Debido a los efectos promotores del crecimiento
vegetal mostrados por los ciclodipéptidos y a la participacién fundamental de TOR
como regulador del crecimiento celular, en este trabajo se evaluo el efecto de los
ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1 sobre el
crecimiento y desarrollo de plantas de maiz (Zea mays L.), asi como su efecto sobre
la activacion de la via de sefializacion de TOR-S6K. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo mostraron que los ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas
aeruginosa PAO1 promueven el crecimiento y desarrollo de plantas de maiz a través

de la activacion de la via de sefializacién de TOR-S6K.

Palabras clave: TOR, Ciclodipéptidos, auxinas, maiz, crecimiento



ABSTRACT

TOR (Target of Rapamycin) protein kinase acts as a master regulator of cell growth
which upon perceiving an optimal energy/nutrient status of environment stimulates
anabolic processes and suppresses catabolites. Although most studies on TOR
signaling pathway has been carried out in mammals some components preserved
in plants have been reported, particularly a TORC1 complex and S6K protein kinase.
Several studies show that plant TOR signaling pathway is involved in regulation of
protein synthesis and cell growth. Plant development is subject to a chemical
regulation mediated phytohormones. Auxins are a widely studied phytohormones
group responsible for regulating various processes of plant development and it has
been proposed that they are positioned upstream of TOR. In addition to being
produced by plants, auxins can be synthesized by several types of bacteria.
Pseudomonas aeruginosa is gram-negative bacteria, opportunistic pathogen in
humans, with ability to synthesize three cyclic dipeptides [cycle (L-Pro-L-Val), cycle
(L-Pro-L-Tyr) and cycle (L-Pro-L-Phe)] which have shown activate auxin response
in Arabidopsis thaliana DR5:uidA transgenic lines and significantly increase
formation of lateral roots. Due to promoter effects of plant growth shown by
cyclodipeptides and the fundamental participation of TOR as a regulator of cell
growth, in this work we evaluated the effect of Pseudomonas aeruginosa PAO1
cyclic dipeptides on maize plants growth and development (Zea mays L. var.
Chalquenfio) as well as its effect on TOR-S6K signaling pathway activation. Results
obtained in this work show that Pseudomonas aeruginosa PAO1 cyclic dipeptides
promotes growth and development of maize plants through TOR-S6K signaling
pathway activation.



1. INTRODUCCION

La coordinacion del crecimiento celular ocurre cuando estimulos ambientales
favorables, como la disponibilidad de nutrientes, energia y la presencia de factores
de crecimiento, promueven la sintesis de macromoléculas que resulta en un
incremento de tamafio y masa. Por el contrario, cuando las células son expuestas
a distintos tipos de estrés, como un déficit de nutrientes/energia o hipoxia, estas
restringen la sintesis de macromoléculas (Wullschleger et al., 2006). En eucariontes,
un elemento clave para la regulacion del crecimiento celular es la cinasa TOR
(Target Of Rapamycin), que es una proteina evolutivamente conservada, la cual
fosforila residuos de serina/treonina de sus proteinas blanco y funciona en la
integracion de sefiales ambientales, regulando el crecimiento y el metabolismo. La
mayoria de los genomas eucariontes analizados presentan un solo gen para TOR,
por lo cual las mutaciones en este gen son letales, causando un arresto en etapas
de desarrollo tempranas (Menand et al., 2002; Deprost et al., 2005; Gangloff et al.,
2005; Xiong et al., 2016). TOR forma parte de dos complejos multiproteicos: TORC1
(TOR Complex 1) y TORC2 (TOR Complex 2), los cuales difieren en funcion,
composicién de subunidades y susceptibilidad al inhibidor de TOR, la rapamicina
(macrélido antifangico con potentes propiedades inmunosupresoras Yy
antiproliferativas) (Vézina et al., 1975; Martel et al., 1977; Eng et al., 1984). De estos
dos complejos, TORC2 ha sido considerablemente menos estudiado. Se sabe que
TORC2 no es susceptible a la inhibicién por rapamicina y su funcion se ha implicado
principalmente en la polarizacion del esqueleto de actina y la endocitosis (Niles y
Powers, 2104; Kamada et al., 2015; Rispal et al., 2015). El complejo TORC1, en
cambio, ha sido extensamente investigado durante las dos ultimas décadas, debido
a que participa en el control de procesos celulares fundamentales como la sintesis
de proteinas y la proliferacion celular. La desregulacion de TORC1 provoca
enfermedades graves como el cancer y desordenes metabolicos (Saxton y Sabatini,
2017). TORCL1 es susceptible al inhibidor rapamicina y es el encargado de operar
una red de transduccién de sefiales que regula positivamente los procesos

anabalicos y suprime los catabolicos. TORC1 regula el crecimiento celular mediante
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la integracidbn de cuatro sefiales principales: Insulina/factores de crecimiento
parecidos a insulina (IGF), nutrientes, niveles energéticos y estrés. Los primeros
sustratos de TORCL1 identificados en metazoarios, que representan sus blancos
mejor caracterizados, fueron la proteina 4EBP [la cual se une al factor de iniciacién
de la traduccion eucarionte 4E (elF4E)] y la cinasa S6K (que fosforila a la proteina
S6 de la subunidad pequefia del ribosoma) (Meyuhas y Dreazen, 2009; Fenton y
Gout, 2011). La fosforilaciéon de 4EBP mediada por TOR induce su disociacion de
elF4E, permitiendo asi el inicio de la traduccidn cap-dependiente. Por otra parte, la
fosforilacion de S6K mediada por TOR conduce a la fosforilacion de la proteina
ribosomal S6 (el primer sustrato identificado de S6K), la cual es esencial para la
eficiencia de la sintesis global de proteinas y el control del tamafio celular (Meyuhas,
2015). Sin embargo, se han descubierto otros sustratos de S6K que regulan la
traduccion, entre los que se encuentran: el factor de iniciacion de la traduccion
eucariotica 4B (elF4B), la proteina PDCD4 (programmed cell death 4), la proteina
SKAR (S6K1 Aly/REF-like substrate), la cinasa eEF2K (Eukaryotic elongation factor-
2 kinase), la proteina CCTB (CCTp [chaperonin containing TCP-1 (t-complex protein
1) B]), la proteina CBP80 (Nuclear cap-binding protein subunit 1) y la proteina
ribosomal S6 (rpS6) (Magnuson et al., 2012). A la fecha diversas investigaciones
muestran la participacion de la via de sefalizacion de TOR-S6K sobre el control de
procesos celulares fundamentales que incluyen la traduccion, la transcripcion, la
sintesis de lipidos, el crecimiento/tamafio celular y el metabolismo celular
(Magnuson et al., 2012). Respecto a la cantidad de estudios realizados en animales
o levaduras, son relativamente escasas las investigaciones sobre la sefializacion de
TOR en plantas, sin embargo, en estas se han identificado componentes
conservados de la via de sefalizacion, con funciones similares a la via de los
mamiferos, como el complejo TORC1 y el sustrato de TOR, la proteina cinasa S6K
(Dobrenel et al., 2016). Al igual que en otros organismos, la influencia de TOR sobre
el crecimiento de plantas esta acompafiada por cambios complejos en el
metabolismo, como la sintesis de metabolitos intermediarios para el crecimiento,
contra los metabolitos de almacenamiento que permiten el crecimiento a largo plazo,

asi como estrategias reproductivas (Rexin et al., 2015). Por otra parte, las hormonas



vegetales conocidas como las auxinas se han identificado en plantas como
reguladores que se localizan rio arriba de la sefializaciéon de TOR. En Arabidopsis
thaliana se ha mostrado que las auxinas activan la via de sefalizacion de TOR-S6K
(Schepetilnikov et al., 2013). Las auxinas son moléculas pequefias encargadas de
regular una gran cantidad de procesos del desarrollo vegetal, tales como la division
y la elongacién celular, la diferenciacion de tejidos y las respuestas tropicas a la
gravedad y la luz (Teale et al., 2006). Los mecanismos exactos respecto a la
activacion de la sefalizacion de TOR-S6K por auxinas son desconocidos, no
obstante, un esquema hipotético surgido recientemente sugiere la participacion de
la GTPasa ROP2, como efector rio arriba de la cinasa TOR, donde ROP2 coordina
la funcion de TOR en respuesta a las auxinas (Schepetilnikov et al., 2017). Las
auxinas, ademas de ser sintetizadas por las plantas, también son producidas por
diversas bacterias, e incluso se considera que alrededor del 80% de bacterias
aisladas de la rizosfera son capaces de sintetizar al acido indol-3-acético (AlA), la
principal auxina natural (Patten y Glick 1996; Khalid et al. 2004). En cultivos de
Azospirillum y Pseudomonas, entre otros, ha sido reportada la presencia de las
auxinas (Spaepen et al., 2007). Ortiz-Castro et al., 2011, observaron al co-inocular
plantas de Arabidopsis thaliana con cepas de Pseudomonas aeruginosa mutadas
en lasl y lasl/rhll (sistemas de percepcion de quorum) un incremento en la formacion
de raices laterales y en el crecimiento del follaje. Los compuestos responsables de
esta actividad promotora del crecimiento vegetal fueron posteriormente identificados
como tres ciclodipéptidos: ciclo (L-Pro-L-Tyr), ciclo(LPro-L-Val) y ciclo(L-Pro-L-Phe),
los cuales ademas mostraron en lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana
DR5:uidA un incremento en los niveles de auxinas, por lo que seria interesante
demostrar si la actividad auxinica mostrada por los ciclodipéptidos producidos por
P. aeruginosa es capaz de activar la sefializacién de TOR-S6K. Los ciclodipéptidos
son péptidos no ribosomales sintetizados por diversos organismos que constituyen
una novedosa familia de compuestos heterociclicos con diversas e importantes
actividades biologicas (Belin et al., 2012). Particularmente en plantas, los
ciclodipéptidos han mostrado que afectan su desarrollo ejerciendo diversas

respuestas que incluyen: la promocion del crecimiento (Cronan et al., 1988;



Degrassi et al., 2002; Kimura et al., 2005), la promocion de la germinacion y la
induccion de resistencia a estrés hidrico (lenaga et al., 1990) la induccién de la
expresion de genes de resistencia a patogenos (Park et al., 2013) y la promocién
de la formacidn de raices laterales (Ortiz Castro et al., 2011). En el presente estudio
se evaluo el efecto de los ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa
PAQOL sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de maiz (Zea mays L.), y se
analiz6 si dichos ciclodipéptidos también activan de la via de sefalizacion TOR al
incrementar la fosforilacion de su proteina banco, la cinasa S6K. El maiz es un
cultivo de gran importancia econdmica, alimenticia y cultural en nuestro pais, en el
cual se ha documentado la presencia de una via de sefalizacion de TOR-S6K
funcionalmente conservada, con componentes de la via de mamiferos conservados
como, por ejemplo, una proteina cinasa TOR (ZmTOR), una cinasa S6K (ZmS6K) y
un factor de crecimiento similar a la insulina (ZmIGF) (Garcia Flores et al., 2001;

Reyes de la Cruz et al., 2004; Agredano-Moreno et al., 2007).

2. ANTECEDENTES

2.1. Via de sefializaciéon de TOR

2.1.1. Perspectiva historica

En 1964, una expedicion canadiense a la isla Rapa Nui (también conocida como
Isla de Pascua) recolecté un grupo de muestras de suelo con el objetivo de
identificar nuevos agentes antimicrobianos. A partir de estas muestras fue aislada
una cepa de Streptomyces hygroscopicus, la cual produce un metabolito con
potente actividad antifingica. Este metabolito fue purificado e identificado como un
macrolido al que se nombré rapamicina. Posteriormente, se encontré que la
rapamicina posee propiedades inmunosupresoras y es capaz de inhibir la

proliferacion en células de mamiferos (Vézina et al., 1975; Martel et al., 1977; Eng



et al., 1984). El blanco de la rapamicina (0 TOR, por sus siglas en inglés) fue
identificado en Saccharomyces cerevisiae, al observar que mutaciones en los genes
TOR1-1 y TOR2-1 conferian a las levaduras resistencia a la inhibicion del
crecimiento por la rapamicina. Este estudio también mostr6 que la rapamicina forma
un complejo, junto con la peptidil-prolil cis/trans isomerasa FKBP12, el cual inhibe a
TOR (Heitman et al., 1991). Estudios bioquimicos subsecuentes en células de
mamiferos condujeron a la identificacion de TOR en mamiferos (nTOR) (Brown et
al., 1994; Sabatini et al., 1994; Sabers et al., 1995). A la fecha, la mayoria de los
genomas eucariontes analizados poseen al menos un gen TOR, mientras que en
levaduras se han encontrado dos genes TOR y en el parasito Leishmania major
fueron encontraron tres (Heitman et al., 1991; Crespo et al., 2005; Madeira da Silva
et al., 2009; Cornu et al., 2013).

2.1.2. Estructura de la cinasa TOR

TOR es una proteina de gran tamafio (de ~250 kDa), que pertenece a la familia de
las proteinas cinasas relacionadas a la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y se
encuentra conservada desde levaduras hasta plantas y humanos (Xiong y Sheen,
2014). Las cinasas TOR de diferentes organismos comparten entre un 40 y 60% de
identidad en su secuencia primaria (Wullschleger et al., 2006). Hacia la region C-
terminal de TOR se localiza el dominio cinasa, responsable de su actividad
catalitica. Orientado hacia la region N-terminal del dominio catalitico de TOR se
localiza el dominio de unién a rapamicina FRB (FKBP12—Rapamycin-Binding), el
cual al formar un complejo terciario con la rapamicina y la proteina FKBP12 (12-kDa
FK506-Binding Protein) inhibe la actividad de TOR. Hacia la region N-terminal del
dominio FRB se presenta el dominio FAT (FRAP, ATMy TTRAP), y hacia el extremo
C- terminal del dominio cinasa se encuentra el dominio FATC (ERAP, ATMy TTRAP
C-terminal). Los dominios antes mencionados se presentan en todas las cinasas de
la familia PI3K. Finalmente, la region N-terminal de TOR contiene repeticiones en

tandem HEAT (llamadas asi porque se encuentra en las proteinas Huntingtin, EF3,



Subunidad A de la PP2A y TOR), que participan en las interacciones proteina-
proteina (Fig. 1A, B) (Wullschleger et al., 2006).

2.1.3. Asociacion de TOR dentro de complejos multiproteicos

TOR se une con diferentes proteinas formando dos complejos; en levaduras, el
complejo TORC1 se asocia con LST8 (Lethal with SEC13 protein 8) y KOG1
(Kontroller Of Growth 1) [o RAPTOR (Regulatory-associated protein of mMTOR) en el
complejo TORC1 de mamiferos] (Fig. 1C). Mientras que TORC2 se asocia con
LST8, AVO3 (Adheres voraciously to TOR2 protein 3) [0 RICTOR (Rapamycin-
insensitive companion of mMTOR) en el complejo TORC2 de mamiferos (MTORC2)]
y con AVOL1 (Adheres voraciously to TOR2 protein 1) [0 SIN1 (Stress-activated map
kinase-interacting protein 1) en el complejo mTORC2] (Fig. 1D). RAPTOR vy
RICTOR funcionan como proteinas de andamiaje criticas para el control del
ensamblaje de los complejos, para la regulacion por medio de sefiales celulares y
para la selectividad del sustrato (Magnuson et al., 2012). Se cree que LST8 es
necesaria para la activacion de TOR, debido a que su superficie de interaccion
puede influir en la organizacién del sitio activo de la cinasa (Dobrenel et al., 2016).
AVO1 y AVO3 se unen cooperativamente a las repeticiones HEAT amino-terminal
en TORC2 y son requeridas para mantener la integridad del complejo (Wullschleger
et al., 2006). ElI complejo TORCL1 es sensible a la rapamicina y participa en las
respuestas a condiciones favorables de crecimiento, promoviendo procesos
anabalicos como la division celular, la traduccion y la biosintesis de ribosomas vy,
por otra parte, reprime procesos catabdélicos como la autofagia. El complejo TORC2
es insensible a la rapamicina y se ha observado que participa en la regulacion de la
organizacion de actina y en la endocitosis, la tension de membrana, la transicion
G2/M del ciclo celular, la integridad del genoma y los niveles de intermediarios
metabdlicos de la via de las pentosas fosfato (Kliegman et al., 2013; Shimada et al.,
2013; Gaubitz et al., 2015; Rispal et al., 2015; Eltschinger y Loewith, 2016).
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Figura 1. Organizacion de los dominios de TOR y estructura de los complejos TORC1 y
TORC2. a) Mapa de interacciéon ente los dominios de mTOR y RAPTOR, LST8, FKBP12 y la
rapamicina (RAP). b) Conservacidn de los dominios de TOR y de componentes del complejo TORC1
en humanos (Hs) y A. thaliana (At). c) Representacion del complejo TORC1 de S.cerevisiae, el cual
participa en la sefalizacién de TOR sensible a rapamicina. Los estimulos que regulan positivamente
al complejo TORCL1 y los procesos promovidos por TORCL1 son representados con flechas. Sefiales
que regulan negativamente a TORCL1 y los procesos negativamente regulados por TORC1 se
representan con lineas perpendiculares. d) Representacion del complejo TORC2 de S. cerevisiae,
el cual es insensible a rapamicina. La flecha indica los procesos regulados el complejo TORC?2.
Modificado de Wullschleger et al., 2006; Xiong y Sheen 2014.



2.1.4. Sefalizacion de TOR en mamiferos (MTOR)

TOR regula el crecimiento celular mediante la integracion de cuatro sefiales
principales: la insulina o los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF), la
disponibilidad de aminoéacidos, los niveles energéticos y distintos tipos de estrés

(como un déficit en los niveles energéticos o de aminoacidos y la hipoxia).

2.1.4.1. Sefalizacion de mTOR activada por insulina/IGF

El receptor para la insulina es una proteina tirosina cinasa tetramérica
transmembranal, que consta de dos subunidades a y dos B. La insulina y los IGF
son capaces de activar la ruta PISK/Akt/mTOR al unirse a la subunidad a del
receptor de insulina, lo cual provoca una transfosforilacion de las subunidades 3
intracelulares del receptor y un cambio conformacional que incrementa su actividad
cinasa, la cual fosforila al sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1) (Haselbacher
et al., 1979; Kooijman, 2006). La proteina IRS-1 interactla con la cinasa del 3-
fosfatidilinositol (PI3K) (Saltiel y Kahn, 2001), formada por una subunidad
regulatoria p85 y otra catalitica p110. Al interactuar IRS-1 con p85, permite que la
cinasa PI3K se active y fosforile al lipido de membrana fosfatidilinositol 4,5- bifosfato
(PIP2), convirtiéndolo en fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). PIP3, en
concentraciones altas, actiia como segundo mensajero que da la sefial para que se
recluten hacia la membrana plasmatica las proteinas cinasas de serina/treonina:
PDK1 (proteina cinasa 1 dependiente de 3-fosfoinositidos) y Akt, también llamada
PKB (proteina cinasa B), a través de su dominio PH (Pleckstrin Homology) (Saltiel
y Kahn, 2001, Jastrzebski et al., 2007, Yang y Guan, 2007). Posteriormente, Akt
fosforila en multiples sitios a la proteina TSC2 (Tuberous sclerosis 2 protein), que
en condiciones basales se encuentra unida a la proteina TSC1 (Tuberous sclerosis
1 protein) (Inoki et al., 2002; Potter et al., 2002). TSC2 posee una actividad de
proteina activadora de GTPasa (GAP) sobre una pequefia GTPasa: Rheb (Ras

Homolog Enriched in Brain), convirtiéndola de su forma activa (unida a GTP) a su
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forma inactiva (unida a GDP), siendo asi TSC2 un inhibidor de Rheb (Tee et al.,
2003). Por lo tanto, al desacoplar el complejo TSC1/2 se establece la interaccion de
Rheb en su forma activa con el complejo mMTORC1, estimulando la actividad cinasa
de mTOR. mTORC1 a su vez 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 la
proteina elF4E forme el complejo de iniciacion de la traduccion elF4F (formado por
elF4A, elFAE y elFAG). elF4E es el factor limitante en el inicio de la traduccion
dependiente de Cap (m7GpppN) (Gingras et al., 1999). Otro de los blancos de TOR,
la proteina cinasa S6K, al ser activada por TOR, fosforila a la proteina ribosomal S6
de la subunidad pequefia del ribosoma. Los ribosomas fosforilados en S6 traducen
preferencialmente a los MRNAs que presentan tractos de oligopirimidinas (TOP) en
el extremo 5'. Los transcritos con estas caracteristicas codifican para componentes
del aparato traduccional, principalmente para la sintesis de proteinas ribosomales
(Meyuhas y Dreazen, 2009). mTORC1 ademas regula otros blancos involucrados
en distintos procesos: regula negativamente a la cinasa ULK1 (Unc-51-like kinase
1) la cual participa en la formacion del autofagosoma; regula factores de
transcripcion que producen respuestas compensatorias en respuesta a estrés
mitocondrial; regula negativamente a la proteina fosfatasa PP2A (Protein
Phosphatase 2A) cuya funcién es requerida en las respuestas a distintos tipos de
estrés, como el estrés por choque térmico u osmotico, o la inanicion de nitrégeno;
regula la funcion de las células B del pancreas por lo que participa en la regulacion
de la homeostasis de glucosa (Fig. 2) (Santhanam et al., 2004; Saxton y Sabatini,
2017).
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Figura 2. Via de sefializacion de TOR en mamiferos. mMTORCL integra diversas vias, las cuales
en conjunto determinan el tamafio (masa) celular. Las flechas representan activacion mientras que
las lineas perpendiculares representan inhibicion. Abreviaturas: Akt/PKB, Protein Kinase B; AMPK,
AMP-activated protein kinase; 4EBP, elF4E-binding protein; IRS, Insulin receptor substrate; LKB1,
liver kinase B1; LSTS8, lethal with SEC13 protein 8; PDK, phosphoinositide-dependent kinase; PI3K,
phosphoinositide 3-kinase; PIP2, Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PIP3, Phosphatidylinositol
(3,4,5)-trisphosphate; PP2A, protein phosphatase 2A; PTEN, phosphatase and tensin homologue
deleted on chromosome 10; RAG, Ras-related GTP-binding; RAPTOR, regulatory-associated protein
of mMTOR; Rheb, Ras homologue enhanced in brain; RICTOR, rapamycin-insensitive companion of
mTOR; S6K, ribosomal S6 kinase; TOR, target of rapamycin; TORC, TOR complex; TSC, tuberous
sclerosis complex; ULK1, unc-51-like -activating kinase 1. Modificado de Rexin et al. 2015.
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2.1.4.2. Regulacion de la sefalizacion de mTOR en respuesta a los niveles

energeéticos celulares

La ruta PI3K/Akt/mTOR, ademas de ser activada por sefiales extracelulares como
la insulina y los factores IGF, también recibe sefales intracelulares para su
activacion o inhibicién, de acuerdo con nivel energético y la presencia de algunos
aminoacidos. Debido a que la biogénesis de ribosomas y la traduccion de proteinas
son los procesos que principalmente consumen energia celular, MTORC1 debe ser
capaz de percibir los niveles de ATP celular y detener la traduccién de proteinas
cuando sea necesario. Una proteina implicada en estos procesos es la cinasa
activada por AMP (AMPK), que monitorea los niveles de AMP/ATP. Cuando los
niveles de AMP incrementan por estrés energético, el AMP se une a la AMPK
cinasa, esta se activa y fosforila a TSC2, y con ello estimula su actividad GAP hacia
Rheb, de tal forma que se desregula a mTORC1, promoviendo a su vez la
defosforilacion de S6K y 4EBP (Inoki et al., 2003). De manera interesante, en células
carentes de AMPK, la privacién de glucosa inhibe la sefalizacién de TOR a través
de la inhibicién de las GTPasas Rag, sugiriendo que mTORCL1 es capaz de percibir

a la glucosa a través de otro mecanismo (Efeyan et al., 2013; Kalender et al., 2010).

2.1.4.3. Regulacion de la sefializacién de mTOR en respuesta a nutrientes

En respuesta a nutrientes, especialmente a la adicién de los aminoacidos arginina
y leucina (Hara et al., 1998), se provoca la fosforilaciéon de S6K y 4EBP dependiente
de TOR, mientras que la defosforilacion de S6K y 4EBP se presenta por una
restriccion de estos aminoacidos (Hay y Sonenberg, 2004). Las GTPasas de la
familia Rag han surgido en afios recientes como componentes de la sefalizacion de
TOR dependiente de aminoacidos. Dos complejos heterodiméricos de Rag (RagA/C
y Rag B/D) se encuentran anclados a la membrana lisosomal a través de su
asociacion con Ragulator, un complejo pentamérico con actividad de factor

intercambiador de nucle6tido de guanina (GEF) hacia las GTPasas Rag (Bar-Peled
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et al.,, 2012). Cuando hay una falta de nutrientes, TORC1 se encuentra
principalmente disperso en el citoplasma. La estimulacion con aminoacidos
promueve la conformacion activa de los heterodimeros Rag, la cual se une a
RAPTOR, y asi recluta a mTORCL1 a la superficie lisosomal, donde se encuentra
ubicada la proteina Rheb, permitiendo la interaccion entre mTORC1 y Rheb, que es
el paso critico para la activacion de mTORC1 (Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008).

2.1.4.4. Regulacion de la sefializacién de mTOR en respuesta a estrés

TOR también participa en la respuesta a distintos tipos de estrés; en condiciones de
escaso oxigeno la sefalizacion de TOR es inhibida, en parte por la activacion de la
AMPK y ademas a traves de la activacion de REDD (Regulated in DNA damage and
development 1), que activa al complejo TSC, dando lugar a una disminucién en la
sintesis de proteinas (Brugarolas et al., 2004). Dafios en el ADN también inhiben la
actividad de TOR a través de la induccion de los genes blancos de la proteina p53,
la cual es un factor de transcripcién que juega un papel crucial en el mantenimiento
de la estabilidad del genoma y en la prevencion de la formacion de tumores. Los
genes blanco de p53 incluyen a la subunidad regulatoria de AMPK (AMPKpR), la
proteina PTEN (Phosphatase and tensin homolog) y el propio TSC2, los cuales

incrementan la actividad del complejo TSC (Feng et al., 2007).

2.1.5. Estructura, regulacion y funcién de la cinasa S6K

2.1.5.1. Estructura de los dominios de S6K

S6K es un miembro de la familia de proteinas AGC cinasas [nombrada asi por sus
tres miembros fundadores: PKA (CAMP-dependent protein kinase), PKG (cGMP-
dependent protein kinase) y PKC (protein kinase C)]. En mamiferos S6K es
codificada por dos genes: S6K1 (RPS6KB1 o0 S6Ka) y S6K2 (RPS6KB2 0 S6Kp).
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Las mutaciones en ambos genes ocasionan letalidad perinatal (Shima et al., 1998;
Pende et al., 2004). Cada uno de estos genes codifica dos isoformas de S6K
generadas por dos sitios de inicio de la traduccion alternativos. S6K1 y S6K2
comparten alrededor de un 83% de identidad en el dominio cinasa, mientras que en
los dominios N y C-terminales la similitud es del 43% y del 59% respectivamente
(Magnuson et al., 2012). La isoforma de S6K mas ampliamente estudiada es la p70-
S6K1, formada por 502 aminoéacidos. Las diferencias en el sitio de inicio de la
traduccion generan una isoforma mas grande; la p85-S6K1 que contiene 23
aminoacidos adicionales en la regién N-terminal (Grove et al., 1991). Por otra parte,
S6K2 se encuentra en la isoforma p54-S6K2 con 482 aminoacidos que, al igual que
S6K1, genera una isoforma mas grande, la p56-S6K2 con 13 aminoacidos
adicionales en su region N-terminal, por diferencia del sitio de inicio de la traduccion
(Pardo y Seckl, 2013). Se han descrito otras isoformas de S6K1 generadas por
empalme alternativo; la p31-S6K1 reportada en raton, mientras que la h6A y h6C
son las variantes de humano (Ben-Hur et al., 2013). Estas ultimas isoformas mas
pequefias se encuentran truncadas en el domino cinasa, lo que sugiere diferentes
funciones para estas variantes de S6K1. Las isoformas mas grandes de S6K1 y
S6K2 presentan una secuencia de localizacion nuclear (NLS) en la region N-
terminal, mientras que ambas isoformas de S6K2 tienen otra secuencia NLS en su
domino C-terminal. En esa misma region, dichas isoformas presentan un dominio
rico en prolinas, lo que sugiere que estas proteinas S6K se localizan en el nicleo.
Las cinasas S6K1 y S6K2 pueden subdividirse, por la estructura, en dominios
regulatorios: 1) dominio N-terminal (NTD), el cual contiene el motivo de sefializacién
de TOR (TOS) requerido para la activacion de S6K dependiente de TOR; II) dominio
cinasa, que contiene el segmento de activacion o “bucle T’ (T-loop) cuya
fosforilacién produce cambios conformacionales importantes para la transferencia
del fosfato; Ill) secuencia de enlace, gue contiene los sitios de fosforilacion TM (turn
motif) y HM (hydrophobic motif); IV) una region C-terminal (CTD), que presenta un
dominio pseudosustrato autoinhibitorio y un motivo RSPRR que también es
autoinhibitorio (Fig. 3) (Magnuson et al., 2012).
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Figura 3: Isoformas, estructura de los dominios y sitios de fosforilacion de S6K. Las isoformas
de S6K1 incluyen la p70-, p85- y p31-S6K1: una alternacion en el sitio de inicio alarga los extremos
N-terminales de p85- y p31-S6K1 en 23 aminoacidos (nétese que p31-S6K1 carece de la mayor
parte del dominio cinasa). Las isoformas de S6K2 incluyen la p54 y p56 S6K2: la alternacién en el
sitio de inicio alarga el extremo N-terminal de p56-S6K2 en 13 amino &cidos. El motivo NLS se
encuentra dentro de los dominios N-terminales de p85-S6K1 y p56-S6K2, mientras que ambas S6K2
contienen adicionalmente un motivo NLS dentro del extremo C-terminal, asi como un dominio rico
en prolinas (Pro). Las S6Ks contienen varios dominios: N-terminal (NTD), de cinasa (DC), de enlace
y C-terminal (CTD). El dominio NTD contiene el motivo TOS, mientras que el CTD presenta un motivo
de pseudosustrato autoinhibitorio y el RSPRR. mTORCL1 fosforila a la p70-S6K1 en Thr389, dentro
del dominio de enlace, y la cinasa PDK1 fosforila a la Thr229, localizada en el T-loop, dentro del
dominio cinasa. Se muestran otros sitios de fosforilacién incluyendo la del sitio TM (Ser371).
Modificado de Magnuson et al. 2012.
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2.1.5.2. Regulacion de la activacion de S6K

Varios estudios se han enfocado en investigar la activacion de S6K1, mientras que
escasamente se ha descrito la activacion de S6K2 (Tavares et al.,, 2015). En
respuesta a insulina, S6K1 experimenta fosforilacion en al menos ocho sitios
perfectamente localizados (Fenton y Gout, 2011), de los cuales se sabe que para la
activacion de S6K1 se requiere fosforilacion en tres sitios criticos: en los
aminoé&cidos Thr229 en p70-S6K1 y Thr252 en p85-S6K1 en el sitio de activacion
T-loop; en Ser371 en p70-S6K1 y Thr394 en p85-S6K1 en el sitio TM de la region
de enlace; y en Thr389 en p70-S6K1 y Thr412 en p85-S6K1 en la regiéon HM,
ubicado también en la region de enlace (Moser et al., 1997; Weng et al., 1998). La
via de activacion de S6K mejor estudiada es la activada por la insulina/IGF, en la
via PI3K/Akt/mTOR,; al encontrarse activo, mMTORC1 fosforila a S6K1 en el residuo
Thr389, seguido de una fosforilacién por PDK1 deThr229, localizada en el dominio
cinasa, lo que resulta en la activacién de S6K1 (Pullen et al., 1988). Se ha reportado
que la regulacién de S6K2 es similar a la de S6K1, donde mTOR fosforila a S6K2
en Thr388, seguido de la fosforilacion en Thr 228 por PDK1, conduciendo asi a su
activacion (Magnuson et al., 2012; Pardo et al., 2013). Los sitios de fosforilaciéon
Thr388/389 de S6K son ampliamente utilizados en estudios en sistemas animales y

humanos como marcadores de la actividad de la cinasa TOR.

2.1.5.3. Procesos regulados por la cinasa S6K

El principal blanco de la S6K es la proteina ribosomal S6, que forma parte de la
subunidad 40S del ribosoma. Tanto la S6K1 como la S6K2 son requeridas para la
fosforilacidon completa de la proteina S6. A pesar de que aun no se conoce del todo
el papel de la fosforilacion de S6, su activacion es esencial para la sintesis de
proteinas y la progresién del ciclo celular, de esta forma S6K regula el crecimiento
celular al afectar el proceso de traduccion (Fig. 4) (Koh, 2013; Chauvin et al., 2014).

Durante al menos una década desde el descubrimiento de S6K, la proteina S6 se
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mantuvo como su Unico sustrato identificado, desde entonces han surgido otros
sustratos que, ademas de participar en la regulacion traduccional, intervienen en
procesos diversos como: el control transcripcional de la biogénesis de ribosomas
via fosforilacion del factor de transcripcion UBF (Upstream Binding Factor) que
conduce a la activacion de la transcripcion del gen ribosomal 45S; la sintesis de
lipidos y diferenciacion de adipocitos, mediante la atenuacion de factores de
transcripcion criticos para la adipogenesis; en la respuesta a dafios en el ADN S6K
fosforila a la proteina Mdm2 (murine double minute 2) bloqueando su capacidad de
ubiquitinar a la proteina p53, que es un supresor de tumores, causando un
incremento en los niveles de p53 que resulta en un arresto del ciclo celular o
apoptosis; S6K fosforila a la proteina FMRP(Fragile X Mental Retardation Protein),
una proteina de unién a MARN que funciona en la represion traduccional y la
plasticidad sinptica (la capacidad que tiene el sistema nervioso para cambiar su
morfologia o funcionalidad a través del desarrollo) (Magnuson et al., 2012). Al estar
implicadas en la regulacién de procesos moleculares y celulares importantes,
anomalias en las distintas isoformas de S6K estan asociadas al desarrollo de
enfermedades como obesidad, cancer, diabetes y enfermedades del sistema
nervioso. Todos estos datos colocan a las isoformas de S6K como foco de atencién

para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas (Tavares et al., 2015).
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Figura 4. Esquema de la activacion de p70S6K por insulina/IGF. S6K requiere ser fosforilada
para su activacion por mTORC1, seguido de una fosforilacion por PDK1. Al estar activa, S6K fosforila
a la proteina ribosomal S6, lo cual promueve la sintesis de proteinas y el crecimiento celular.
Abreviaturas: IGF-1, Insulin-like Growth Factor-1; IGF-1R, IGF-1 Receptor; PDK-1, 3-
phosphoinositide-dependent protein kinase 1; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase.

2.1.6. Sefializacion de TOR en plantas

2.1.6.1. Conservacion de la estructura y funcionalidad de TOR en plantas

Genes que codifican ortdlogos putativos de proteinas TOR han sido identificados en
distintas plantas cuyo genoma ha sido completamente secuenciado, incluyendo
Arabidopsis, maiz, arroz, alamo, musgos y varias algas rojas y verdes (Moreau et
al., 2010). Como en la mayoria de otros eucariontes, parece que TOR es codificada
por una unica copia de este gen presente en las plantas. Las proteinas TOR de los
diversos organismos eucariontes presentan un alto grado de conservacion en los
dominios cinasa, FRB, FATC y en menor grado en el dominio HEAT. Arabidopsis
thaliana posee un uUnico gen TOR que codifica para una proteina (AtTOR) de
aproximadamente 280 kDa (Menand et al., 2002), la cual comparte un 75% de
similitud con la proteina TOR de humano, especialmente en el dominio cinasa,
sugiriendo posibles propiedades y sustratos similares (Xiong y Sheen, 2014). Las
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proteinas TOR de plantas mantienen conservadas la estructura y secuencia de sus
dominios. El arbol filogenético de las proteinas TOR evidencia esta conservacion a
través de diferentes especies, resaltando la importancia general de esta cinasa y,

por ende, de la via de sefializacion TOR (John et al., 2011).

Al igual que en animales, la via de sefalizacion TOR en plantas es un regulador
maestro del crecimiento. En lineas transgénicas de Arabidopsis, caracterizadas por
un incremento o disminucion de los niveles celulares de TOR, se observo una
correlacion positiva entre el crecimiento y el nivel de expresién de TOR. Las lineas
con una expresion disminuida o aumentada del gen AtTOR dan lugar a una
disminucién o incremento respectivamente en el tamafo celular y de los 6rganos,
en la produccion de semillas y la resistencia a estrés osmotico (Deprost et al., 2007).
En plantas de Arabidopsis se detecto la expresion de TOR en altos niveles en los
meristemos primarios y en niveles basales en todos los tejidos (Zimmermann et al.,
2004). Mutaciones KnockOut de TOR son letales y causan arresto del desarrollo de
la planta en las primeras etapas (Menand et al. 2002), mientras que la disminucién
en la actividad de TOR mediante ARN interferente (ARNI) o inhibicién quimica con
rapamicina y Torin2 (inhibidores de TOR) causa severos defectos sobre el
crecimiento asi como autofagia constitutiva y sobre-regulacion de genes requeridos
para la autofagia, ademas de una eficiencia disminuida en la traduccion que se
refleja en una reduccién de la abundancia de polirribosomas de alto peso molecular
(un método eficaz para evaluar la asociacion de ribosomas con un mARN dado) y
una disminucion en la concentracion de proteina soluble (Liu y Bassham, 2010; Kim
et al., 2011). Un descubrimiento interesante sobre la regulacion de la actividad de
TOR en plantas fue reportado recientemente, donde se mostro que TOR es activado
diferencialmente en los apices radicular y foliar de plantas de Arabidopsis. En este
estudio se observé que para crecimiento en el apice de la raiz sélo se requiere
glucosa, mientras que en el apice foliar las sefiales de luz y glucosa son esenciales
para el crecimiento y el desarrollo de la primera hoja verdadera. En este mismo
trabajo se observo, mediante ensayos de inmunodeteccidén con anticuerpos para la
S6K fosforilada en Thr449 (sitio fosforilado por TOR en Arabidopsis), que la

activacion de TOR en el apice foliar requiere los estimulos de luz y glucosa mientras
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que en el 4pice radicular solo es necesario el estimulo con glucosa para activar a
TOR, ademas de que la aplicacion exdgena de auxinas es capaz de reemplazar el
estimulo de luz en el apice foliar y promover la formacion de la primera hoja
verdadera. Este hecho puede estar relacionado con los distintos requerimientos de
luz en los &pices radicular y foliar para la sintesis de auxinas, ya que la luz es
percibida en el follaje y es en esta region donde principalmente son producidas las
auxinas (Li et al., 2017).

En maiz se han descrito y caracterizado ortélogos de las cinasas TOR y S6K,
ademas de un péptido nombrado ZmIGF (Zea mays Insulin-like Growth Factor)
encontrado en tejidos en crecimiento activo y el cual es reconocido por anticuerpos
contra insulina (Reyes de la Cruz et al., 2004; Agredano Moreno et al., 2007;
Rodriguez Lopez et al., 2011). El factor ZmIGF y la insulina, son capaces de activar
alas cinasas TOR y S6K, asi como de acelerar la sintesis de proteinas ribosomales.
Ademas, se ha identificado un receptor putativo del factor ZmIGF, el cual fue
reconocido mediante anticuerpos contra el factor IGF de humano en ensayos de
inmunoprecipitacion a partir de extractos de proteinas de membrana de callos de
maiz (Garrocho Villegas et al., 2013). Estos datos muestran que la via de

sefalizacion de TOR se encuentra altamente conservada en maiz.

2.1.6.2. Sensibilidad de las plantas al inhibidor rapamicina

Hasta hace poco, descifrar las funciones de TOR en plantas se habia visto
obstaculizada por la aparente insensibilidad del modelo Arabidopsis thaliana al
inhibidor rapamicina. La proteina FKBP12 presento diferencias en la secuencia de
aminoacidos, las cuales afectan la estructura y actividad biolégica de la proteina (Xu
et al., 1998). En contraste, en la FKBP12 de Chlamydomona, homologo mas
cercano a humanos y levadura, se localizaron los residuos criticos que le permiten
el enlace a la rapamicina y consistentemente una inhibicion del crecimiento en
presencia del farmaco (Crespo et al., 2005). Al expresar la proteina FKBP12 de

humano o levadura en Arabidopsis, se restauré su sensibilidad a la rapamicina
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(Mahfouz et al., 2006; Ren et al., 2012). Una observacion interesante fue que la
rapamicina afadida al cultivo de Arabidopsis en medio liquido podia afectar el
crecimiento de la planta, debido posiblemente a una toma mas eficiente o mayor
disponibilidad del inhibidor (Xiong y Sheen, 2012). Estudios recientes también han
mostrado que inhibidores especificos de TOR (interactian directamente con el sitio
de enlace del ATP a TOR), desarrollados en las investigaciones médicas como
Torinl y AZD-805, restringen el crecimiento de las plantas de una manera altamente
eficiente (Thoreen et al., 2009; Montané y Menand, 2013; Dong et al., 2015). En
maiz, a diferencia de Arabidopsis, la cinasa TOR (ZmTOR) ha mostrado ser
susceptible a ser inhibida por rapamicina, ya que anula los efectos estimuladores
de la insulina sobre la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 (rpS6) y la sintesis
de proteinas ribosomales. (Sanchez de Jimenez et al., 1999; Garcia flores et al.,
2001; Reyes de la Cruz et al., 2004).

2.1.6.3. Conservacion del complejo TORC1 en plantas

El incremento en el nimero de genomas completamente secuenciados en un amplio
rango de eucariontes ha promovido analisis comparativos para comprender la
sefalizacion de TOR. En las plantas, estas comparaciones permitieron destacar un
considerable grado de conservacién entre ciertos elementos de la sefializacion de
TOR, que se han caracterizado funcionalmente en otros modelos eucariontes, asi
como también mostraron elementos perdidos en dicha via, cuya ausencia debe
reconciliarse con la historia evolutiva Unica y la estrategia de vida de las plantas
(Rexin et al., 2015) (Fig. 5). Entre los componentes importantes de la via de
sefalizacion de TOR de mamiferos cuyas contrapartes en organismos vegetales no
se han identificado se encuentran las PI3K de clase I, la proteina cinasa Akt/PKB,
la GTPasa Rheb, el complejo TSC y la proteina 4EBP. Aunque las plantas carecen
de PI3K de clase I, se ha propuesto que la PI3K de clase 11l Vps34 (Vacuolar protein
sorting-associated protein 34), la cual cataliza la formacion de fosfatidilinositol 3-
fosfato, puede regular la actividad de TOR, sin embargo, no se ha demostrado una
interaccidon directa entre estas dos proteinas (Backer, 2008). En mamiferos, la
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actividad represora del complejo TSC sobre TOR se incrementa en respuesta a la
AMPK, sin embargo, ya que las plantas carecen de una contraparte funcional de
TSC1/2, se ha sugerido que en estos organismos puede ser la AMPK la encargada
de reprimir la actividad de TOR mediante una fosforilacion inhibitoria de RAPTOR
(Gwinn et al., 2008). Se ha sugerido la posibilidad de que en plantas existan otras
GTPasas con actividad similar a la de Rheb capaces de activar a TOR; de acuerdo
con un estudio reciente, la GTPasa ROP2 posee algunas caracteristicas parecidas
a las de Rheb en humanos, ya que ambas se unen fisicamente a TOR y lo activan
en su forma unida a GTP. Sin embargo, ROP2 se une a la region HEAT de AtTOR
mientras que en mamiferos Rheb se une directamente al dominio cinasa de TOR
(Schepetilnikov et al., 2017).

En términos de la interaccion de TOR con otras proteinas para la formacién de
complejos, las plantas mostraron distinciones: a pesar de la naturaleza esencial de
TORC2 en animales y hongos, a la fecha en plantas monocotiledéneas o
dicotiledéneas no se han identificado homdélogos de las proteinas especificas de
TORC2, tales como RICTOR y Sinl. Debido al papel prominente de TORC2 para
mantener el crecimiento polarizado en otros eucariontes, su ausencia en plantas
puede deberse a estrategias divergentes que desarrollaron estos organismos para
manejar su crecimiento. En contraste, se ha identificado que los genomas de plantas
codifican ortélogos de las subunidades RAPTOR y LST8 del complejo TORC1 de
mamiferos y levaduras, y se tiene bien documentada la presencia de un complejo
TORCI1 en algas y plantas terrestres (Robaglia et al., 2012; Maegawa et al., 2015).
El complejo TORC1 de plantas muestra un alto grado de conservacion funcional en
plantas multicelulares y algas unicelulares, lo cual se ha manifestado en
experimentos en los que se ha demostrado la interaccién entre la proteina RAPTOR
de Arabidopsis y la region HEAT de TOR; y en Chlamydomonas y Arabidopsis la
proteina LST8 interacciona con el dominio cinasa de TOR como lo hace en otros
eucariontes (DiazTroya et al., 2008; Moreau et al., 2012).
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Figura 5. Comparacién de los elementos de la sefializacion de TOR conservados entre
distintos modelos eucariontes. Representacion de los componentes de la sefializacién de TOR en
Homo sapiens, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae, Chlamydomonas
reinhardtii y Arabidopsis thaliana. Modificado de Rexin et al. 2015.
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2.1.6.4. Seinalizacién rio arriba de TOR en plantas

A diferencia de los bien descritos mecanismos moleculares que enlazan a TOR con
crecimiento en mamiferos y levaduras, los reguladores importantes rio arriba de la
sefalizacion de TOR no se han identificado en plantas. Por ejemplo, el complejo
TSC1/2, Rheb, PI3K de clase 1 y Il, y AKT. Sin embargo, los descubrimientos mas
recientes han ampliado nuestra perspectiva sobre las funciones moleculares y la
dindmica de los mecanismos de regulacion de la cinasa TOR en plantas (Fig. 6)
(Xiong y Sheen, 2014). En plantas, la falta de conservacion de los reguladores rio
arriba de TOR en mamiferos sugieren que las plantas pueden haber evolucionado
su propia via de regulacion de TOR, con la finalidad de adaptarse mejor a sus

caracteristicas sésiles y fotoautotréficas (Dobrenel et al., 2016).
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Figura 6. Via de sefializacion de TOR en plantas. Elementos importantes de la via de sefializacion
TOR se encuentran conservados en plantas, los cuales, de manera similar en mamiferos, operan
una red de transduccion de sefiales que regula procesos anabdlicos y catabdlicos de acuerdo con
las condiciones ambientales. Las lineas interrumpidas representan una relacién hipotética, las
flechas representan activacion y las lineas perpendiculares representan inhibicion. Abreviaturas: AF,
acido fosfatidico ATG1, AuTophaGy related 1; E2FA, Transcription factor E2FA; Mei2, Meiosis
protein mei2; PDK, phosphoinositide-dependent kinase; PLD, phospholipase D; PP2A, protein
phosphatase 2A; PTEN, phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10; RBR,
RETINOBLASTOMA-RELATED; ROP2, Rho-like GTPase 2; S6K, Ribosomal S6 Kinase; SnAKs,
SnRK1-activating kinases; SnRK, Snfl-related kinase; TORC, TOR Complex; Vps34, vacuolar
protein sorting 34. Modificado de Rexin et al. (2015).
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Debido a que cada aspecto del desarrollo en plantas esta regulado por
fitohormonas, estas han atraido la atencion como reguladores de la actividad de
TOR en plantas. Recientemente se ha sefialado a las auxinas como reguladores rio
arriba de la sefializacién de TOR (Schepetilnikov y Ryabova 2017). En respuesta a
auxinas, la sefializacion de TOR se activa, lo cual se ha manifestado por la
fosforilacion de la cinasa S6K en el sitio Thr449 (sitio fosforilado por TOR en
Arabidopsis) y la asociacién de TOR activado con polirribosomas, donde fosforila a
S6K (Schepetilnikov et al., 2013). Recientemente se reportd que las sefiales de
glucosa y luz, asi como la aplicacion exdégena de auxinas, mostraron ser capaces
de activar a S6K en meristemos foliares (Li et al., 2017). Por el contrario, la inhibicién
de TOR mediante ARNi o inhibidores quimicos bloquea el gravitropismo, una
respuesta regulada por auxinas (Schepetilnikov et al., 2013). Estudios recientes
sefialan que las auxinas actian en conjunto con las GTPasas similares a Rho
(ROPs) y la sefializacion de TOR para contribuir a la regulacion de la traduccion de
mensajeros con marcos de lectura abiertos rio arriba (UWORF), dentro de la region 5°
no traducida (5’'UTR). Los uORF pueden controlar la traduccion de proteinas criticas
(como factores de transcripcién, cinasas y factores de crecimiento) al permitir la
retencién en los polirribosomas de promotores de la reiniciacién de la traduccion,
como el factor de iniciacion de la traduccién elF3 (Eukaryotic Initiation Factor 3)
(Younk y Wek, 2016). Se ha sugerido que TOR recibe la sefial de auxinas via ROP2
para incrementar la produccion de proteinas importantes de forma post-
transcripcional, mediante un mecanismo de traduccién especifico: la reiniciacion. En
este modelo, la GTPasa ROP2 activa a TOR solamente al estar unida a GTP, de
forma similar a la activacion de TOR en mamiferos por Rheb (Fig. 7) (Schepetilnikov
et al.,, 2017). Plantas de Arabidopsis con altos niveles enddégenos de auxinas, 0
plantulas de Arabidopsis tratadas con auxinas o que expresan altos niveles de
ROP2 en su forma unida a GTP, se caracterizaron por un incremento en la
fosforilacion de TOR. La fosforilacion de TOR en respuesta a auxinas fue suprimida
en plantas de Arabidopsis con expresion disminuida de ROP2 mediante ARNi y
plantas que expresan constitutivamente ROP2 en su forma unida a GTP son mas

resistentes a inhibidores de TOR (Schepetilnikov et al., 2017). Entender los roles de
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ROP2 en la regulacion de TOR requiere mayor investigacion, asi como identificar
otros efectores de la sefializacion rio arriba de TOR en plantas y su participacion en

la traduccion.

ORF principal

uORF corto  Reiniciacién después de
la traduccién del uORF

Figura 7. Modelo de lafuncion de ROP2 en la activacion de TOR y S6K. La GTPasa ROP2 media
la activacién de TOR y S6K en respuesta a las auxinas para controlar la abundancia de importantes
proteinas de manera post-transcripcional, via reiniciacion de la traduccion. Las auxinas median el
reciclaje de las GTPasas ROP2, de su forma inactiva (unida a GDP), a su forma activa (unida a
GTP). ROP2 en su forma unida a GTP interactla directamente con TOR activandolo. TOR en su
forma activa es reclutado al complejo de pre-iniciacién y los polirribosomas, donde promueve la
reiniciacién de la traduccién de mARN con uORFs. Modificado de Schepetilnikov et al. 2017.
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2.1.6.5. Estructura, regulacion y funciones de S6K en plantas

De igual forma que en animales, S6K es el sustrato mejor caracterizado de TOR en
plantas. La mayoria de los estudios sobre la S6K de plantas se han realizado en
Arabidopsis, donde se presentan dos formas cercanamente relacionadas,
AtS6K1(At3g08720) y AtS6K2 (At3g08730). A pesar de que las regiones C-terminal
y N-terminal de la S6K de plantas son muy divergentes respecto a la de las S6K de
animales, el dominio cinasa se encuentra altamente conservado entre estos
organismos, e incluso los principales sitios de fosforilacion identificados en S6K de
humanos se conservan en la S6K de Arabidopsis (Turck et al., 2004; Moreau et al.,
2010; Rexin et al., 2015). Reyes de la Cruz et al. (2004), caracterizaron un ortélogo
en maiz de la p70-S6K de mamiferos, que presenta una longitud de 488
aminoacidos, una masa molecular teérica de 54.1 kDa y un punto isoeléctrico de
6.19. Esta S6K fue reconocida por anticuerpos contra la p70-S6K de humano vy, al
igual que en mamiferos, su actividad se incrementa en presencia de insulina y se
inhibe con rapamicina. Ademas, anticuerpos especificos para la S6K de humano
fosforilada en Thr389 son capaces de reconocer a las S6K1 y S6K2 de Arabidopsis
fosforilada en los sitios Thr449 y Thr455, respectivamente (Schepetilnikov et al.,
2011; Xiong y Sheen, 2012; Schepetilnikov et al., 2013). Al igual que en animales,
S6K presenta funciones importantes en la mediacion de las respuestas de
crecimiento en plantas, incluyendo a aquellas que involucran las hormonas que
promueven el crecimiento como las auxinas y citocininas (Turck et al., 2004; Deng
et al., 2016). En plantas, de manera similar a hongos y animales, la activacion de
S6K mediada por TOR contribuye al crecimiento estimulado por la sintesis de
proteinas por varios mecanismos. S6K activada por TOR exhibe un incremento en
la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 y en plantas este hecho afecta la
traduccion al promover la reiniciacion de la traduccion de mRNAs que contienen
multiples uUORFs dentro de la regién 5’UTR, ya que S6K, activada por TOR,
mantiene el estatus de fosforilacion del factor de iniciacion de la traduccion elF3h
(Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H), el cual es necesario para la
reiniciacion de la traduccion (Schepetilnikov et al.,, 2013). El hecho de que
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aproximadamente el 35% de los mRNAs de Arabidopsis presenten un uORF
corriente arriba del codén de inicio sugiere que este mecanismo puede jugar un
papel importante en la reprogramacion de la traduccion dependiente de TOR vy el
control del crecimiento y desarrollo (Dobrenel et al., 2016). S6K en plantas, al ser
uno de los principales sustratos de TOR, ha mostrado su participacion en la
sefalizacion de TOR mediada por auxinas como se ha demostrado en estudios
recientes (Deng et al., 2016; Dong et al., 2015; Schepetilnikov et al., 2017). En
respuesta a auxinas S6K es fosforilada por TOR en Thr449, y las sefiales de glucosa
y luz, asi como la aplicacion exégena de auxinas, mostraron ser capaces de activar

a S6K en meristemos foliares como se menciono previamente (Li et al., 2017).

2.2. La participacion de las fitohormonas sobre el crecimiento y desarrollo

vegetal

El crecimiento y desarrollo en plantas es determinado por sefiales endogenas y
ambientales que, junto con el programa genético intrinseco, determinaran la forma
de la planta. Las hormonas vegetales o fitohormonas son reguladores de
crecimiento fundamentales para el crecimiento y desarrollo vegetal (Gray, 2004).
Probablemente el término hormona vegetal deriva de las observaciones realizadas
por Julius von Sachs entre 1880 y 1893, donde sugiri6 que las diferencias
morfolégicas entre los érganos de las plantas se deben a diferencias en el material
gue los compone y postuld la existencia de sustancias que forman la raiz y la flor,
las cuales se mueven en diferentes direcciones a través de la planta (Went y
Thimann, 1937). Casi al mismo tiempo, Darwin realiz6 observaciones sobre el
fototropismo en coleoptilos de plantulas de avena, que lo condujeron a postular la
existencia de una sefial transportada desde la punta del coleoptilo hacia las regiones
inferiores de la planta (Darwin, 1880). Sin embargo, fue en 1926 cuando Went logré
aislar dicha sefial removiendo la punta del coledptilo de plantulas de Avena sativa y
colocandola en bloques de agar durante varias horas. Al posicionar los bloques de

agar a las plantas decapitadas, observo que éstas restablecian su crecimiento. De
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esta forma, Went demostré la existencia de una sustancia quimica promotora del
crecimiento vegetal, sintetizada en la punta del coleoptilo y cuya distribucion
asimétrica resulté en un doblamiento del coleoptilo opuesto al lugar con mayor
concentracion. Esta sustancia fue llamada inicialmente Wuchsstoff por Went y
posteriormente auxina (del griego auxein, ‘crecer o elongarse). EI compuesto
finalmente fue identificado como el acido indol-3-acético (AIA) (Wildman, 1997).
Desde la primera discusion sobre el termino fitohormona por Julius von Sachs,
varios reguladores quimicos del crecimiento han sido identificados en plantas. Las
plantas usan una gran variedad de hormonas, incluyendo esteroides y péptidos, asi
como las cinco fitohormonas clasicas: auxinas, acido abscisico, citocininas, etileno
y giberelinas, mientras que los brasinoesteroides, jasmonatos, salicilatos,
estrigolactona y el 6xido nitrico han sido reconocidos como nuevas fitohormonas.
(Santner y Estelle, 2006). A diferencia de sus contrapartes en animales, las
hormonas vegetales son moléculas pequefas relativamente simples, capaces de
actuar a bajas concentraciones para regular diversos aspectos del crecimiento y
desarrollo de plantas. Cada aspecto del desarrollo de la planta se encuentra de
cierta forma bajo control hormonal. Una sola hormona es capaz de controlar una
gran diversidad de procesos de desarrollo, mientras que a menudo, varias
hormonas al mismo tiempo regulan un solo proceso (Gray, 2004). Algunos ejemplos
bien estudiados del efecto de las fitohormonas sobre procesos de desarrollo vegetal
son: la promocién de la maduracion del fruto por etileno; la division y elongacion
celular, la diferenciacion vascular y el desarrollo de raices laterales por el AlA; el
acido jasmonico en el desarrollo del polen y la respuesta a invasion por patdgenos;
los brasinosteroides en la regulacion de la elongacion celular y la fotomorfogénesis;
las giberelinas en la promocion de la germinacion y el florecimiento; el acido
abscisico en la respuesta al estrés hidrico (Gray, 2004). Las fitohormonas pueden
ser transportadas a diferentes tejidos de la planta, pero algunas como el etileno
pueden actuar directamente sobre las células o el tejido donde es producido. La
forma en que las hormonas vegetales afectan el crecimiento y desarrollo vegetal
depende de la localizacion de la fitohormona (que depende de la sintesis y

transporte de las mismas), la homeostasis de las fitohormonas (regulada a través
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de biosintesis, degradacién y conjugacion) y la respuesta del tejido (que involucra
la presencia de receptores y componentes de la via de transduccion de sefiales
(Davies, 1995).

2.2.1. Participacion de las auxinas sobre el crecimiento y desarrollo vegetal

Las auxinas son un pequefio grupo de moléculas con una gran capacidad para
inducir respuestas de crecimiento en plantas, las cuales se han identificado en
varios organismos como humanos, animales y microorganismos. El AlA es la auxina
predominante en plantas y es una fitohormona indispensable con habilidad de
regular multiples aspectos del desarrollo vegetal (Teale et al., 2006). El efecto de
las auxinas sobre el crecimiento de la planta depende del tipo y concentracion de la
auxina aplicada. Se ha descrito que las auxinas participan en procesos importantes
de organogénesis y desarrollo, incluyendo la division y diferenciacion celular, las
respuestas tropicas a luz y gravedad, el desarrollo vascular, asi como la modulacion

de la arquitectura de la raiz y el follaje (Morquecho-Contreras y Lépez-Bucio, 2010).

2.2.2. Transporte y sefializacién de las auxinas

El transporte y distribucion permite establecer un gradiente de auxinas en las
plantas mediante la ubicacion especifica de transportadores de entrada (influjo) y
salida (eflujo) en las membranas celulares (Petrasek et al., 2006). Para transportar
a las auxinas recién sintetizadas (producidas principalmente en partes jévenes en
desarrollo como el 4pice foliar y las hojas emergentes) las plantas han desarrollado
dos tipos de sistemas de transporte: 1) a través del floema, denominado transporte
no polar o pasivo, y Il) célula a célula, conocido como transporte polar de auxinas
(TPA) o transporte activo (Michniewicz et al.,2007). En el primero, las auxinas y
otros compuestos inddlicos, se mueven a larga distancia a través del floema junto

con los fotosintatos hacia diversos tejidos blanco (Michniewicz et al., 2007). EI TPA,
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por otra parte, es fundamental para la distribucion de las auxinas a través de
distancias cortas y de célula a célula mediante diversos transportadores. Los
AUX1/LAX (AUXIN RESISTANT 1/LIKE-AUX1) son transportadores de influjo,
mientras que los de eflujo forman dos grupos: los transportadores PIN (PIN-
FORMED) y los transportadores ABCB/MDR/PGP (ATP-binding casette B/Multidrug
Resistant/P-glicoproteinas) (Petrasek y Friml, 2009). Tanto los transportadores de
influjo como los de eflujo establecen el gradiente de auxinas, el cual es regulado por
la expresion y localizacion subcelular de las proteinas transportadoras en respuesta
a sefiales ambientales (como la luz y la gravedad) y durante el desarrollo (Friml,
2010). Los maximos de auxinas locales y los gradientes de concentracion dirigen la
diferenciacion celular y la embriogénesis. Asi, las sefiales de auxinas son

convertidas en respuestas de desarrollo dependientes del contexto ambiental.

La via de sefalizaciéon de auxinas mejor caracterizada es la nuclear (Mockaitis y
Estelle, 2008). Los componentes clave de esta via de sefializacién de auxinas son
las proteinas F-BOX TIR1/AFB (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN
SIGNALING F-BOX PROTEIN), la familia de represores transcripcionales Aux/IAA
(AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID) y las proteinas de union a secuencias
especificas del ADN llamadas ARFs (AUXIN RESPONSE FACTORSs). Cuando los
niveles de auxinas son bajos, los represores transcripcionales Aux/IAA interactian
con los factores ARF, las cuales ocupan especificamente elementos promotores de
respuesta a auxinas (AuxRES) en numerosos genes regulados por auxinas. Las
proteinas Aux/IAA reprimen la funcibn de los ARF ya sea manteniéndolos
secuestradas lejos de sus promotores o mediante el reclutamiento de los co-
represores TOPLESS (TPL)/TLP-RELATED (TPR), los cuales conducen a la
inactivacién de la cromatina y el silenciamiento de los genes blanco de las ARF.
Cuando la concentracidén nuclear de auxinas incrementa, estas son percibidas por
un correceptor, formado por TIR1/AFB y Aux/IAA. TIR1/AFB forma parte del
complejo de ubiquitina ligasa SCFTRVAFE (S-PHASE KINASE ASSOCIATED
PROTEIN 1-CULLIN-F-BOX PROTEIN). La formacién del complejo ternario
TIR1/AFB:Auxina:AUX/IAA permite la poliubiquitinacion de los represores Aux/IAA

y su subsecuente degradacion dependiente del proteosoma 26S (Fig. 8 ) (Lavy y
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Estelle, 2016; Weijers y Wagner, 2016). Dado el profundo impacto de la produccion
de auxinas en el crecimiento y desarrollo de las plantas, es necesario que esta
produccion deba ser balanceada para evitar una respuesta excesiva, por lo cual la
via de respuesta de auxinas implica circuitos de retroalimentacion: los ARF activan
la transcripcion de proteinas Aux/IAA y desencadenan la expresion del micro ARN
847 (miR847), el cual inhibe la acumulacion de Aux/IAA. Ademas de la
ubiquitinacién, al menos otras dos modificaciones postraduccionales alteran la
respuesta de las auxinas: TIR1 puede ser S-nitrosilada y la quinasa BIN2 puede
fosforilar las ARF para inhibir su interaccién con las proteinas Aux/IAA. Otros
mecanismos de regulacion de la respuesta a las auxinas son: Por autoubiquitinacion
de TIR1 para controlar los niveles de éste en ausencia de sustrato; por inhibicion de
TIR1 mediante el micro ARN 393 (miR393), el cual es controlado por distintos tipos
de estrés y; la via puede ser secuestrada por Pseudomonas syringae, ya que su

proteina efectora secretada AvrRpt2 promueve la degradacion del represor Aux/IAA
(Fig.8).
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Figura 8. Via de sefializacion nuclear de las auxinas. Las auxinas promueven la interaccion entre
el complejo SCFTRAFE (mostrado en color gris) y las proteinas Aux/IAA (rojo), conduciendo a la
transferencia de ubiquitina (azul) a estas Ultimas y su posterior degradacién en el proteosoma. Las
proteinas Aux/IAA se unen a los factores de transcripcion ARF (verde) y los inhiben. Cuando los ARF
son liberados de su inhibicion, promueven la transcripcidn de los genes tempranos de respuesta a
las auxinas. La respuesta a las auxinas involucra circuitos de retroalimentacién, en donde el micro
miR847 inhibe la acumulacion de Aux/IAA. TIR1 ademas de ser susceptible a ser ubiquitinada, es
susceptible a ser S-nitrosilada (rosa) y fosforilada (naranja). Otras sefiales que también regulan la
respuesta a auxinas son: la autoubiquitinacién de TIR (Flecha punteada); el miR393 en respuesta a
distintos tipos de estrés; la proteina AvrRpt2 de Pseudomonas syringae. Las flechas verdes indican
una regulacién positiva, y las lineas rojas indican inhibicién. Abreviaturas: ARF, AUXIN RESPONSE
FACTOR; ASK1, ARABIDOPSIS SKP1 HOMOLOGUE; Aux/IAA, AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID;
BIN2, BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 2; CUL1, CULLIN 1; flg22, 22-amino-acid flagellin
fragment; RBX1, RING-BOX 1; TIR1/AFB, TRANSPORT INHIBITOR RESISTANT 1/AUXIN
SIGNALING F-BOX. Modificado de Weijers y Wagner, 2016.
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2.2.3. Biosintesis de las auxinas en las bacterias

La produccion del AlA se encuentra ampliamente extendida entre las bacterias que
habitan la rizosfera de plantas. Se sospecha que alrededor de un 80% de las
bacterias aisladas de la rizosfera son capaces de producir al AlA (Patten y Glick
1996; Khalid et al. 2004). Estos microorganismos en su interaccion con las plantas
pueden interferir con su desarrollo al perturbar su balance de auxinas. Las vias de
biosintesis del AIA en bacterias muestran una similitud con las vias reportadas en
plantas, sin embargo, no todos los genes, enzimas o intermediarios bacterianos han
sido caracterizados (Patten y Glick 1996; Khalid et al. 2004). Se han descrito
distintas vias de biosintesis del AIA dependiente de triptéfano en bacterias, dentro
de las que se encuentra: I) una dependiente de indol-3-acetamida (IAM); 1) otra que
depende del &cido indol-3-piravico (IPyA); llI) una dependiente del indol-3-
acetonitrilo (IAN); 1IV) una dependiente de Indol-3-acetaldehido (IAAId) en la que la
triptamina es el precursor y; V) la via en la que el triptéfano es convertido
directamente en IAAId y éste es oxidado a AIA como en la via IPyA (Costacurta y
Vanderleyden, 1995). Con respecto a vias de biosintesis de auxinas independientes
de triptéfano en bacterias, no se ha encontrado evidencia genética o bioquimica
solida que respalde los modelos propuestos. Un cuerpo creciente de evidencias
sefiala al AIA como una molécula de sefalizacion en las interacciones planta-
microorganismos, debido a que estas afectan la expresion de genes en algunos

microorganismos (Spaepen y Vanderleyden, 2011).

2.3. Sistema de percepcién de quérum

Las bacterias utilizan pequefias moléculas para la comunicacion celular, necesarias
para regular una gran variedad de procesos dependientes de la densidad
poblacional, tales como virulencia, simbiosis, formacién de biopeliculas, produccion
de antibioticos, motilidad y esporulacion (Miller y Bassler, 2001). Este mecanismo

de regulacion de la expresion genética, en coordinacion con la densidad
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poblacional, es conocido como percepcion de quérum o quorum sensing (QS). En
él, las bacterias se comunican mediante la produccidn y excrecion de pequefas
moléculas conocidas como autoinductores, que funcionan como sefial para inducir
la expresion genética colectiva. El primer sistema de percepcion de quérum descrito
fue el de la bacteria bioluminiscente Vibrio fischeri, el cual es controlado por las
proteinas, Lux-l y Lux-R, encargadas de regular la expresion del operon de la
luciferasa (luxICDABE). Lux-1 es la sintasa del autoinductor, una acil homoserina
lactona (AHL), formada por un anillo de homoserina lactona unido a una cadena (N)-
acil de acido graso mediante un enlace amida (Engebrecht y Silverman, 1984). La
concentracion del autoinductor aumenta cuando crece la densidad poblacional
celular. Lux-R es el receptor citoplasmatico del autoinductor. Las proteinas Lux-R
se unen a moléculas de AHL que han alcanzado una concentracion estimulatoria
minima, y el complejo Lux-R/autoinductor activa la transcripcion de sus genes
blanco (Engebrecht et al., 1983; Miller y Bassler, 2001). La bacteria V. fischeri
coloniza el 6rgano emisor de luz del calamar Euprymna scalopes, donde se
multiplica y alcanza una alta densidad poblacional, lo que permite la expresion de
los genes requeridos para la luminiscencia. El calamar es beneficiado por la luz que
le proporciona la bacteria para ocultarse en la superficie de las aguas y asi evitar a
sus depredadores (Visick et al. 2000). Un gran numero de bacterias gram-negativas
poseen proteinas tipo LuxI/R y usan moléculas de AHL para regular su sistema de
percepcion de quoérum (Manefield y Turner, 2002).

2.3.1. Sistema de percepcion de quérum en Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una especie de bacteria gram-negativa, patdgeno
oportunista en humanos y plantas. Varios estudios con respecto a los sistemas de
QS de P. aeruginosa se han realizado, y éstos indican que un 5-20% de sus genes
y proteinas estan sujetos a regulacion por QS (Bauer y Mathesius, 2004). Se han
identificado en P. aeruginosa dos sistemas de QS interrelacionados: el LasR-Lasl

regulado por la N-(3-oxodecanoil)-homoserina lactona (OdDHL), y el sistema RhIR-
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Rhll regulado por (N-butirilhomoserina lactona) (BHL) (Fig. 9) (Lee y Zhang, 2015).
Cuando las proteinas receptoras LasR y RhIR se unen a sus respectivos
autoinductores, OdDHL y BHL, estas son activadas y forman los complejos: LasR-
OdDHL y RhIR-BHL. El complejo LasR-OdDHL activa la transcripcién de los genes
rhiR, rhll, lasl y otros genes de virulencia, mientras que el complejo RhIR-BHL, de
manera similar, activa la expresion de rhiR y rhil. Ambos sistemas de QS regulan la
produccion de factores de virulencia que le confieren facilidad de infeccion
afectando los pulmones y las vias respiratorias, las vias urinarias, la piel y los tejidos
blandos entre otros (Fig. 9) (Miller y Bassler, 2001; Smith e Iglewski, 2003). La
importancia del QS para la patogenicidad de P. aeruginosa se ha evidenciado
mediante el uso de mutantes defectuosas en los sistemas de QS que muestran

virulencia reducida o nula (Loh et al., 2002).
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Figura 9. Representacion esquemaética de los sistemas de QS LasR-Lasl y RhIR-Rhll de
Pseudomonas aeruginosa. Las flechas indican un efecto estimulatorio. Se muestran algunos
factores de virulencia regulados por ambos sistemas de QS. Entre los beneficios de estos para P.
aeruginosa se encuentran: la proteasa LasA participa en la evasion a la respuesta inmune del
hospedero y la colonizacion mejorada; la elastasa LasB participa en la adquisicion de hierro
extracelular de las proteinas del huésped; La proteasa alcalina Apr participa en la evasion de la
respuesta inmune y la colonizacién del huésped; los ramnolipidos RhIAB participan en la evasién de
la respuesta inmune y la formacién de biopeliculas y; el &cido cianhidrico Hcn participa en la
colonizacion. Modificado de Lee y Zhang (2015).

39



2.3.2. Respuestas a sefiales de AHL en eucariontes

Las moléculas de AHL modulan la transduccién de sefiales en animales y en plantas
(Telford et al. 1998; Mathesius et al.,, 2003), e incluso las hormonas de los
hospederos son capaces de interaccionar con las moléculas de QS para modular la
expresion de los genes bacterianos (Gao et al., 2003; Sperandio, 2003). Varios
estudios han aportado evidencias sobre diferentes respuestas en animales
inducidas por AHL bacterianas, como: alteracion en la inmunidad, aumento de la
bradicardia, inhibicibn de la contraccion en el musculo liso, promocion de la
apoptosis y la estimulacion de respuestas antiinflamatorias (Bauer y Mathesius,
2004). Las plantas, al estar asociadas con bacterias que se comunican mediante
AHL, también perciben estas sefales. En Medicago truncatula se reporté que la
aplicacion de AHL ocasiona una acumulacion diferencial de proteinas involucradas
en diversas funciones: respuestas a estrés y de defensa, metabolismo primario,
respuesta a fitohormonas, regulacion transcripcional, procesamiento de proteinas y
actividad del citoesqueleto. (Mathesius et al, 2003). En plantas de tomate se reporté
la induccidn, por bacterias productoras de AHL capaces de colonizar la raiz, de las
respuestas de defensa dependientes del &cido salicilico y un incremento en la
resistencia sistémica (capacidad de las células para dispersar una respuesta de
defensa a través de toda la planta) contra el patdégeno Alternaria alternata. Dicho
evento fue confirmado mediante mutantes alteradas en la produccion de AHL, las
cuales no fueron efectivas en la reducciéon de los sintomas producidos por A.
alternata (Schuhegger et al., 2006). En otro estudio, realizado también en tomate,
se reportd la induccion de las respuestas de defensa en el follaje después del
tratamiento con AHL en las raices. Esta habilidad de las plantas para percibir AHL
en un tejido e inducir respuestas sistémicas puede ser de considerable importancia
para potenciar las defensas del hospedero (Hartmann et al., 2004). Otra evidencia
de una respuesta sistémica producida por AHL, mostré que la exposicion de raices
de frijol a homoserina lactona (uno de los productos de la degradacién enzimatica
de las AHL por bacterias de suelo) produce un incremento del 20-30% en la
conductancia estomética y la transpiracion en el follaje de la planta (Joseph y
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Phillips, 2003). Este incremento en la transpiracién, producido por la homoserina
lactona, dio lugar a un incremento en el flujo de agua y de nutrientes hacia la
rizosfera que puede beneficiar tanto a la planta como a la bacteria. En Arabidopsis
thaliana se encontr6 que la aplicacion de pequefias concentraciones de AHL
producen cambios importantes sobre la arquitectura del sistema radicular (Ortiz-
Castro et al., 2008). Todos estos antecedentes respaldan la hipotesis de la

participacion de las AHL en las interacciones planta-bacteria.

2.3.3. Actividades biol6égicas sobre eucariontes de las moléculas de QS
distintas a las AHL

Ademas de las AHL, existen otras moléculas de QS capaces de modular la
transduccion de sefiales en mamiferos y plantas. Ortiz-Castro et al., 2011,
observaron al co-inocular plantas de A. thaliana con cepas de Pseudomonas
aeruginosa mutantes en los sistemas de QS lasl y lasl/rhil, un incremento
significativo en la produccion de biomasa de hojas y raices, asi como cambios en la
arquitectura del sistema radicular, sugiriendo que las sintasas de AHL, Lasl y Rhll,
regulan la produccion de compuestos involucrados en la produccion de biomasa, la
division y la diferenciacion celular en la raiz de A. thaliana. Los compuestos
responsables de dicha actividad fueron posteriormente identificados como tres
ciclodipéptidos: ciclo (L-Pro-L-Val), ciclo (L-Pro-L-Tyr) y ciclo (L-Pro-LPhe). Estos
tres compuestos activan la respuesta auxinica en las lineas de A. thaliana DR5:uidA,
mostrando con esto que existen diversos compuestos de QS capaces de modular
el crecimiento vegetal y que se favorece la producciéon de estos compuestos al

regular los sistemas de QS (Ortiz Castro et al., 2011).

41



2.4. Caracteristicas de los ciclodipéptidos

Los ciclodipéptidos (CDPs) constituyen una numerosa familia de metabolitos
secundarios sintetizados predominantemente por microorganismos. Son pequefias
moléculas ciclicas formadas por dos aminoacidos unidos mediante enlaces
peptidicos (Belin et al., 2012). El interés en los CDPs naturales se ha incrementado
debido a que estas moléculas han mostrado diversas e importantes actividades
biolégicas:  antibacterianas, antiflUngicas, antivirales, inmunosupresoras,
antiinflamatorias y antitumorales. Ademas, se han reportado CDPs obtenidos por
sintesis quimica cuyas actividades farmacolégicas se han estudiado
extensivamente (Belin et al., 2012). Este amplio espectro de las propiedades
biolégicas de los CDPs abre sus posibles aplicaciones terapéuticas variadas y
debido a que su particular sistema heterociclico se encuentra en varios productos
naturales, lo cual constituye una fuente de nuevos compuestos bioldgicamente

activos (Martins y Carvalho, 2007).

2.4.1. Biosintesis de los ciclodipéptidos

Los ciclodipéptidos son producidos por una gran variedad de organismos, desde
bacterias, hasta hongos y animales. Aunque la funcion biolégica de los CDPs en los
microorganismos que los producen permanece poco documentada, datos recientes
muestran que los CDPs representan una nueva clase de moléculas de sefializaciéon
de QS en bacterias y tienen ademas la capacidad de modular la transduccion de
sefales en plantas y en mamiferos (Belin et al., 2012). Los CDPs pueden ser
sintetizados a partir de aminoacidos libres por las péptido sintasas no ribosomales
(NRPS) usando aminoacidos libres o bien pueden ser sintetizados por
ciclodipéptidos sintasas (CDPSs). Estas ultimas utilizan tARNs aminoacilados (aa-
tARN) como sustrato (Bonnefond et al., 2011). Las CDPSs son enzimas pequefas
(26 KDa aproximadamente) mientras que las NRPS son sistemas multienzimaticos

de gran tamafio, aproximadamente 10 veces mayor al de las CDPSs. Esta diferencia

42



probablemente refleja las diferentes estrategias usadas para la activacion del grupo
carboxilo del aminoacido que es requerida para la formacién del enlace peptidico.
Las NRPSs sintetizan péptidos de forma independiente de la maquinaria ribosomal,
via su estructura multi modular, la cual se caracteriza por poseer tres dominios
centrales: 1) de adenilacion (A), responsable de la seleccion, activacion y
transferencia del aminoéacido; IlI) de tiolacion (T), que une covalentemente al
aminoacido al tiol del grupo prostético 4-fosfopanteteina y lo transporta al dominio
de condensacion; de condensacion (C), para la formacion del enlace peptidico. La
liberacion del péptido formado de la NRPS estd acompafada de la ciclacion, a
traves de la actividad de un dominio de tioesterasa. Las modificaciones
subsecuentes como la metilacion, reduccion o epimerizacién, pueden ocurrir
durante la sintesis del ciclodipéptido (Miller et al., 2016; Reimer et al., 2016). Con
respecto a las vias de sintesis de CDPs dependientes de CDPSs, solo tres se han
caracterizado completamente en términos de los CDPs producidos y las enzimas
involucradas. Dichas proteinas se han caracterizado experimentalmente y cada una
presenta distinta actividad: a) a,B-deshidrogenacion, b) oxidacion del anillo de
dicetopiperazina y c) acoplamiento de arilo C—C. Las CDPSs secuestran a los aa-
tARN eliminando asi la necesidad de activar los aminoacidos. Por tanto, los
sustratos de las CDPSs estan restringidos a los 20 L-aminoacidos cargados en los
tRNAs, mientras que el rango de sustratos para las NRPSs es mas amplio.
Adicionalmente, los sustratos de las NRPS pueden ser modificados dentro de la
enzima por dominios accesorios al introducir modificaciones quimicas mientras que,
con las CDPSs, las modificaciones quimicas solo pueden suceder después de la
formacion del CDP. Esto parece dar lugar a una mayor complejidad en los CDPs
sintetizados via NRPS que en aquellos sintetizados por las CDPSs. Es interesante
notar que las vias de sintesis de CDPs dependientes de CDPSs se han identificado
en bacterias, hongos, protozoarios y animales, mientras que las vias dependientes
de NRPS solo se han identificado en bacterias y hongos. Sin embargo, mientras
que la funcion de los CDPs sintetizados via NRPS usualmente ha sido identificada
(como sideroforos o toxinas involucradas en patogenicidad), se desconocen las

funciones de los CDPs sintetizados via CDPSs (Belin et al., 2012).
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2.4.2. Efecto de los ciclodipéptidos sobre plantas

Los CDPs han mostrado actividades bioldgicas relacionadas al desarrollo en
plantas, lo cual muestra su importancia en otras areas ademas de la medicina, como
en la agricultura. En arroz se reportd que el tratamiento con ciclodipéptidos
promueve la germinacion de semillas bajo estrés por bajas temperaturas e inducen
la resistencia al estrés hidrico (lenaga et al., 1990). En lechuga se ha reportado una
promocion del crecimiento en presencia de ciclodipéptidos extraidos de Penicillium
brevicompactum y de bacterias marinas aisladas del coral Phalythoa sp (Kimura, et
al., 2005; Cronan et al., 2006). En fracciones de sobrenadantes de cultivos de la
bacteria promotora del crecimiento vegetal, Pseudomonas putida WCS358, se
observo que los compuestos mas abundantes fueron cuatro ciclodipéptidos, lo que
sugiere que son estos los responsables del efecto promotor del crecimiento vegetal
(Degrassi et al., 2002). También se ha reportado que los ciclodipéptidos pueden
controlar enfermedades en plantas al inducir la expresién de genes de resistencia a
patégenos, incluso cuando no son usados directamente en el sitio de la lesion,
promoviendo asi el crecimiento vegetal (Park et al., 2013). Ortiz-Castro et al., 2011,
reportaron que los ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa PAOL,
ciclo (L-Pro-L-val), ciclo (L-Pro-L-Tyr) y ciclo (L-Pro-LPhe), incrementan
significativamente la formacion de raices laterales en A. thaliana. Ademas éstos tres

ciclodipéptidos activan la respuesta auxinica en las lineas de A. thaliana DR5:uidA.

2.5. El Maiz

2.5.1. Origen y domesticaciéon del maiz

El maiz (Zea mays L.) es una planta anual que pertenece a la familia de las
gramineas, donde se incluye a otros cultivos agricolas importantes como el trigo,
arroz, avena, sorgo, cebada y cafia de azucar. Existen varias teorias sobre el origen

del maiz, sin embargo, la evolucién progresista del teocinte como el ancestro del
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maiz es la que ha prevalecido en la comunidad cientifica y se ha ido consolidando
cada vez mas (Doebley, 1990; Matsuoka et al. 2002). Con respecto a la
domesticacion y diversificacion del maiz existen dos teorias alternativas: a) la del
origen multicéntrico, en la que se propone que existieron varios centros de
domesticacién a partir de las diferentes poblaciones de teocinte y; b) la teoria de un
anico centro de domesticacion, que propone que las poblaciones del teocinte de la
raza Balsas o0 subespecie (ssp.) parviglumis, se localizaron en el centro de la cuenca
del Balsas (oriente de Michoacan, suroeste del estado de México y norte de
Guerrero). En ambas teorias se trata de establecer como se originé y diversifico el
maiz en sus diferentes formas para adaptarse a las condiciones ambientales y a las

culturas especificas (Kato et al., 2009).

2.5.2. Descripcién botanica del maiz

La planta del maiz es de porte robusto, de facil desarrollo y de produccion anual. El
tallo es simple erecto, de elevada longitud, alcanzando una altura de 1 a 5 metros
con pocas ramificaciones. El aspecto del maiz recuerda al de la cafia de azucar por
la presencia de nudos y entrenudos y una médula esponjosa. Las hojas nacen en
los nudos de manera alterna a lo largo del tallo. El maiz es de inflorescencia monoica
con los 6rganos masculino y femenino separados dentro de la misma planta. La
inflorescencia masculina, también conocida como panicula (o espiga) es terminal,
puede ser de color verde, amarilla, rojiza o morada y posee una cantidad muy
elevada de polen, del orden de 20 a 25 millones de granos de polen. Las
inflorescencias femeninas se localizan en las yemas axilares de las hojas, son
espigas de forma cilindrica que consisten en un raquis central u olote donde se
insertan las espiguillas por pares. La inflorescencia femenina marca un menor
contenido en granos de polen, de alrededor de 400 a 1000 granos arreglados en un
promedio de ocho a 24 hileras por mazorca. En la mazorca cada grano o semilla
es un fruto independiente llamado caridépside que esta insertado en el raquis

cilindrico u olote; la cantidad de grano producido por mazorca esta limitada por el
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namero de granos por hilera y de hileras por mazorca. Como cualquier otro cereal,
las estructuras que constituyen el grano del maiz (pericarpio, endospermo y
embrion) le confieren las propiedades fisicas y quimicas (como el color, la textura,
el tamafio, etc.) que han sido importantes en la seleccion del grano como alimento.
Desde que se siembran las semillas hasta la aparicion de los primeros brotes,
transcurre un tiempo de 8 a 10 dias, donde se ve reflejado el continuo y rapido

crecimiento de la plantula (Kato et al., 2009).

2.5.3. El sistema radicular del maiz

2.5.3.1. Desarrollo del sistema radicular del maiz

Al igual que en otras plantas, la raiz del maiz participa en la captacion de agua y
nutrientes del suelo, provee soporte estructural a la planta y es el sitio de interaccion
con factores bibticos y abioticos, determinantes para la productividad del cultivo.
(Liedgens et al., 2000; Hochholdinger et al., 2004a).

El desarrollo del sistema radicular del maiz puede ser embrionario y post-
embrionario. El primero ocurre por una serie de divisiones asimétricas en las células
del zigoto dando lugar a la formacion del suspensor y al embrion. Posteriormente,
aparece el eje embrionario formado por el meristemo apical foliar y el radicular en
el coledptilo. Finalmente, se desarrollan las estructuras embrionarias formadas por
el primer primordio de la hoja, la raiz primaria y las raices escutelares seminales
(Sheridan y Clark, 1994; Chandler et al., 2008; Nardmann y Werr, 2009). Cuando
las condiciones ambientales son favorables comienza la germinacion, iniciando asi
el desarrollo post-embrionario. La germinacion se caracteriza por la emergencia de
la radicula y avanza con el aporte de nuevas células generadas en el meristemo de
la raiz, ademas de la expansion de las células de la zona de elongacion (Ishikawa
y Evans, 1995). Mas alla de esta region, en la zona de diferenciacion ocurre la

formacion de pelos radiculares (Saleem et al., 2010). En conjunto, los procesos de
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divisién, elongacién y diferenciacion celular dan como resultado el arreglo
tridimensional del sistema radicular que lleva a la conformacion de la arquitectura
de la raiz (Fig. 10B1).

2.5.3.2. La arquitectura de la raiz del maiz

La raiz del maiz muestra una estructura compleja comparada con el sistema
radicular simple de Arabidopsis. El sistema radicular de Arabidopsis muestra una
estructura arbdrea jerarquica, con una raiz primaria o principal que produce raices
laterales, las cuales a su vez producen raices laterales de orden superior (Fig. 10A)
(Kellermeier et al., 2014). El sistema radicular del maiz esta formado por una raiz
primaria y raices escutelares seminales, que se forman endégenamente en el
embrion y aparecen durante la germinacion. Tanto la raiz primaria como las raices
escutelares seminales son importantes para la captacion del agua y los nutrientes,
asi como para el establecimiento de la planta en el suelo. Las raices post-
embrionarias se forman después de la germinacién y continlan creciendo hasta
formar un sistema radicular altamente ramificado en las plantas adultas. El sistema
radicular post-embrionario estd formado por las raices de corona, las raices
laterales que emergen de los diferentes tipos de raices y por las raices aéreas que
surgen tardiamente en los nodos del tallo sobre el nivel del suelo (Fig. 10B1y 10B2)
(Hochholdinger y Feix, 1998; Hochholdinger et al., 2004b; Singh et al., 2010. Las
raices de la corona forman la mayor parte del sistema radicular de la planta adulta
y son la base para el soporte de la planta, ademas de que son las responsables de
la mayor parte de la captacion de agua a través de sus raices laterales (Sauer et
al., 2006). Las raices aéreas proveen soporte adicional y mayor superficie de
absorcion de agua y de nutrientes en las plantas adultas (Feldman, 1994). Las
raices laterales en maiz emergen de los diferentes tipos de raices, entre los 6 a 8
dias de edad, y permiten la construccion del sistema radicular ramificado, que
aumenta el area de absorcion y el volumen de suelo bajo exploracion, haciendo mas

eficiente la toma de agua y nutrientes (Lopez-Bucio et al., 2003; Grzesiak, 2009).
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Figura 10. Comparacion del sistema radicular de Arabidopsis thaliana y del maiz (Zea mays
L.). A) El sistema radicular de Arabidopsis thaliana esta conformado por una raiz primaria o principal,
las raices laterales y las raices laterales de orden superior. B1) Planta de maiz de 14 dias de edad
en la que se muestra la raiz primaria (rojo), las raices escutelares seminales (azul), las de corona
(verde) y las laterales que emergen de los diferentes tipos de raices. B2) Las raices aéreas del
soporte foliar se localizan por arriba del nivel del suelo en una planta de 6 semanas de edad.
Modificado de Hochholdinger et al., (2004a); Hochholdinger y Tuberosa (2009a) y Kellermeier et al.,
(2014).
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3. JUSTIFICACION

Los ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa son compuestos
capaces de activar la respuesta auxinica y de promover el crecimiento vegetal. Sin
embargo, la informacién respecto a los mecanismos moleculares que subyacen a
dichos acontecimientos es limitada, por lo cual es interesante analizar si el efecto
promotor del crecimiento de los ciclodipéptidos involucra la participacion de la via
de sefalizacion de TOR-S6K en plantas de maiz, la cual se encarga de coordinar el

crecimiento celular en respuesta a las condiciones ambientales en eucariontes.

4. HIPOTESIS

Los ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa estimulan el
desarrollo de plantas de maiz a través de la activacion de la proteina S6K del maiz
(ZmS6K)

5. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de los ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa
sobre el desarrollo de plantas de maiz y la fosforilacion de la proteina ZmS6K
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6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto de los ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa sobre el

crecimiento y el desarrollo del sistema radicular de plantas de maiz

2. Analizar el efecto de los ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa sobre la
fosforilacion de la proteina ZmS6K

7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Material bioldgico

Para realizar los diferentes disefios experimentales se utilizaron semillas de maiz
(Zea mays L.) variedad chalquefio, obtenidas de las cosechas 2015/2016, Valle de
Chalco, Estado de México, debido a que esta variedad presenta un alto porcentaje
de germinacion. La mezcla de ciclodipéptidos utilizados en los distintos tratamientos
fue proporcionada por el Laboratorio de Biotecnologia Microbiana del Instituto de

Investigaciones Quimico Biolégicas de la UMSNH.

7.2. Preparacion de las semillas

Para cada bioensayo primeramente se sometieron las semillas a una desinfeccion
superficial con una solucién de hipoclorito de sodio al 50% v/v y agitacion durante 5
min. Transcurrido este tiempo, se retir0 la solucion de hipoclorito de sodio y se
realizaron tres lavados con agua desionizada. Posteriormente, se agrego etanol al
70% v/v y se mantuvo en agitacién durante cinco min. Transcurrido este tiempo se
retird el etanol y se realizaron otros tres lavados con agua desionizada. Finalmente,

las semillas fueron colocadas en una charola con algodén humedecido con agua
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desionizada y se colocaron en una camara de crecimiento en condiciones de
obscuridad a 25 + 2°C durante 72 h.

7.3. Extraccion de plantulas de maiz y desinfeccion

Transcurrido el periodo de 72 horas, se seleccionaron las plantulas de maiz que
presentaron crecimiento homogéneo para proceder a retirar los restos de
endospermo con un bisturi, dejando Unicamente las plantulas con el escutelo.
Posteriormente, en una campana de flujo laminar, se realiz6 una desinfeccion,
primero con solucién de hipoclorito de sodio al 50% v/v por 5 min y, posteriormente,
con etanol al 70% v/v durante otros 5 min, realizando 4 lavados con agua

desionizada estéril al retirar cada una de estas soluciones.

7.4. Condiciones de crecimiento

Para evaluar el efecto de los ciclodipéptidos sobre el crecimiento del maiz, se utilizé
medio MS liquido (Murashige y Skoog, 1962) 1x, suplementado con sacarosa al 2%.
Dicho medio contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento de las plantas.
Antes de ser usado en los bioensayos, el pH del medio se ajusté a 6.5 con NaOH
1M y se esteriliz6 en autoclave. Se utilizaron tubos de crecimiento de 25mm x
150mm, previamente esterilizados en autoclave, colocando dos grupos de tubos en
cada experimento: el control, al que se adicionaron Unicamente 5ml de medio MS
liquido por tubo, mientras que a los grupos con tratamiento se les agregaron 5ml de
medio MS liquido con la mezcla de ciclodipéptidos en distintas concentraciones (0.5,
1, 10, 20 y 50 uM). Se colocé una plantula por tubo y estos fueron colocados por 8
dias en camara de crecimiento, con un fotoperiodo de 16 horas luz, 8 horas de
oscuridad a 22 * 2°C. Transcurridos los 8 dias, se realiz6 el analisis de crecimiento

vegetal.

51



Para evaluar el efecto del tratamiento de plantas de maiz con ciclodipéptidos
durante un periodo de exposicion mas prolongado, se utilizaron semillas de maiz
desinfectadas como se describe anteriormente y se colocaron en una charola con
algodon humedecido con agua desionizada en obscuridad durante 24 horas a una
temperatura 25 * 2 °C, con el objetivo de estimular y homogenizar la germinacion.
Transcurrido este periodo, se seleccionaron las semillas que presentaron
germinacion homogénea y se coloc6 cada una en una maceta con suelo,
previamente esterilizado en autoclave, dejandolas en crecimiento 30 durante dias.
Las macetas fueron separadas en dos grupos: el control, cuyo riego se realizé dos
veces por semana con agua de grifo esterilizada en autoclave, y el grupo con
tratamiento, regado dos veces por semana con agua de grifo estéril, a la cual se le

adicionaron los ciclodipéptidos.

7.5. Andlisis de crecimiento vegetal

En los ensayos realizados en tubos de crecimiento, transcurrido el periodo del
tratamiento de las plantas de maiz con los ciclodipéptidos, se registré la altura de la
planta y el crecimiento de la raiz primaria utilizando una regla. EI nimero de las
raices escutelares seminales, de las raices laterales y de las raices de corona se
determiné mediante el conteo de estas, presentes en cada planta. Para el andlisis
del crecimiento de las plantas crecidas en suelo, la altura de la planta se registré
usando una regla, mientras que la longitud total de la raiz, el nimero de raices
laterales, el diAmetro promedio de las raices, el volumen de la raiz y el area de
superficie fueron obtenidos mediante el analisis con el software Whin-RHIZO Root
Imaging Software (Regent Instruments) de las imagenes del sistema radicular de
las plantas, tomadas con un equipo Epson Expression 11000XL A3 Flatbed Photo
Scanner. El andlisis de los datos cuantitativos y las graficas se analizaron con el
programa Graphpad Prism 5 (GraphPad software Inc., La Jolla, CA, USA) y se

realizé un analisis de varianza de una via con prueba post hoc de Dunnette y una
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prueba t-student para muestras independientes. Se utilizaron asteriscos para indicar

las medias con diferencia significativa (P<0.05).

7.6 Determinacién de la fosforilacion de la proteina ZmS6K

Para evaluar el efecto de los ciclodipéptidos sobre la fosforilacidén de la cinasa S6K
del maiz (ZmS6K), a un grupo de semillas previamente desinfectadas y con 22
horas de germinacién en las condiciones antes descritas, se le extrajo con un bisturi
el eje embrionario. Una vez extraidos estos, estos se colocaron en matraces con
medio MS (control) y con medio MS suplementado con diferentes concentraciones
de ciclodipéptidos. Los matraces se mantuvieron en agitacion leve durante 2 horas.
Los grupos de ejes embrionarios fueron triturados con nitrégeno liquido y se agrego
a la muestra un amortiguador para la extraccion de las proteinas (pH 7.6, HEPES
50um, ortovanadato de sodio 1mM, molibdato de sodio 1mM, 1mM EDTA, 1mM
benzamidina, 20mM NaF, 80mM beta-glicerofosfato de sodio, 0.2mM PMSF, 2Mm
DTT). El homogenizado se centrifugd a 9500 rpm durante 30 min a 4°C,
posteriormente se recuper6 el sobrenadante y se cuantificaron las proteinas de
acuerdo con el método de Bradford (Bradford, 1976). Las muestras de proteinas se
separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 12%. Posteriormente las proteinas fueron
transferidas de los geles a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF). Las
membranas se incubaron con los anticuerpos primarios: [anti-S6K de maiz (1:1000),
anti-p-p70S6K(Thr389) (Santa Cruz biotechnology) (1:1000)], a 4°C y con agitaciéon
constante durante toda la noche. Transcurrido este periodo las membranas fueron
incubadas con el segundo anticuerpo (anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa)
durante dos horas con agitacion y finalmente se revelaron mediante el equipo
ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Las imagenes obtenidas

fueron analizadas con el software Image Lab (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

Para realizar los ensayos de Western Blot a partir de geles bidimensionales en

condiciones desnaturalizantes (2D-PAGE), las plantas tratadas y control fueron
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diseccionadas en dos partes: raiz y follaje, de las cuales, solo se usoé la raiz debido
a que en esta zona se observaron efectos por el tratamiento con los ciclodipéptidos.
Ademas, en estos tejidos se logré obtener la mayor concentracién de proteinas,
permitiéndonos asi llevar a cabo adecuadamente los ensayos. Se trituraron los
tejidos con nitrogeno liquido y se agregd un amortiguador de extraccion junto con
una parte igual de solucién de fenol (equilibrado con Tris HCI 10mM, pH 8.0, 1mM
EDTA). Se homogenizo y se centrifugd a 9000 x g durante 10 minutos. Se recupero
la fase organica y se adicion6 una cantidad igual de amortiguador de extraccion. La
muestra se homogeniz6 y se centrifugé a 9000 x g durante 10 min. Se recupero
nuevamente la fase organica, a la cual se agregé una solucion de precipitacion (de
acetato de amonio/metanol), para precipitar las proteinas a -20°C durante toda la
noche. Transcurrido este periodo, se centrifug6 la muestra a 9000 x g durante 10
min, se recuperd el precipitado, el cual se lavd tres veces con solucion de
precipitacion y finalmente con acetona fria al 80%, realizando una centrifugacion a
9000 x g durante 5 min entre cada lavado. Las proteinas obtenidas en el precipitado
obtenido se disolvieron en buffer de isoelectroenfoque IEF y se cuantificO su
concentracion de proteinas por el método de Bradford. Se colocé cada muestra de
proteinas a una concentracion de 150ug totales en tiras de 13 centimetros con un
gradiente de pH inmovilizado de 3 a 10 (IPG DryStrip pH 3-10 NL,13 cm, GE
Healthcare Life Sciences). Las tiras se dejaron hidratar con las muestras durante
toda la noche. La separacion de proteinas en la primera dimension (de acuerdo con
su punto isoeléctrico) se realizé con el equipo “Ettan IPGphor 3 Isoelectric Focusing
Unit”. Posteriormente se colocaron las tiras en una cdmara de electroforesis con un
gel de poliacrilamida al 12% para separar las proteinas en segunda dimension (de
acuerdo con su peso molecular). Finalmente, las proteinas se transfirieron de los
geles a membranas de PVDF para realizar los ensayos de Western Blot con el

método antes descrito.
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8. RESULTADOS

8.1 Efecto de los ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa sobre el

crecimiento de plantas de maiz

Para evaluar el efecto del tratamiento de plantas de maiz, durante 8 dias, con la
mezcla de ciclodipéptidos, se realizaron ensayos aplicando concentraciones de 0.5,
1, 10, 20 y 50 uM de la mezcla de ciclodipéptidos. En ninguno de los casos se
observaron cambios ni se encontraron diferencias estadisticamente significativas de
la longitud del follaje de las plantas tratadas con ciclodipéptidos o con 12 uM de AlIA
con respecto al control (Fig. 11).
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Figura 11. Plantas de maiz tratadas con diferentes concentraciones de ciclodipéptidos.
Plantas de 8 dias de edad crecidas en medio MS liquido, suplementado con ciclodipéptidos a
diferentes concentraciones. A) AlA 12 uM, B) CDPs 0.5 uM, C) CDPs 1 uM, D) CDPs 10 uM, E)
CDPs 20 uM, F) CDPs 50 uM. Las fotografias muestran plantas representativas de grupos de por lo
menos 8 plantas. Se muestra cada grupo de plantas tratadas comparado con un grupo de plantas
control. Abreviaturas: AIA, Acido indol-3-acético; CDPs, Ciclodipéptidos.
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Con respecto al efecto de los ciclodipéptidos sobre la arquitectura radicular del maiz,
Gnicamente las plantas tratadas con 20 uM de ciclodipéptidos mostraron cambios
evidentes sobre el desarrollo de su sistema radicular. Las plantas tratadas con 20
UM de ciclodipéptidos muestran un sistema radicular mas desarrollado en relacion
con los otros grupos tratados con ciclodipéptidos y el control (Fig. 11 E). El andlisis
estadistico de los parametros cuantitativos del sistema radicular mostréo que el
tratamiento con 20 uM de ciclodipéptidos promueve la formacion de raices laterales,
de forma similar al tratamiento con 12 uM de AIA (Figura 12 C). Ademés, se
encontré que las plantas tratadas con 20 uM de ciclodipéptidos presentaron un
namero mayor estadisticamente significativo de raices seminales con respecto a las

plantas control (Fig. 13 D).
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Figura 12. Efecto de los ciclodipéptidos sobre el crecimiento y el desarrollo del sistema

radicular de plantas de maiz. A, Longitud del follaje; B, Longitud de la raiz primaria; C, Nimero de

raices laterales de la raiz primaria; D, Nimero de raices seminales; E, Nimero de raices de corona.
Las columnas con asterisco indican medias que presentan diferencia estadisticamente significativa

con respecto al control. Las barras representan el promedio

+ el error estandar de tres experimentos.

(P>0.05, ANOVA de una via; post hoc: prueba de comparacion multiple de Dunnett).
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Debido a los resultados negativos sobre la estimulacion del crecimiento esperada
en las plantas de maiz tratadas con 0.5, 1, 10, 20 y 50 uM de ciclodipéptidos, se
evaluo la funcionalidad de la mezcla de ciclodipéptidos en plantulas de A. thaliana
DR5:uidA. Los ciclodipéptidos empleados indujeron la expresion del reportero
inducible por auxinas de forma dosis dependiente de acuerdo con lo reportado por
Ortiz-Castro et al., 2011 (Fig. 13). Se puede observar, en los distintos tratamientos,
un aumento en la expresion del gen DR5:uidA, el cual en condiciones control se
expresa principalmente en la punta de las raices (Fig. 13 A), y al incrementar la
concentracion de los ciclodipéptidos, aumenta la expresion de DR5:uidA a lo largo
de toda la raiz. Sin embargo, la respuesta auxinica no llega a ser igual, con ninguno
de los tratamientos con ciclodipéptidos, a la del tratamiento con 3 uM de AIA (Fig.
13B,C,DyE)
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A) Control B) CDPs 3 uM

C) CDPs 12 uM D) CDPs 48 uM

Figura 13. Efecto de ciclodipéptidos sobre la respuesta auxinica en Arabidopsis thaliana. A)
Control, B) CDPs 3 uM, C) CDPs 12 uM, D) CDPs 48 uM, E) 3 uM. Imagenes representativas de al
menos 30 plantas tefidas.
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Debido a los resultados antes mencionados, los siguientes experimentos se
realizaron con ciclodipéptidos a concentracion de 20 uM. Con la finalidad de evaluar
si el tratamiento con 20 uM de ciclodipéptidos, que promueve la formacion de raices
laterales y raices seminales, incide sobre el crecimiento de las plantas a tiempos
mas prolongados, se evaluo el efecto del tratamiento con ciclodipéptidos en plantas
de maiz durante 30 dias. Al término del tratamiento se observaron diferencias entre
el crecimiento del sistema radicular y el follaje de las plantas tratadas respecto al
grupo de plantas control (Fig. 14). El andlisis estadistico de los datos cuantitativos
sobre la longitud del follaje muestra diferencias significativas de las plantas tratadas
con ciclodipéptidos respecto a las plantas control, siendo estas ultimas las de menor
tamanfo (Fig. 16 A).

Control CDPs 20 uyM

Figura 14. Plantas de maiz tratadas durante 30 dias con ciclodipéptidos. Plantas de maiz de 30
dias de edad crecidas en suelo. Durante dicho periodo se adicionaron los CDPs a concentracion de
20 uM en el agua de riego, mientras que al grupo control se le aplico Unicamente agua. La imagen
muestra un grupo de plantas tratadas con CDPs comparado con un grupo de plantas control. Se
muestran plantas representativas de grupos de por lo menos 8 plantas.
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Las imagenes obtenidas mediante el escaneo del sistema radicular de las plantas
tratadas con 20 uM de ciclodipéptidos, asi como de las plantas control, muestran
diferencias en la arquitectura de la raiz. Principalmente se puede observar que las
plantas tratadas con ciclodipéptidos desarrollaron un mayor numero de raices
laterales (Fig. 15y 16 C).

Control

Figura 15. Efecto de los ciclodipéptidos sobre el desarrollo del sistema radicular de plantas
de maiz. Imagenes del sistema radicular de plantas de maiz de 30 dias de edad. En la parte superior
se muestran imagenes representativas del sistema radicular del grupo de plantas control, mientras
que en la parte inferior se muestran imagenes del sistema radicular del grupo de plantas tratadas
con ciclodipéptidos.
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El analisis de los datos obtenidos mediante WinRHIZO sobre el sistema radicular
de las plantas de 30 dias de edad, mostro que el tratamiento con ciclodipéptidos
produce un incremento estadisticamente significativo del nimero de raices laterales
y del volumen de la raiz con respecto al grupo control (Fig.16 C y E). El analisis
estadistico no arrojo diferencias significativas sobre la longitud total de la raiz, el
diametro promedio de las raices y el area de superficie radicular de las plantas
tratadas con ciclodipéptidos con respecto al grupo control. Sin embargo, en todos
los casos se puede observar tendencia a un incremento en los parametros antes
mencionados de las plantas tratadas con 20 pM de ciclodipéptidos (Fig. 16 B, Dy
F).
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Figura 16. Efecto de ciclodipéptidos a concentracion de 20 uM sobre el crecimiento y el
desarrollo del sistema radicular de plantas de maiz de 30 dias de edad. A) longitud del follaje,
B) longitud total de la raiz, C) numero de raices laterales, D) diametro promedio de la raiz, E) volumen
de laraiz, F) area de superficie radicular. Las columnas con asterisco indican medias que presentan
diferencia estadisticamente significativa con respecto al control. Las barras representan el promedio
t el error estandar de tres experimentos. (P>0.05, ANOVA de una via; post hoc: prueba de
comparacion multiple de Dunnett).
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8. 2 Efecto de los ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa
sobre la fosforilacion de la cinasa S6K de maiz

Para evaluar el efecto de los ciclodipéptidos sobre la fosforilacidn de la cinasa S6K
de maiz (ZmS6K), se realizaron ensayos de Western Blot, a partir de geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Los resultados
obtenidos mostraron que el tratamiento con ciclodipéptidos produce cambios,
dependientes de su concentracion, sobre el estado de fosforilacion de la proteina
ZmS6K, lo cual se pudo observar mediante cambios en la intensidad de las bandas
detectadas con anticuerpos contra la p70-S6K de humano fosforilada en Thr389 (p-
p70 S6K), que es el sitio fosforilado por TOR, el cual es critico para la activacion de
S6K y se encuentra conservado en maiz (Reyes de la cruz et al., 2004) (Fig. 17).
Se puede observar que la mayor fosforilacién de la cinasa ZmS6K es alcanzada con
el tratamiento con 20 uM de ciclodipéptidos, lo cual correlaciona con los efectos
observados en las plantas de maiz tratadas durante 8 y 30 dias con 20 uM de
ciclodipéptidos. Estos experimentos también mostraron que la fosforilacion de
ZmS6K disminuye en el tratamiento con 50 puM de ciclodipéptidos. Ademas, la
fosforilacidon de ZmS6K en el tratamiento con 20 uM, fue mayor incluso que en el
tratamiento con 12 uM de AIA. Mientras que el nivel de la proteina observado con
los anticuerpos contra la proteina ZmS6K no se ve afectado en los tratamientos con
los ciclodipéptidos, asi como con el AlA.
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Figura 17. Efecto de los ciclodipéptidos sobre la fosforilacién de la ZmS6K. El tratamiento con
los ciclodipéptidos mostro inducir la fosforilacion de ZmS6K de forma dosis dependiente. A) La
inmunodeteccién con anticuerpos contra S6K en su forma fosforilada por TOR (p-p70 S6K)
incrementa por el tratamiento con ciclodipéptidos, siendo el tratamiento con 20 uM el que presenta
mayor fosforilacién con respecto al control y los demas tratamientos. Los niveles de ZmS6K total no
cambian por efecto de los ciclodipéptidos. B) Cuantificacion de la intensidad de las bandas de
deteccion de p-p70 S6K.
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Finalmente, se evalud el efecto los ciclodipéptidos sobre el estado de fosforilacion
de la proteina ZmS6K en plantas de maiz, mediante ensayos de Western Blot, con
anticuerpos contra ZmS6K, a partir de geles bidimensionales (2D-PAGE). Como se
mencion6 en los antecedentes, S6K es fosforilada en multiples sitios para su
activacion. La adicion de grupos fosfato aflade cargas negativas que producen
cambios sobre la movilidad electroforética de ZmS6K, los cuales pueden observarse
a partir de ensayos de 2D-PAGE. Los resultados mostraron que el tratamiento con
20 uM de ciclodipéptidos produce cambios sobre la movilidad electroforética de
ZmS6K, los cuales se observan por el desplazamiento de la sefial detectada en la
region correspondiente a la ZmS6K, ortéloga a la p70 S6K de humano, que es la
Gnica caracterizada en maiz (Fig. 18). Un resultado interesante fue la deteccion de
otros puntos de peso molecular mas bajo y con distinto punto isoeléctrico respecto
a la ZmS6K, los cuales también fueron afectados por el tratamiento con
ciclodipéptidos. Se pueden observar los puntos 2, 3, 4 y 6 en el control, cuya
intensidad disminuy6 con el tratamiento con 20 uM de ciclodipéptidos. Se observo
el caso contrario en el punto 5 en el tratamiento con ciclodipéptidos, cuya intensidad

disminuye en el control.
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Control

Figura 18. Efecto de los ciclodipéptidos sobre el estado de fosforilacion de la ZmS6K. Las
fotografias muestran la inmunodeteccion de la ZmS6K a partir de 2D-PAGE. En la parte superior se
muestra el control mientras que en la parte inferior se muestra el tratamiento con ciclodipéptidos a
concentracion de 20 uM. Los cuadros azules muestran una ampliacion de la region correspondiente
a la isoforma de ZmS6K ortéloga a la p70-S6K de humano. Los numeros indican los puntos
reconocidos por el anticuerpo contra ZmS6K cuya intensidad cambia en el tratamiento con

ciclodipéptidos.
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9. DISCUSION

Los resultados mostraron que el tratamiento de plantas de maiz con los
ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa durante 8 dias, modula la
arquitectura de su sistema radicular, promoviendo la formacion de las raices
laterales y de las raices seminales. Este resultado se relaciona con lo reportado por
Ortiz-Castro et al., 2011, donde observaron que el tratamiento de plantas de A.
thaliana de 6 dias de edad, con 30 UM de ciclodipéptidos, durante 12 horas,
incrementd considerablemente la produccion de primordios de raices laterales. El
efecto del tratamiento de plantas de maiz con ciclodipéptidos fue mayor a una
concentracion de 20 pM, a diferencia de los otros tratamientos, donde no se
observaron cambios evidentes. Los resultados obtenidos en el presente trabajo,
respecto al efecto promotor del crecimiento de los ciclodipéptidos producidos por P.
aeruginosa a una concentracion de 20 pM sobre plantas de maiz, aportan
informacion adicional a los datos reportados en la patente MX 341145 B, donde se
observé que los ciclodipéptidos de P aeruginosa produjeron un incremento
significativo en la produccion de biomasa en el follaje y la raiz de plantas de maiz
en condiciones similares a las empleadas en este trabajo. En dicho trabajo las
plantas de maiz fueron crecidas durante 10 dias en medio MS liquido al cual se
adiciond la mezcla de ciclodipéptidos en concentraciones del rango de 0.1 a 1 M.

El efecto de los ciclodipéptidos sobre la promocién de la formacion de raices
laterales puede estar relacionado con la actividad auxinica de los ciclodipéptidos,
ya que la participacion de las auxinas ha mostrado ser esencial para la formacion
de raices laterales en maiz, lo cual se ha evidenciado mediante ensayos con
inhibidores quimicos del transporte de auxinas, en los que se muestra que el
establecimiento de un maximo de respuesta a auxinas localizado en el floema es
crucial para la formacion de raices laterales en maiz, y en cuya ausencia ocasiona
divisiones aleatorias de las células del periciclo y la endodermis que no resultan en
la formacién de nuevos 6rganos (Jansen et al., 2012). Las raices laterales son de

vital importancia para el desarrollo del maiz dentro de las primeras 2 semanas de
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edad, ya que la mayor porcién de su sistema radicular esta formada por la raiz
primaria, raices seminales y las raices laterales que emergen de estos. En estas
plantas, las raices laterales han mostrado ser las principales responsables de la
absorcion de agua en el suelo, mientras que la raiz primaria y las raices seminales
se encargan del transporte de agua hacia la parte aérea de la planta (Ahmed et al.,
2015). Se ha reportado que el tratamiento de plantas de maiz con las auxinas acido
indolbutirico (AIB) y acido 1-naftalenacético (ANA), a concentraciones del rango de
1.5 a 3 uM, promueve la formacion de las raices laterales con acortamiento de la
raiz primaria, la cual es un fenotipo de altas concentraciones de auxinas (Martinez
de la Cruz et al., 2015). El hecho de que en maiz se requiera una concentracion de
20 uM de ciclodipéptidos para observar los efectos promotores de crecimiento sobre
el sistema radicular, a diferencia del tratamiento con las auxinas antes mencionadas
que requiere concentraciones menores, puede estar relacionado con las
observaciones de Ortiz-Castro et al., en 2011, sobre la actividad auxinica de los
ciclodipéptidos, evaluada en plantas de Arabidopsis con el reportero DR5:uidA, ya
que en dicho trabajo requirieron concentraciones de ciclodipéptidos mas de 20
veces mayores que las de AIA empleadas para observar una expresion del reportero

inducible por auxinas similar.

Respecto a la variacion en el nimero de raices seminales, si bien el nimero de
estas es determinado por el programa de desarrollo intrinseco de la planta de maiz,
algunos reportes indican que la iniciacion de las raices seminales se ve afectada
por diversos factores, como el nivel de nutrientes (por ejemplo el crecimiento en
medio con altos o bajos niveles de fosforo) (Zhu et al., 2006;) y la participacion de
genes inducidos por auxinas (Taramino et al., 2007), por lo cual los efectos
promotores sobre la iniciacion de raices seminales en las plantas tratadas con
ciclodipéptidos pueden ser ocasionados por la actividad auxinica de estas

moléculas.

La evaluaciéon del efecto de los ciclodipéptidos sobre la formacién de raices de
corona no presentd cambios significativos producidos en las plantas tratadas con

ciclodipéptidos respecto al control. En arroz, ha sido bien descrita la participacion
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esencial de las auxinas como reguladores positivos para la formacion de las raices
de corona (Inukai et al., 2005) y en maiz se ha reportado que el tratamiento con las
auxinas ANA (Acido 1-naftalenacético) y AIB (Acido indol-3-butirico), a
concentraciones no mayores a 3 uM, inducen la formacion y crecimiento de raices
de corona (Martinez de la Cruz et al., 2015). Probablemente la formacién de raices
de corona en los ensayos realizados en este trabajo se vea afectada por el
crecimiento de las plantas de maiz en un medio liquido (en el caso de las plantas
tratadas durante 8 dias), ya que entre las funciones principales de este tipo de raices
se encuentra la de proveer soporte estructural a la planta (Hochholdinger et al.,
2004). Si bien se desconoce el cdmo las condiciones de crecimiento empleadas en
los diferentes experimentos realizados en este trabajo influencian la formacién de
las raices de corona, seria interesante evaluar los efectos de los ciclodipéptidos
sobre la formacion de estas raices en plantas adultas, cuyo sistema radicular esta

formado en su mayoria por raices de corona.

A pesar de que continlda siendo desconocido el mecanismo mediante el cual los
ciclodipéptidos promueven el crecimiento vegetal, no se descarta la idea de que
estos efectos se deban a que dichas moléculas mimetizan sefiales tipo auxina. Un
analisis computacional de acoplamiento molecular, para evaluar la afinidad de los
ciclodipéptidos hacia el receptor TIR1, mostro que los ciclodipéptidos pueden
encajar en el bolsillo de unién a auxinas de TIR1, similar a lo mostrado por moléculas
con estructura distinta al AlA, capaces de unirse al receptor de auxinas TIR1 de
Arabidopsis con diferentes afinidades, como el ANA y el 2,4-D (Acido 2,4-
diclorofenoxiacético) (Ortiz-Castro et al., 2011).

Los resultados obtenidos al evaluar el efecto de los ciclodipéptidos sobre la
fosforilacién de la proteina S6K de maiz (ZmS6K), mostraron que estas moléculas
producen cambios sobre la fosforilacion de ZmS6K de acuerdo con la concentracion
utilizada, siendo la concentracion de 20 uM la que produce mayor fosforilacion de
esta cinasa. Este incremento en la fosforilacibn de ZmS6K, por efecto del
tratamiento con ciclodipéptidos a concentracién de 20 uM, coincide con los efectos

observados sobre el crecimiento de la raiz de las plantas tratadas con 20 uM de
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ciclodipéptidos. Los resultados obtenidos al usar anticuerpos contra la proteina
ZmS6K total, indican que los cambios en la intensidad de las bandas detectadas por
anticuerpos contra la p70S6K en su forma fosforilada, se deben al cambio en la
fosforilacion de la ZmS6K por efecto del tratamiento con ciclodipéptidos y no a
cambios en los niveles de la proteina. Estos resultados muestran la participacion
de la via de sefalizacion de TOR-S6K en los efectos promotores del crecimiento
vegetal de los ciclodipéptidos. Una observacion interesante es que el tratamiento
con 20 pM de ciclodipéptidos produce mayor fosforilacion de ZmS6K, inclusive que
el tratamiento con 12 uM de AlA. Este suceso coincide con los resultados obtenidos
sobre el desarrollo del sistema radicular de las plantas de maiz, ya que se
encontraron mayores diferencias en los grupos tratados con 20 uM de
ciclodipéptidos que en los tratamientos con 12 pM de AlA. Ademas, se observo que
en el tratamiento con ciclodipéptidos a concentracion de 50 pM disminuye
considerablemente la fosforilacion de la cinasa S6K, lo cual puede estar relacionado
con los efectos opuestos que ejercen las auxinas a distintas concentraciones. A
concentraciones bajas, las auxinas naturales como el AIA estimulan procesos de
crecimiento y desarrollo, mientras que al incrementar las concentraciones el

crecimiento es interrumpido hasta causar dafios letales (Grossmann, 2010).

En concordancia con el resultado anterior, los resultados obtenidos de los ensayos
de Western Blot a partir de 2D-PAGE muestran que el tratamiento con
ciclodipéptidos a concentracién de 20 uM produce cambios sobre la movilidad
electroforética de la ZmS6K. Dichos cambios son producidos por la adicién de
grupos quimicos, principalmente la adicion de grupos fosfato. S6K es fosforilada
para su activacion en multiples sitios, lo cual produce cambios en la movilidad
electroforética de la proteina. Cabe mencionar que ademas de las modificaciones
postraduccionales de fosforilacién, la proteina S6K es susceptible a otras
modificaciones postraduccionales, entre las que se encuentran reportadas la
acetilacion y ubiquitinacion, y cuya funcion precisa sigue sin ser esclarecida
(Panasyuk et al., 2008; Wang et al., 2008; Fenton et al., 2010)
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Ademas de los cambios observados sobre la movilidad electroforética de ZmS6K,
se detectaron otros puntos por el anticuerpo contra ZmS6K, los cuales
aparentemente sufren cambios en respuesta al tratamiento con ciclodipéptidos.
Dichos puntos se encuentran en rangos de pH y peso molecular distintos a la
p70S6K, siendo todos de peso molecular mas bajo. Puesto que en mamiferos se
han reportado distintas isoformas de S6K, incluyendo una variante pequefia (p31-
S6K1) que se encuentra trunca en el dominio cinasa (sugiriendo una funcién
independiente a la actividad de cinasa), estos puntos adicionales detectados por el
anticuerpo contra ZmS6K que sufren cambios por el tratamiento con ciclodipéptidos
posiblemente sean isoformas mas pequefias de S6K aun no identificadas, lo cual
constituye una nueva area de investigacion de interés, ya que la presencia de otras

isoformas de S6K y sus funciones en plantas es un campo aun sin explorar.

RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSION

El tratamiento de plantas de maiz con los ciclodipéptidos producidos por
Pseudomonas aeruginosa PAO1 durante 8 dias promueve el crecimiento vegetal,
al modular el desarrollo de su sistema radicular, ya que produce un incremento de
las raices seminales y de las raices laterales. Mientras que en plantas tratadas con
ciclodipéptidos durante 30 dias, los ciclodipéptidos promueven el crecimiento del

follaje, la formacion de raices laterales y un incremento del volumen de la raiz.

Los efectos promotores del crecimiento de los ciclodipéptidos sobre las plantas de
maiz son dependientes de la concentracion, siendo el tratamiento con una
concentracion de 20 uM el que mostré los mayores efectos sobre el crecimiento,

principalmente en la raiz.

Los efectos promotores del crecimiento de los ciclodipéptidos sobre las plantas de
maiz involucran la participacion de la via de sefializacion TOR-S6K. La fosforilacion
de ZmS6K en respuesta a ciclodipéptidos es dependiente de la dosis, siendo la

concentracion de 20 uM de ciclodipéptidos la que produce mayor fosforilacion de
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ZmS6K. El aumento en la fosforilacion ZmS6K, da lugar a que se produzcan las

respuestas sobre del crecimiento en las plantas de maiz.

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que los ciclodipéptidos
producidos por Pseudomonas aeruginosa promueven el crecimiento de plantas de

maiz a través de la activacion de la via de sefalizacion TOR-S6K.
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