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RESUMEN 

Estudios en las dos últimas décadas en mamíferos, señalan que el 

crecimiento celular (incremento en tamaño) está regulado principalmente por la vía 

de señalización de la proteína mTOR, (por sus siglas en ingles mammalian Target 

Of Rapamycin) la cual integra las señales ambientales (factores de crecimiento, 

nutrientes, etc.) que modulan el crecimiento. Al igual que en mamíferos, el tamaño 

final de los órganos de una planta está determinado por el número de células que 

lo conforman así como de la capacidad de estas para crecer y se han descrito 

varias proteínas ortólogas de la vía de señalización de TOR. Específicamente en 

maíz, se ha reportado que contrario a Arabidopsis, es sensible a la rapamicina. 

Además, esta vía de señalización es activada por la presencia de auxinas. Sin 

embargo, existen diversos compuestos capaces de regular el crecimiento vegetal, 

tal es el caso de los fragmentos de pared celular denominados 

oligogalacturónidos. Se ha propuesto que estos compuestos modulan el 

crecimiento y desarrollo vegetal a través de una interacción con la vía de 

señalización de auxinas. En este trabajo reportamos el efecto de estos fragmentos 

de pared celular sobre el crecimiento y desarrollo de plántulas de maíz, así como 

su participación en la activación de la proteína S6K la cual es componente de la 

vía de señalización de TOR. Se encontró que los oligogalacturónidos inhiben el 

crecimiento del coleóptilo y la raíz primaria de las plántulas tratadas durante diez 

días. La interacción con el ácido indol-3-acético (auxina) indicó que existen 

diferencias en la señalización de ambos compuestos dependiendo del tejido. El 

uso del inhibidor del crecimiento, la rapamicina, mostró una posible interacción de 

los oligogalacturónidos con la vía de señalización de TOR, lo cual fue corroborado 

mediante un análisis electroforético en 2 dimensiones y el western blot de los 

extractos crudos de las plántulas tratadas, con anticuerpos contra la proteína S6K. 

Los resultados nos indicaron que los oligogalacturónidos modulan el crecimiento y 

desarrollo a través de la vía de señalización de la proteína TOR. 
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SUMMARY 
Cell growth (increase in size) is regulated by the TOR signaling pathway, 

which integrates  environmental cues that modulate cell growth. In plants the final 

organ size is determined by its cell number and their ability to growth. Several 

proteins involved in the TOR signaling pathway are conserved in plants. Maize has 

been reported to be sensitive to rapamycin treatment contrary to Arabidopsis 

insensitivity. On the other hand, there are reports about the role of auxins in the 

activation of maize S6K. However there is large variety of plant growth regulators, 

among them, cell wall fragments called oligogalacturonides have been described. 

The proposed mechanism through which oligogalacturonides modulate growth is 

by an interaction with auxin signaling. Here we report the effect of this kind of cell 

wall fragments on maize seedlings growth as well as on the activation of S6K 

which is component of the TOR signaling pathway. We found that 

oligogalacturonides inhibit coleoptile and primary root growth of seedling treated for 

ten days. We also found that the interaction with indol-3-acetic acid (auxin) 

signaling is different depending on the evaluated tissue. The effect shown in 

addition with the inhibitor rapamycin suggest an interaction of oligogalacturonides 

with the TOR signaling pathway. This observation was confirmed by western blot, 

indicating a modulation of S6K activity in response to oligogalacturonides 

treatment. This result shown that oligogalacturonides modulates growth and plant 

development through modulation of TOR signaling pathway. 
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I. INTRODUCCIÓN. 
Las plantas son organismos que se adaptan excelentemente bien a las 

condiciones ambientales, esta característica las ha hecho modular diversos 

aspectos morfológicos de tal manera, que a lo largo de la evolución, han surgido 

diferencias en la estructura de las plantas. Se ha observado que aun en plantas 

estrechamente relacionadas existen diferencias dramáticas en el tamaño de sus 

órganos (Figura1). Sin embargo, el tamaño final de los órganos de una planta de 

una especie determinada es remarcablemente uniforme, lo anterior sugiere que el 

crecimiento vegetal se encuentra finamente regulado (Krizek, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Diferencias en el crecimiento vegetal. Plantas pertenecientes al mismo género 

(Hypericum), con diferencias dramáticas dentro del crecimiento de sus órganos (Tomada de Krizek, 

2008).  

El crecimiento de cualquier organismo, incluidas las plantas, está 

determinado por el tamaño y el número de sus células. El incremento del número 

de células depende de la capacidad de división de las mismas. En plantas existen 

zonas de alta actividad mitótica denominadas meristemos. Por otro lado, el 

tamaño celular se ajusta dependiendo de los procesos de diferenciación, por lo 

que el incremento en el tamaño puede darse por tres diferentes procesos: Una 

elevación en la masa de la célula dada por una producción de        
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macromoléculas (proteínas y ADN); un aumento en la capacidad de expansión 

celular debido a un incremento en el volumen de las vacuolas (Figura 2). El tercer 

proceso es la endoreduplicación, el cual puede ocurrir frecuentemente en células 

con algunos tipos de especialización como son los pelos radiculares, células del 

xilema así como células del endospermo (Sugimoto & Roberts, 2003). La 

endoreduplicacion comprende la re-replicación de los cromosomas en ausencia de 

mitosis, por lo que el material genético contenido dentro de la célula puede 

multiplicar varias veces su tamaño original. De esta manera el núcleo crece y por 

lo tanto la relación núcleo-citoplasma debe incrementarse, por lo que se da un 

incremento en el tamaño celular (Sugimoto & Roberts, 2003. Breuer et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Crecimiento y expansión celular. En las zonas meristemáticas el crecimiento se 

debe a la proliferación celular. En tanto, al salir de esta zona, las células crecen por expansión 

(incremento en volumen) y crecimiento por incremento en biomasa (Modificada de Sugimoto & 

Roberts. 2003). 
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De acuerdo a lo anterior, se puede definir entonces al crecimiento como un 

aumento en el tamaño de los órganos de la planta, afectado por diferentes 

procesos celulares. Por otro lado, existe también la formación de nuevos órganos 

durante el ciclo de vida de la planta, a este proceso lo definiremos como desarrollo 

vegetal. Tanto el crecimiento como el desarrollo son modulados en respuesta a 

factores ambientales como disponibilidad de nutrientes y diferentes tipos de 

estrés. Se ha determinado que la proteína blanco de la rapamicina TOR es capaz 

de integrar este tipo de señales para regular el crecimiento celular. Sin embargo, 

la información sobre la regulación en plantas es escasa. 

Las plantas producen una gran variedad de compuestos reguladores del 

crecimiento y desarrollo vegetal denominados fitohormonas. Las de mayor estudio 

son las auxinas, estas moléculas regulan el crecimiento. Se ha propuesto que 

dicha regulación podría ser, en parte, debido a la activación de la vía de 

señalización de la proteína TOR (Beltrán et al., 2002. Turk et al., 2004). Las 

auxinas interactúan con diferentes fitohormonas para modular el crecimiento 

vegetal. Una especie en particular de compuestos derivados de la pared celular, 

interactúa con las auxinas para controlar el crecimiento. Estos derivados son 

oligosacáridos compuestos por acido galacturónico (OGs) que se generan a partir 

de la hidrólisis de la pared celular y que inhiben el crecimiento vegetal. En este 

trabajo abordamos la interacción de estos compuestos con las auxinas para 

determinar si existe una relación entre la inhibición del crecimiento inducida por los 

OGs y la vía de señalización de la proteína TOR. 
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II. ANTECEDENTES. 

 

2.1. LA PROTEINA BLANCO DE LA RAPAMICINA, TOR. 
 

En 1975 se aisló y caracterizó una lactona macrocíclica (macrolido) del 

micelio de Streptomyces hygroscopicus, proveniente del suelo de la isla conocida 

como Rapa-Nui. Los investigadores denominaron a este compuesto rapamicina y 

observaron que este inhibía el crecimiento de hongos y bacterias por lo que se 

comenzó a usar como un antibiótico comercial conocido con el nombre de 

Rapamune® y Sirolimus® (Vezina et al., 1975A. Sehgal et al., 1975B).  Sin 

embargo, este uso decayó cuando se descubrió que era capaz de inactivar a los 

linfocitos T y a partir de este hecho se comenzó a usar como un agente 

inmunosupresor especialmente en procedimientos de trasplantes para evitar el 

rechazo de órganos (Dumont et al., 1990. Mattila et al., 1990. Henderson et al., 

1991. Schreiber et al., 1991). Estas propiedades particulares de la rapamicina 

produjeron una serie de investigaciones apara dilucidar el modo de acción de este 

compuesto. 

La proteína blanco de la rapamicina (TOR) fue originalmente identificada en 

la levadura Saccharomyces cerevisiae. Donde se descubrió que la rapamicina se 

une a una proteína de tipo cis-trans peptidil-prolil isomerasa de 12 KDa, 

inicialmente identificada como el receptor del compuesto inmunosupresor FK506, 

por lo que se denominó FKBP12 (Harding et al., 1989. Jonh et al., 1989). En base 

a mutaciones en el gen que codifica para la proteína FKBP12 y tratamientos con 

compuestos homólogos a la rapamicina se llegó a la conclusión de que la proteína 

FKBP12 formaba un complejo con la rapamicina y este era el encargado de inhibir 

el crecimiento de la levadura (Bierer et al., 1990. Heitman et al., 1991). Se 

identificaron además otras dos mutaciones en genes denominados TOR1 (TOR1-

1, Ser1972Arg) y TOR2 (TOR2-1, Ser1975Ile) que conferían resistencia a los 

efectos inhibitorios de la rapamicina y que dichas mutaciones prevenían la unión 

del complejo rapamicina-FKBP12 con TOR, indicando que TOR era el blanco a 
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través del cual la rapamicina inhibe el crecimiento (Heitman et al., 1991. Stan et 

al., 1994. Lorenz & Heitman, 1995).  

Posteriormente, se observó que contrario a la levadura Saccharomyces 

cerevisiae, en eucariontes superiores existe solo un gen que codifica para una 

proteína TOR (Crespo & Hall, 2002). Casi al mismo tiempo, varios grupos de 

trabajo lograron clonar, expresar e identificar a esta proteína cinasa en mamíferos, 

por lo que también se le llego a conocer como FRAP (proteína asociada a 

FKBP12-Rapamicina), RAFT (Blanco de la Rapamicina y FKBP12), RAPT (Blanco 

de Rapamicina) y SEP (Proteína efectora de Sirolimus) (Brown et al., 1994. Chen 

et al., 1994. Chiu et al., 1994. Sabatini et al., 1995. Sabers et al., 1995). Esta 

proteína pertenece a la familia de proteínas relacionadas con las cinasas de 

fosfatidilinositol (PIKK); los miembros de esta familia contienen un dominio 

catalítico en la región carboxilo terminal de cinasa de Ser/Thr que se asemeja al 

de las fosfatidilinositol 3-cinasas. Hacia la región del amino terminal, se encuentra 

el dominio de unión al complejo FKBP12-rapamicina o FRB, además se 

encuentran una serie de dominios en repeticiones denominados HEAT que 

median la interacción proteína-proteína. Por otro lado, flanqueando al dominio 

catalítico se encuentran los dominios FAT y FATc, los cuales se ha propuesto que 

podrían mediar interacciones proteicas de manera similar a los dominios HEAT 

además de tener una participación regulatoria de la actividad de cinasa (Crespo & 

Hall, 2002).    

Como podemos notar, la proteína TOR tiene diferentes dominios para la 

interacción con proteínas, por lo que en mamíferos esta cinasa es capaz de formar 

dos diferentes complejos multiproteicos denominados mTORC1 y mTORC2. El 

primero está compuesto por mTOR, mLST8 y raptor, cabe mencionar que este 

complejo es sensible a los efectos inhibitorios de la rapamicina. mTORC2 está 

conformado por mTOR, mLST8, rictor, mSIN1 y PRR5, este complejo por otro lado 

es insensible a la rapamicina. Cada uno de estos dos compuestos es activado por 

mecanismos diferentes e independientes y regulan aspectos diferentes del 

crecimiento celular. El complejo TORC2 es activado por factores de crecimiento a 
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través de mecanismos que aun no han sido bien descritos y este está relacionado 

con la reorganización de los filamentos de actina (Jacinto et al., 2004). Por otro 

lado, la información acerca de TORC1 es más clara con respecto a su regulación y 

su participación en el crecimiento celular.  

2.1.1. Reguladores río arriba en la vía de señalización de mTOR. 

TOR integra varios tipos de señales que regulan el crecimiento celular. 

Cuatro tipos principales se han descrito hasta ahora: por factores de crecimiento, 

energéticos, nutrientes, y de estrés. En este trabajo hablaremos únicamente de los 

primeros dos casos.  

 

2.1.1.1. Factores de crecimiento. 

La respuesta a factores de crecimiento en esta vía de señalización está 

dada a través de la proteína PI3K (Figura 3). En este caso, un factor de 

crecimiento como la insulina al acoplarse a su receptor de tipo cinasa de tirosina 

recluta y fosforila dentro de la célula a la proteína sustrato de receptor de insulina 

(IRS), con posterior reclutamiento de la proteína PI3K que unida a la IRS fosforila 

al fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2) para transformarlo a fosfatidilinositol-3,4,5-

trifosfato (PIP3). Altas concentraciones de PIP3 en la membrana reclutan a la 

proteína cinasa B (PKB o Akt) y la cinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK1), 

resultando en la fosforilación y activación de Akt por PDK1. El enlace entre la 

señalización por PI3K y mTOR se da a través de las proteínas de esclerosis 

tuberosa TSC1 (hamartina) y TSC2 (tuberina). Estas proteínas forman un dímero 

que regula negativamente la señalización. TSC2 es fosforilada e inactivada por Akt 

en respuesta a insulina. TSC2 tiene una función de proteína activadora de 

GTPasa (GAP), esta función está dirigida a la pequeña GTPasa enriquecida en 

cerebro (Rheb). Rheb se une directamente en dominio de cinasa de mTOR y la 

activa de manera dependiente de GTP. Sin embargo, aun no se ha establecido si 

esta activación está dada por la inducción de un cambio conformacional en mTOR 

o se requiere algún otro paso en la activación de mTOR (Figura 3).   
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2.1.1.2 .Factores energéticos. 

El crecimiento dado por un aumento en la biomasa implica síntesis de 

macromoléculas, este hecho implica un gasto energético importante para la célula. 

La vía de señalización de mTOR censa los niveles energéticos de la célula a 

través de la proteína cinasa activada por AMP (AMPK). Cuando se encuentra 

activada, esta cinasa inhibe procesos energéticamente demandantes como la 

síntesis de proteínas y activa procesos generadores de ATP como la oxidación de 

ácidos grasos. La AMPK activa, fosforila directamente a la TSC2 y por lo tanto 

incrementa su actividad de GAP, lo que deriva en la inactivación de mTOR (Figura 

3). Por otro lado se ha propuesto que Akt podría estar relacionado con el 

mantenimiento de altos niveles de ATP, por lo que podría ser otro punto de 

regulación energético (Hahn-Windgassen et al., 2005). 
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Figura 3. Vía de señalización PI3K-mTOR. La activación de mTOR deriva de una serie de eventos 

de fosforilación inducidos por el acoplamiento de un factor de crecimiento, como la insulina, a su 

receptor (InR). La activación de mTOR deriva en un aumento en la síntesis de proteínas, por lo 

tanto un aumento en la biomasa y como consecuencia un crecimiento celular (modificado de 

Jaztrzebski et al., 2007). 

 

2.1.2. Síntesis de proteínas 

La traducción es uno de los procesos celulares que requiere mayor cantidad 

de energía, además de ser uno de los más complejos. Es por esto que la 

regulación de la traducción debe ser finamente controlada además de estar en 

perfecto acoplamiento al estado metabólico de la célula (Meyuhas et al., 1996). 

 

Wortmanina/
LY294002 

Rapamicina 
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El proceso de traducción se divide en tres etapas: el inicio, la elongación y 

el término. En cada una de estas etapas es posible regular el proceso. Sin 

embargo, es durante el inicio donde se presenta el principal punto de control (Gray 

& Wickens, 1998. Jackson et al., 2010). Ya que es en este punto cuando se decide 

si una proteína se sintetiza o no y representa, por tanto, un ahorro energético. Sin 

embargo, también están presentes puntos de regulación durante la elongación y la 

terminación (Kapp & Lorsch, 2004). A continuación, únicamente se da un breve 

resumen de cómo se lleva a cabo el inicio de la traducción. 

2.1.2.1. Inicio de la traducción.  

El inicio ha sido definido como el proceso que conlleva a la formación de un  

ribosoma competente para continuar con la elongación. Sin embargo, este es un 

proceso complejo que aun no se comprende por completo. El inicio comprende 

varias etapas: 1. El reciclaje de las subunidades ribosomales, 2. La formación del 

complejo ternario, 3.  Formación del complejo de pre-inicio 43S, 4. Activación del 

mRNA, 5. Anclaje de este ultimo al mRNA, 6. Escaneo del mRNA, 7. 

Reconocimiento del codón de inicio y 8. Acoplamiento de las dos subunidades 

ribosomales (Jackson et al., 2010). 

 

El reciclaje de las subunidades se realiza a partir del complejo de post-

terminación, el cual está formado por las dos subunidades ribosomales, al menos 

un factor de liberación (eRF, por sus siglas en ingles), el sitio P con un tRNA 

deacilado y el mRNA aun acoplado al ribosoma. La disociación de las 

subunidades ribosomales esta mediada por los factores de inicio eIF1, eIF1A, 

eIF3, eIF5 y eIF6 (Pisarev et al., 2007). La subunidad pequeña queda acoplada 

entonces a eIF3 y probablemente a eIF1 así como eIF1A, evitando de esta 

manera que la subunidad 60S se re-acople.  

Una vez liberada la subunidad 40S, esta debe acoplarse al complejo 

ternario. El cual está conformado por eIF2-GTP y el tRNA iniciador aminoacilado 

con metionina, met-tRNAi. Finalmente se agrega a esta masa proteínica el factor 
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eIF5, la cual se encarga de activar a eIF2 como GTPasa. De esta manera queda 

completo el complejo de pre-inicio 43S. 

Para la formación del complejo 48S, es necesario que el mRNA este 

“activado”. Este proceso esta mediado por la formación de eIF4F, el cual contiene 

los factores eIF4E, eIF4A y eIF4G. Este complejo se acopla a la estructura cap del 

mRNA, esta estructura es una modificación que consiste en una metilación en el 

nitrógeno de posición siete de la guanina (m7GpppN, donde ppp son fosfatos 

unidos mediante enlaces fosfodiéster y N, es cualquier base) que le proporciona 

una carga parcial positiva y facilita la unión con eIF4E. eIF4G funciona como 

soporte para que puedan acoplarse e interactuar eIF4E, eIF4A, eIF4B y la proteína 

de unión a la cadena de adeninas (PABP) situadas en la región 3´del mRNA. De 

esta manera eIF4G permite que el mRNA forme un círculo que ofrece ventajas 

para su traducción y el reciclaje de factores así como de las subunidades 

ribosomales. Este proceso requiere de un gasto energético en forma de ATP para 

desdoblar las estructuras secundarias próximas a cap y que se active 

correctamente el mRNA. 

Una vez que el complejo 43S se une al mRNA activado, comienza el 

escaneo del mensajero hasta encontrar el codón de inicio. Este proceso se puede 

dividir en dos procesos: el desdoblamiento de estructuras secundarias en la región 

5´ y el recorrido del complejo proteínico. El escaneo esta mediado por la actividad 

de eIF4A que funciona como helicasa. Esta requiere ATP para poder desarrollar 

su tarea, la cual además recibe una ayuda adicional por parte de eIF4B que 

incrementa su efectividad para desdoblar las estructuras secundarias. Sin 

embargo el proceso exacto de cómo participan los diferentes factores de inicio 

durante el escaneo no se conoce claramente. 

Para que el escaneo se detenga se requiere que el complejo 48S sea capaz 

de reconocer el codón de inicio AUG. Este es por lo general el primer codón con 

esta secuencia de nucleótidos en el mRNA. Además, El codón esta dentro del 

mensajero en un contexto que facilita su reconocimiento (GCC(A/G)CCAUGG). Se 

ha propuesto que este proceso de reconocimiento esta mediado por algunos 
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factores de inicio de la traducción, ya que en ausencia de eIF1, eIF1A y eIF5 el 

reconocimiento del codón de inicio no se lleva a cabo de manera satisfactoria, por 

lo que su participación en este proceso es indispensable (Pestova et al., 1998. 

Maag et al., 2005. Maag et al., 2006). 

Por último la unión de las subunidades ribosomales, así como la liberación 

de eIF2-GDP, eIF1, eIF3 y eIF5; esta mediada por eIF5B, esta proteína es una 

GTP-asa que desplaza a los factores antes mencionados sin necesidad de 

hidrólisis de GTP (Unbehaun et al., 2004. Pestova et al., 2000. Acker & Lorsch, 

2008). Sin embargo se requiere de energía para disociar a eIF1A y de esta 

manera dejar libre el sitio A de la subunidad 40S del ribosoma. En este punto 

entonces queda formado el complejo de inicio de la traducción 80S, listo para 

entrar a la etapa de elongación. 

2.1.3. Blancos en la señalización de mTOR. 

Los blancos de la proteína mTOR mejor estudiados son aquellos 

relacionados con la regulación de la traducción: la proteína de unión al factor 

eucariótico de inicio de la traducción 4E (4E-BP1) y la cinasa de la proteína 

ribosomal S6 (S6K). Sin embargo existen otros procesos involucrados en la 

señalización río abajo de TOR como la autofagia, la organización de los filamentos 

de actina, así como procesos metabólicos tales como la síntesis de aminoácidos y 

la homeostasis de glucosa (Hay & Sonenberg, 2004. Wullschleger et al., 2006). En 

este trabajo nos referiremos solo a aquellos involucrados en la traducción. 

2.1.3.1. 4EBP1. 

El control traduccional mediado por mTOR está dado a través de las 

proteínas S6K y 4EBP1. mTORC1 promueve la traducción cap-dependiente al 

fosforilar a la proteína 4EBP1, la cual libera al factor eucariótico de inicio de la 

traducción 4E (eIF4E) permitiendo su asociación al eIF4G y dar inicio a la 

traducción (Hay & Sonenberg, 2004. Wullschleger et al., 2006) (Figura 3). 
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2.1.3.2. S6K. 

Por otro lado, la S6K es una cinasa de la familia de cinasas AGC (por 

cAMP-dependent protein kinase A, cGMP-dependent protein kinase G y 

phospholipid-dependent protein kinase C). En mamíferos se han descrito dos 

genes que codifican para S6K1 y S6K2, las proteínas presentan un alto grado de 

identidad (70% de manera general y 85% en el dominio catalítico). Sin embargo, 

cada gen genera dos diferentes isoformas de la proteína. De S6K1 se producen 

las isoformas denominadas p70 y p85, en tanto que de S6K2 están las isoformas 

p54 y p60. De estas 4 isoformas, la p85S6K1 y ambas isoformas de S6K2 están 

localizadas en el núcleo, siendo la p70S6K1 la única de localización citoplásmica. A 

pesar de lo anterior, la p54S6K2 puede ser fosforilada por la proteína cinasa C 

(PKC), lo que le permite acumularse en el citoplasma (Valovka et al., 2003). 

Además, se ha reportado que S6K2 pero no S6K1 es localizada en el centrómero 

(Rossi et al., 2007). Estos datos nos indican que las diferentes isoformas de S6K 

podrían ser redundantes y a la vez tener funciones diferenciales. Sin embargo, en 

este trabajo nos referiremos únicamente a la regulación de S6K1. 

De acuerdo a varios reportes se ha llegado a la conclusión de que la 

activación de esta cinasa involucra fosforilaciones secuenciales en diversos sitios 

(Ferrari et al., 1992. Pearson et al., 1995. Weng et al., 1995). Se ha propuesto un 

modelo de activación de S6K1 que involucra un primer paso dado por la 

interacción de Ca2+. Este paso libera los dominios autoinhibitorios presentes en las 

regiones amino-terminal y carboxilo-terminal de la S6K, permitiendo las primeras 4 

fosforilaciones dentro de estos dominios autoinhibitorios (S411, S418, T421 y 

S424) por parte de mTOR (Isotani et al., 1999). Estas cuatro primeras 

fosforilaciones producen un cambio conformacional en la S6K1 que permite a 

mTOR realizar las siguientes 2 fosforilaciones en la S371 y en la T389 (Burnett et 

al., 1998. Isotani et al., 1999). Estas fosforilaciones por mTOR permiten una 

posterior fosforilación en la T229 por parte de PDK1, lo que implica una completa 

activación de la S6K1 (Figura 3). Esta última fosforilación es inhibida por la 
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rapamicina, lo que indica que las fosforilaciones previas por mTOR son requeridas 

para que PDK1 active a la S6K1 (Jastrzebski et al., 2007). 

La mayoría de los sustratos hasta ahora conocidos de la S6K1 están 

involucrados en la síntesis de proteínas. El primer sustrato y de mayor estudio de 

la S6K es la proteína S6 de la subunidad 40s del ribosoma (S6rp), la cual al ser 

fosforilada (S235, S236, S240, S244 y S247) aumenta la síntesis de proteínas 

(Krieg et al., 1988).  Dado que se ha encontrado a la proteína S6rp fosforilada en 

los polisomas y que su localización dentro de la subunidad 40s es en el sitio de 

unión al mRNA, se propuso que esta fosforilación tenía una participación en la 

regulación de la traducción (Gressner & Wool 1974. Lastick et al., 1977). Se ha 

relacionado a la actividad de S6K1, a través de la fosforilacion de la S6rp, con una 

selección de mRNAs que contienen en su region 5´ no traducible un tracto de 

oligopirimidinas (TOP) y que codifican para proteínas ribosomales y algunos 

factores de elongación de la traducción, por lo que se ha propuesto que de esta 

manera se regula la biogénesis de ribosomas (Jefferies et al., 1994). Sin embargo, 

esta evidencia ha sido cuestionada, por lo que no se ha definido el papel de la 

fosforilación de la proteína S6rp en la regulación de la traducción (Tang et al., 

2001).   

Hasta ahora se ha reportado la existencia de al menos once proteínas que 

son fosforiladas por la S6K. No obstante, la información acerca de cómo se regula 

la función biológica de algunas a través de estas fosforilaciones es escasa e 

incluso nula (Jastrzebski et al., 2007. Ruvinsky & Mayuhas, 2006). Cinco de estas 

proteínas fosforiladas por S6K están involucradas directa o indirectamente en la 

regulación de la traducción. Dentro de la vía de señalización PI3K-mTOR, son 

fosforiladas las proteínas IRS1 y mTOR. La primera al ser fosforilada queda 

inactiva, lo que produce una resistencia a la insulina (Harrington et al., 2004). 

mTOR es fosforilada en la S2448 por S6K, sin embargo, no está claro si esta 

fosforilación juega un papel en la regulación negativa o positiva de mTOR (Chiang 

et al., 2005. Holz et al., 2005). Los sustratos directamente relacionados con la 

traducción son la cinasa del factor de elongación 2 (eEF2K) y el factor de inicio de 
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la traducción 4E (eIF4B). El primero es un regulador negativo de la elongación de 

la traducción, ya que al fosforilar inhibe al factor eucariótico 2 de la elongación 

(eEF2). eEF2K al ser fosforilada en la S366 por S6K queda inactiva (Wang et al., 

2001). Por otro lado, la proteína eIF4B funciona como un complemento a la 

función de RNA helicaza del factor de inicio de la traducción 4A (eIF4A). Al 

acoplarse eIF4B con eIF4A se aumenta esta actividad de helicaza por lo que se 

pueden traducir mRNAs con estructuras secundarias a lo largo de la region 5´ no 

traducibles. Se ha propuesto que la fosforilación en la S422 en eIF4B por parte de 

S6K1 recluta a este factor de inicio de la traducción al complejo de inicio (Raught 

et al., 2004). S6K1 es entonces un mediador de diversos procesos celulares, 

principalmente se conoce su participación en la síntesis de proteínas a través de la 

vía de señalización PI3K-mTOR, por lo que esta proteína juega un papel muy 

importante en la regulación del crecimiento celular. 

2.2. LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE TOR EN PLANTAS.  

Las plantas son organismos sésiles que se deben adaptar a las condiciones 

ambientales, por lo que han desarrollado diversos mecanismos para regular 

aspectos como el crecimiento y desarrollo. Uno de estos podría ser a través de la 

señalización de la proteína TOR. Investigaciones del genoma de la planta modelo 

Arabidopsis thaliana indican que las plantas tienen el gen ortólogo de mTOR 

(AtTOR). Este gen codifica para una proteína de 2481 aminoácidos con todas las 

características estructurales de mTOR, incluyendo el dominio cinasa, las 

repeticiones HEAT y el dominio de unión a rapamicina FRB, a pesar de que 

existen reportes que indican una resistencia a este compuesto en Arabidopsis. 

Además se reportó que este gen se expresa en meristemos y células del 

endospermo pero no en células diferenciadas. La mutación nula de este gen es 

letal en estados embrionarios de la planta, lo que indica que AtTOR es crucial para 

el desarrollo de la planta. (Menand et al., 2002). Para el estudio de este gen en 

Arabidopsis se implementó el uso de RNAi para silenciar dicho gen, estas líneas 

interferentes presentaron características morfológicas normales pero con hojas 

más pequeñas y raíces más cortas que sus contrapartes silvestres, lo que 
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demuestra la importancia de AtTOR en la regulación del crecimiento vegetal 

(Deprost et al., 2007). En maíz también se reportó la secuencia completa del 

cDNA de TOR, a partir del cual se dedujo una secuencia de 2464 aminoácidos y 

las estructuras se encontraron conservadas al igual que en AtTOR, con la 

diferencia de una sensibilidad a la rapamicina, lo que indica diferencias en la 

regulación de TOR en plantas (Agredano-Moreno et al., 2007).  

2.2.1. Reguladores río arriba en la vía de señalización de TOR en plantas.  

Los factores de crecimiento como insulina y factores tipo insulina (IGFs) han 

sido caracterizados como reguladores de la vía de señalización PI3K-mTOR. En 

maíz se ha descrito un factor de crecimiento similar a la insulina, una proteína de 

20KDa que presenta actividad de factor de crecimiento tipo insulina. Esta proteína 

aumenta la germinación y el crecimiento de plántulas de maíz, además induce la 

fosforilación de la proteína S6rp que se ve prevenida al incluir un tratamiento con 

rapamicina (García et al., 2001). Lo anterior sugiere que existen elementos 

conservados en la vía de señalización de TOR en maíz y que esta integra la señal 

del factor de crecimiento tipo insulina de manera similar a como se ha reportado 

en mamíferos. 

Sin embargo, los mecanismos río abajo de este tipo de receptor no se 

conocen en su totalidad. Comenzando con la proteína PI3K, de la cual pueden 

existir tres clases diferentes (I, II y III) (Stevenson et al., 2000). La PI3K clase I es 

la encargada de generar PIP3 a partir de PIP2. En plantas no se ha reportado la 

presencia de esta clase de PI3K, no obstante, las otras clases de PI3K están 

presentes generando fosfoinositidos que podrían cubrir la función de segundos 

mensajeros de PIP3 (Bögre et al., 2003). Sin embargo, el uso de inhibidores como 

la Wortmanina y el LY294002 (Los cuales bloquean la señal de la PI3K en 

mamíferos), inhiben la activación de la proteína S6K en células en suspensión de 

Arabidopsis, lo que indica que la señalización a través de la PI3K podría estar 

conservada (Turck et al., 2004). La generación de fosfoinositidos en la membrana 

celular recluta a proteínas que tienen dominios de unión a este tipo de lípidos, una 

de ellas es la proteína PDK1. En plantas, esta cinasa se puede unir a dos 
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principales tipos de lípidos, PIP2 y acido fosfatídico. Los sustratos reportados para 

PDK1 en mamíferos pertenecen principalmente a la familia de cinasas AGC, entre 

las cuales se encuentran varias isoformas de proteínas cinasas Bs (PKBs), 

isoformas de la proteína cinasa C (PKC) y S6K. Sin embargo, solo las dos últimas 

se encuentran presentes en plantas (Bögre et al., 2003). Por lo que los 

mecanismos de regulación río abajo de PDK1 se desconocen, ya que en plantas 

no se ha reportado la presencia de las proteínas PKB/Akt, su blanco TSC2 y la 

pequeña GTPasa Rheb. 

2.2.2. Reguladores río abajo en la vía de señalización de TOR en plantas.  

Los blancos principales de TOR en mamíferos son las proteínas 4EBP1 y la 

S6K. La primera no está presente en plantas, por lo que la regulación de la 

traducción cap-dependiente se lleva a cabo con mecanismos desconocidos hasta 

ahora. Sin embargo, se han encontrado dos isoformas del factor de inicio de la 

traducción 4E (eIF4E y eIFiso4E), ambos factores parecen estar involucrados en 

la selección de mRNAs (Browning, 2004). Además, se ha encontrado en 

Arabidopsis una proteína de unión a la estructura cap diferente a las isoformas de 

eIF4E denominada nCBP (Ruud et al., 1998). No obstante, no se conocen las 

implicaciones de este tipo de proteína en la regulación de la traducción cap-

dependiente.  

2.2.2.1. S6K en plantas. 

Dentro del genoma de Arabidopsis se encontraron dos genes homólogos 

para S6K, estos genes identificados como AtS6K1 y AtS6K2, los productos de 

estos genes tienen una identidad de alrededor del 80% entre ellos y similitud de 

alrededor de 70% con la isoforma p70S6K1 de mamíferos (Zhang et al., 1994. Turck 

et al., 1998). Estos genes codifican para las proteínas AtS6K1 y AtS6K2, las 

cuales carecen de dominios auto-inhibitorios en la región carboxilo-terminal. Sin 

embargo, los tres sitios de fosforilación importantes para la activación de S6K de 

mamíferos se encuentran conservados tanto en AtS6K1 como AtS6K2. No 

obstante, se identifico a la proteína AtS6K2 como el ortólogo funcional de la 
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isoforma p70S6K de mamíferos (Turck et al., 1998). Las mutantes hemicigotas de 

estos genes producen una inestabilidad fenotípica, generando variaciones en el 

tamaño, en la ramificación de los tricomas y un gran número de semillas 

abortadas. Además, se determinó una nueva función de S6K como represor de la 

proliferación celular e incluso es requerida para la estabilización de los 

cromosomas y los niveles de ploidía (Henriques et al., 2010). Estos datos nos 

indican la importancia de la S6K tanto para el crecimiento vegetal como para 

diferentes aspectos del desarrollo de las plantas. 

La vía de señalización involucrada en la activación de S6K parece estar 

conservada en plantas, sin embargo, la evidencia al respecto es escasa. En 

mamíferos, la activación de S6K1 se ve incrementada en respuesta a mitógenos 

(Dufner & Thomas, 1999). De manera similar, en células en suspensión de 

Arabidopsis que son llevadas a un estado estacionario de crecimiento, al agregar 

medio fresco se ve incrementado el índice mitótico que se ve acompañado por un 

incremento en la activación de S6K. Esta activación resultó ser, en gran medida, 

debido a la presencia de fitohormonas como las auxinas y las citocininas. Además, 

el uso de inhibidores de PI3K de mamíferos (wortmanina y LY294002), mostraron 

una inhibición en la activación de S6K en Arabidopsis. Lo anterior sugiere que esta 

activación es debido a la presencia de una cinasa dependiente de lípidos (Turck et 

al., 2004).  

Se ha reportado además que las auxinas inducen la activación de la S6K de 

maíz. Los ejes embrionarios de maíz estimulados con la auxina natural ácido 

indol-3-acético (AIA), así como auxinas sintéticas como dicamba y ácido -

naftalen-acético (ANA), mostraron una incremento en la síntesis de proteínas 

ribosomales de manera selectiva. También se observó un aumento en la 

fosforilación de la proteína S6rp, que correlacionó con un aumento en el 

reclutamiento de 5´TOP mRNAs a los polisomas. Estos datos indican que las 

auxinas participan en la activación de la vía de señalización TOR en maíz y que de 

esta manera este tipo de fitohormonas regula de manera específica la síntesis de 

cierto tipo de proteínas (Beltrán-Peña et al., 2002). Adicionalmente, en maíz se 
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realizó la caracterización funcional de la S6K. En donde se identificó que la cinasa 

de 62KDa (ZmS6K) tenía actividad tanto in vivo como in vitro y que su activación 

estaba dada por fosforilaciones en residuos serina/treonina. Durante la 

germinación se observó un incremento en la activación de ZmS6K de manera 

dependiente de TOR, ya que (a diferencia de Arabidopsis) la rapamicina inhibe 

dicha activación (Reyes de la Cruz et al., 2004).  

Los datos anteriores nos indican que la vía de señalización en plantas se 

encuentra conservada en parte. Sin embargo, existen preguntas por responder 

acerca de los eslabones río arriba de TOR. Así como los mecanismos de 

regulación involucrados. Sabemos entonces que las fitohormonas (que son 

reguladores del crecimiento y desarrollo vegetal) activan la proteína S6K, que esta 

activación río arriba podría ser por una señalización a través de una cinasa 

dependiente de lípidos como la PI3K y que río abajo inducen la síntesis especifica 

de proteínas. Sin embargo existen en plantas una gran variedad de compuestos 

reguladores del crecimiento y desarrollo vegetal, tal es el caso de fragmentos de 

pared celular denominados oligogalacturonidos (OGs). 

2.3. OGs UNA CONEXIÓN ENTRE DEFENSA Y DESARROLLO. 

Actualmente se considera a la pared celular como una estructura dinámica 

involucrada en aspectos cruciales del desarrollo vegetal. Esta estructura celular es 

fundamental en procesos como la división celular, el crecimiento y diferenciación. 

Por lo que la pared celular juega un papel crucial en el tamaño, forma y velocidad 

de crecimiento de los órganos vegetales (Somerville et al., 2004. Humphrey et al., 

2007). 

La pared celular es una red compleja de polímeros constituida 

principalmente de celulosa, hemicelulosa y pectina (Figura 4). La celulosa es el 

más abundante y está compuesta por monómeros de glucosa unidos mediante 

enlaces β1-4. La hemicelulosa por otra parte, está formada por monómeros de 

varios tipos de azúcares como la D-xilosa, D-galactosa, D-manosa, L-arabinosa y 

L-ramnosa (Humphrey et al., 2007). La pectina representa alrededor de un 30% de 
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la pared celular y sus principales componentes son tres: homogalacturonanos 

(HGs), ramnogalacturonano-I (RG-I) y ramnogalacturonanos-II (RG-II). Los HGs 

están formados en su totalidad por residuos de acido D-galacturónico en enlaces 

α1-4, por lo que su estructura es lineal. Cabe mencionar que los fragmentos que 

son capaces de inducir una respuesta de defensa ante el ataque de un patógeno 

así como modular el crecimiento y desarrollo vegetal, provienen de HGs (Ridley et 

al., 2001). 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 4. Estructura de la pared celular. La pared está formada por filamentos de celulosa y de 

hemicelulosa que se entrelazan con una matriz de pectina. Además podemos encontrar proteínas 

como: A, Expansinas. B, Extensinas. En la membrana celular hay  proteínas que interactúan 

directamente con la pared como son: C, complejo de la celulosa sintetasa. D, Receptores tipo 

cinasa. E, canales iónicos. F, proteínas ancladas a fosfoinositidos (Tomada de Humphrey et al., 

2007). 

2.3.1. OGs en los mecanismos de defensa. 

Cualquier organismo patógeno, como hongos o bacterias, que ataca a una 

planta se enfrenta a la pared celular como primera barrera de defensa. Por lo que 

entran en acción enzimas como las pectatoliasas, las cuales degradan la pectina y 

generan OGs (Cote & Hahn, 1994. Mattei et al., 2005). 

La interacción planta-patógeno desencadena una lucha que involucra la 

síntesis de enzimas degradadoras de la pared así como proteínas inhibidoras de 

dichas enzimas (Bergmann et al., 1994). Una vez que se percibe la presencia de 



 
 

24 
 

OGs se dispara una cascada de señalización que deriva en la activación de genes 

relacionados con defensa. Por otro lado, se ha observado que los OGs inducen la 

síntesis de fitoalexinas (Hahn et al., 1981. Nothnagel et al., 1983. Flores et al., 

2004). Además, se ha reportado que inhiben la respuesta hipersensible e 

incrementan las especies reactivas de oxigeno (Baker et al., 1990. Bellincampi et 

al., 2000. Aziz et al., 2004). Este tipo de respuestas son inducidas por un grupo de 

OGs de tamaños específicos, ya que se requiere que tengan de 10 a 15 residuos 

de acido galacturónico (Cote & Hahn, 1994). Sin embargo se ha reportado que los 

OGs de pocos residuos de acido galacturónico son capaces de inducir la 

expresión de genes relacionados en la síntesis de jasmonatos y aumentar la 

producción de etileno, dos fitohormonas relacionadas con mecanismos de defensa 

(Simpson et al., 1998. Norman et al., 1999). Esta interacción de los OGs con 

diversas fitohormonas involucra además una relación de estos oligosacáridos con 

el desarrollo de la planta.  

2.3.2. Los OGs en el crecimiento y desarrollo vegetal. 

Con el  fin de comprobar si los OGs afectan directamente el desarrollo de la 

planta, diversos grupos de investigación han aislado fragmentos de 

homogalacturónidos con grado de polimerización (GP) variable y probado su 

efecto sobre plantas silvestres sanas. Los resultados muestran que los OGs 

afectan el desarrollo de las plantas y que sólo aquellos del tamaño requerido para 

la síntesis de fitoalexinas (GP= 9 a 12) son eficaces para regular la morfogénesis 

de plántulas de tabaco (Eberhard et al., 1989), inducir floración (Marfá et al., 1991) 

e inhibir el crecimiento de la raíz  (Bellicampi et al., 1993) o para modificar la 

arquitectura de la raíz de Phaseolus vulgaris (Hernández-Mata et al., 2006). 

El papel de los OGs en los mecanismos de defensa, como ya se mencionó, 

es el de inducir la síntesis de moléculas antibióticas que afectan al agente 

infeccioso, este proceso puede llegar a ser muy demandante en cuanto a energía 

y recursos celulares se refiere, por lo que se dejaría en un estado de “reposo” al 

resto de las actividades celulares, incluida la síntesis de ribosomas. Este último 

efecto junto con una limitación de nutrientes, inducida por la competencia del 
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patógeno, provocaría una disminución en el tamaño celular y de la planta 

completa. Por lo tanto, la síntesis de fitoalexinas dependiente de la presencia del 

microorganismo dispararía la primera respuesta de la célula incrementando la 

síntesis de enzimas que participan en la producción de fitoalexinas (Ebel, 1986; 

Lamb et al., 1989).  

Algunos autores han propuesto que la acción de los OGs en cuanto a su 

participación en el desarrollo de la planta está dada por una interacción con 

reguladores del crecimiento como las auxinas, incluso han sugerido que su acción 

inhibitoria del crecimiento es a través  de una inhibición competitiva de los OGs 

sobre la acción promotora del crecimiento por auxinas (Branca et al., 1988. 

Bellicampi et al., 1993). Sin embargo, esta propuesta no ha sido confirmada, no 

obstante, la interacción con auxinas u otras fitohormonas no parece una idea 

ilógica, ya que si estos fragmentos de pared regulan el crecimiento, su interacción 

con fitohormonas que regulan el crecimiento vegetal sería altamente probable. 

Simpson et al. en 1998 encontraron que los OGs de cadena corta (GP= 4 a 6) 

estimulaban la producción de etileno en plantas de tomate, infiriendo con ello que 

las repuestas de defensa están estrechamente relacionadas con la señalización 

por OGs. 

Las hormonas relacionadas con defensa son: el etileno, el ácido jasmónico 

y el ácido salicílico, sin embargo, ellas también desempeñan otras funciones 

relacionadas con crecimiento y desarrollo. Además, es conocido que para la 

correcta señalización por reguladores de crecimiento debe existir una co-

regulación con otros fitoreguladores, es decir, una fitohormona regula la 

biosíntesis de otra o en su defecto la inhibe (Benkova y Hejatko 2009). El trabajo 

reciente de Hernández-Mata et al. (2009) en Arabidopsis, mostró que la 

producción de flavonoides por efecto de OGs, inhibe el transporte de auxinas, 

afectando con ello el crecimiento y disparando la síntesis de camalexina como 

respuesta de defensa. 
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III. JUSTIFICACIÓN. 

 

La vía de señalización de TOR en maíz implica un aumento en la 

traducción, especialmente de biogénesis de ribosomas; con lo que se induce un 

crecimiento celular. Las auxinas que son moléculas reguladoras del crecimiento 

vegetal participan en la activación de la proteína S6K, reflejado en un aumento en 

la fosforilación de la S6rp. Por otro lado sabemos que los OGs (que son 

compuestos que también regulan el crecimiento y desarrollo de las plántulas de 

maíz) tienen interacción con dichas auxinas. Por lo que es probable que exista una 

conexión entre los OGs y la vía de señalización de TOR. 

 

IV. HIPÓTESIS. 

Los oligogalacturonidos modulan el crecimiento y desarrollo a través de la 

activación de la S6K, componente de la ruta de transducción de señales de la 

proteína TOR. 

 

V. OBJETIVO GENERAL. 

Determinar si los OGs interfieren con el crecimiento y desarrollo de 

plántulas de maíz a través de la proteína S6K. 

Objetivos particulares.  

1. Analizar el efecto de los OGs y el AIA  sobre el crecimiento de 

plántulas de maíz. 

2. Determinar el estado de fosforilación de la proteína S6K en plántulas 

de maíz tratadas con OGs, AIA y Rapamicina. 
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VI. METODOLOGÍA. 

Material biológico.  

Para todos los experimentos se utilizaron plántulas de maíz (Zea mays L. 

cv. Chalqueño). Las semillas fueron desinfectadas utilizando etanol al 70% por     

5 minutos y colocadas en camas de algodón humedecidas con agua desionizada 

estéril para su germinación (24 hrs. a 25 ± 2 oC en obscuridad). Una vez 

transcurrido este periodo, los ejes embrionarios fueron disectados manualmente 

para ser colocados en medio de Murashige-Skoog (Murashige & Skoog, 1962). 

Reguladores del crecimiento y reactivos.   

Los OGs se obtuvieron a partir de hidrólisis enzimática de pared celular 

extraída de hipocótilos de Phaseolus vulgaris cv " flor de mayo”, las plantas se 

obtuvieron de semillas germinadas en macetas con tierra estéril y crecidas en 

invernadero. Los hipocótilos fueron recolectados cuando el primer par de hojas 

verdaderas emergió, estos se congelaron en N2 líquido y almacenados a -70º C. la 

pared celular se preparó a partir de 35 g de hipocótilos pulverizados finamente en 

N2 líquido, el polvo se resuspendió en 500 ml de Na2HPO4 0.5 M pH 7.0 (por 

duplicado). La suspensión se centrifugó a 10, 000 rpm por 15 minutos a 4º C. el 

precipitado se lavó dos veces con la solución de fosfato ácido de sodio con tres 

lavados posteriores con agua desionizada. La pastilla fue resuspendida en 500 ml 

de etanol previamente calentado con agitación constante por 1 hr, posteriormente 

se filtró mediante vacío usando papel Wathmann #3. El residuo sólido se 

resuspendió en etanol con lavados posteriores con 500 ml de mezcla cloroformo-

metanol (1:1 v/v) y con 500 ml de acetona usando vacío para descartar los 

disolventes. La pared se dejó secar en estufa a 37º C para su posterior uso. 

Los OGs se obtuvieron a partir de 0.30g de pared celular disuelta en 35 ml 

de amortiguador de acetato de sodio 50 mM pH 4.0 y 24.5 unidades de pectinasa 

de Rhizopus sp (Sigma). La mezcla se agitó por un minuto con varilla de vidrio, se 

pasó a un baño maría previamente calentado a 25ºC para agitación constante 



 
 

28 
 

(100 rpm) por una hora. La muestra se filtró mediante vacío usando papel 

Wathmann #3, la solución obtenida se hirvió por 5 minutos y se centrifugó por 5 

minutos a 5000 rpm. El sobrenadante se redujo a 1 ml mediante vacío a 40ºC, una 

vez reducido se colocó en la columna cromatográfica (1 x 132cm) de Bio-Gel P6 

(Bio-Rad) previamente equilibrada con agua desionizada. La muestra se eluyó con 

agua desionizada. Se colectaron fracciones de 2 ml a partir de las cuales se 

determinó el contenido de ácidos urónicos totales espectrofotométricamente 

(λ=525nm) en una mezcla de reacción de tetraborato de sodio y carbazol 

(Davidson, 1966). Mediante este método se identificaron cuatro (I, II, III y IV) 

diferentes fracciones con lectura positivas de presencia de ácidos urónicos, se 

tomó la fracción III (Cano et al., 1995), para una posterior purificación por medio 

de una columna cromatográfica (0.7 x 228 cm) de Bio-Gel P4 (Bio-Rad) 

previamente calibrada con agua desionizada. La muestra se colectó en fracciones 

de 2 ml, la cuantificación se realizó por triplicado usando 25 μl de muestra eluída, 

2.5 ml de tetraborato de sodio, 100 μl de carbazol y 475 μl de agua. La mezcla se 

hirvió por 20min y se leyó a 525 nm. El valor se multiplicó por el factor de dilución 

(20) y el factor de conversión (93.64), se promedió el valor obtenido de cada una 

de las replicas para obtener la concentración final de ácidos urónicos en la mezcla 

(1360.2146μg/ml).   

Se prepararon 20 ml de ácido indol-3-acético 6μM obtenido comercialmente 

(Sigma), en alícuotas de 1 ml. La Rapamicina se disolvió en metanol (10 μM), y se 

separó en alícuotas de 50 μl. El resto de los reactivos de grado analítico se 

obtuvieron de Sigma o Bio-Rad. 

 

Cinéticas de crecimiento. 

Se preparó medio basal MS [sales de acuerdo a Murashige y Skoog (1966), 

26 mM de glicina, 55 mM de mio-inositol, 4 mM de ácido nicotínico, 24 mM de 

piridoxal, 3 mM de tiamina, 87.6 mM de sacarosa y 7.5 g de agar por litro de 

medio] mas las diferentes concentraciones tanto de OGs como de AIA (Tabla I). 
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La concentración de rapamicina usada fue la reportada con efectos inhibitorios en 

la activación de S6K de maíz de 100 mM (Reyes de la Cruz et al., 2004). Se 

colocaron 5 ml de este medio con los diferentes tratamientos, en tubos de 20 x 

150 mm en condiciones estériles.  

OGs AIA 

0.017ng/ml 1x10-12M 

0.17ng/ml 1x10-11M 

1.7ng/ml 1x10-10M 

17ng/ml 1x10-9M 

170ng/ml 1x10-8M 

1700ng/ml 1x10-7M 

 

Tabla I. Tratamientos de OGs y AIA. Las plantas tratadas fueron monitoreadas al 3º, 5º, 7º 

y décimo día de tratamiento. 

 

Los ejes embrionarios se desinfectaron con NaClO comercial (cloralex) al 

50% en agua por 10 minutos, se lavaron tres veces con agua desionizada estéril. 

Se sembró un eje por tubo colocando la radícula dentro del medio, dejando 

únicamente la punta del coleóptilo sobresaliendo de este. Las condiciones de 

crecimiento fueron a 25 ± 2 º C en obscuridad por 10 días. Se usaron 10 tubos por 

concentración con al menos tres replicas por experimento. Al término del 

tratamiento se midió la longitud del coleóptilo y la longitud de la raíz primaria, a la 

cual también se le contaron el número de raíces laterales formadas. 
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Western blot.   

Una vez teniendo las plantas a los diez días de tratamiento y analizado los 

parámetros mencionados, se trituró el tejido vegetal y se agregó un amortiguador 

de extracción preparado al instante [50 mM HEPES (pH 7.6), 50 mM Na4P2O7, 1 

mM Na2VO4, 1 mM Na2MoO4, 4 mM EDTA, 20 mM EGTA, 20 mM NaF, 80 mM    

β-glicerofosfato, 200 mM manitol, 2 mM DTT, 0.2 mM PMSF, 1 mM benzamidina]. 

El homogenizado se centrifugó a 9000 g por 30min a 4º C, el sobrenadante 

(extracto crudo) se separó y se analizó al instante o cuando fue necesario, se 

almacenó a -70º C. Se realizó la cuantificación de proteína por el método de 

Bradford (Bradford, 1976). Cantidades iguales de extracto crudo (50 μg de 

proteína) se resolvieron por electroforesis bidimensional de a cuerdo al 

procedimiento de O´Farell (O´Farell, 1975), usando un gradiente de pH de 3.5-10 

amplificado de 6 a 8 y geles de SDS-poliacrilamida al 12%. Estos geles se 

transfirieron a una membrana de PVDF (Millipore) para incubar con el anticuerpo 

primario, anti-p70S6K de humano (Santa Cruz Biotechnology). El revelado se 

realizó bajo las mismas condiciones de tiempo de exposición. 

Análisis estadístico. 

Para los experimentos de crecimiento en tubo, se usaron 10 tubos por 

concentración con al menos tres replicas por experimento. Las graficas 

representan  el promedio ± el error estándar. Para determinar diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.05) entre tratamientos, se realizo un análisis 

de varianza de dos vías (ANOVA), seguido por la prueba post-hoc de Tukey, 

usando el programa Graphpad prism (GraphPad Software Inc. USA). 
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10 días de tratamiento 

Control OGs (1700 ng/ml) Control OGs (17 ng/ml) Control OGs (0.17 ng/ml) 

 
VII. RESULTADOS. 

7.1. Análisis de diferentes concentraciones de OGs sobre el crecimiento y 
desarrollo de plántulas de maíz. 

Para observar el efecto de los OGs sobre el crecimiento de las plántulas de 

maíz, se probaron una serie de concentraciones que fueron en el rango de     

0.017 ng/ml a 1700 ng/ml (Tabla I). Como parámetro principal se usó la medición 

del coleóptilo de las plántulas, donde se observó un claro efecto inhibitorio sobre el 

crecimiento en todas las concentraciones comparadas con las plántulas control, 

siendo la de 1700 ng/ml la que presentó un efecto más evidente (Figura 5). 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efecto de OGs sobre coleóptilo. Se germinaron semillas de maíz por 24 hrs a 25 ± 2 °C en camas 

de algodón humedecido con agua desionizada. Tiempo transcurrido, se extrajeron los ejes embrionarios y se 

colocaron en tubos con medio MS con las concentraciones señaladas de OGs. A los 10 días se midió el 

coleóptilo (A) y se tomó la fotografía (B). Las barras muestran el promedio ± el error estándar, n=30.  

A 

B 
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A B 

C 

Por otro lado, los OGs también son capaces de modificar la arquitectura de 

la raíz de las plántulas de maíz, ya que al analizar la arquitectura de la raíz 

primaria, se encontró que las concentraciones de 0.017, 0.17, 1.7 y 1700 ng/ml 

son inhibitorias sobre el crecimiento de dicho órgano (Figura 6A). Además, las 

concentraciones de 1.7 y 1700 ng/ml fueron capaces de inducir la formación de 

raíces laterales (Figura 6B), este efecto es más claro al graficar la densidad de 

raíces laterales ya que muestra el numero de raíces laterales por cm2 de raíz 

principal (Figura 6C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Efecto de OGs sobre arquitectura de la raíz principal. A las plántulas del experimento de 

la figura 5 se les midió además (A) la longitud de de la raíz primaria y (B) el número de raíces 

laterales en respuesta a las diferentes concentraciones de OGs. (C) La densidad de raíces 

laterales se mide tomando el número de raíces por cm2 de raíz primaria. Las barras muestran el 

promedio ± el error estándar, n=30.  

En base principalmente a los resultados sobre el crecimiento del coleóptilo 

se eligió la concentración de 1700 ng/ml de OGs para posteriores experimentos, 
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ya que si bien, estadísticamente el efecto es igual a le de 1.7 y 17 ng/ml, de 

manera evidente, presento una mayor inhibición en el crecimiento. Además, 

inhibió el crecimiento de la raíz primaria e indujo la formación de raíces laterales. 

Estos resultados muestran que las concentraciones de 1.7 y 1700 ng/ml 

regulan el crecimiento y desarrollo de la raíz primaria de manera similar a lo 

reportado en Arabidopsis (Hernández et al., 2010). Por otro lado en las plántulas 

de maíz podemos observar además un efecto inhibitorio de la parte a área de la 

planta, lo que indica que los OGs inhiben el crecimiento vegetal, pero inducen 

procesos del desarrollo al inducir la formación de raíces laterales. 

7.2. Análisis de diferentes concentraciones de AIA sobre el crecimiento y 
desarrollo de plántulas de maíz. 

Como ya se ha establecido, existe una interacción entre los OGs y las 

auxinas. Por esta razón iniciamos la búsqueda de una concentración de efectos 

antagónicos por parte del AIA en comparación con los de OGs. Las 

concentraciones probadas fueron de 1x10-12M a 1x10-7M (Tabla I). Se puede 

observar una respuesta dependiente de la dosis, ya que conforme las 

concentraciones aumentan el crecimiento del coleóptilo disminuye. Si bien no se 

encontró una concentración promotora del crecimiento, la de 1x10-12M no inhibió el 

crecimiento (Figura 7). 
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10 días de tratamiento 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efecto del AIA sobre el coleóptilo. Se germinaron semillas de maíz por 24 hrs a 25 ± 2 °C 

en camas de algodón humedecido con agua desionizada. Tiempo transcurrido, se extrajeron los 

ejes embrionarios y se colocaron en tubos con medio MS con las concentraciones señaladas de 

AIA. A los 10 días se midió el coleóptilo (A) y se tomó la fotografía (B). Las barras muestran el 

promedio ± el error estándar, n=30. 

 

Esta auxina también mostró actividad al modular la arquitectura de la raíz 

primaria. Las concentraciones más altas (1x10-8M y 1x10-7M) fueron capaces de 

inhibir el crecimiento de la raíz primaria (Figura 8A). En cuanto a la formación de 

raíces laterales, la concentración más baja (1x10-12M) promovió la formación de 

raíces laterales comparado con el control, en tanto que a concentraciones más 

altas (1x10-8M y 1x10-7M) se observó una inhibición en la formación de este tipo de 

raíces (Figura 8B). Estas últimas concentraciones inhibieron el crecimiento general 

de la planta además de reprimir el desarrollo. Por otro lado, debido a que la 

concentración de 1x10-12M no mostró efectos inhibitorios sobre el crecimiento y sin 

embargo si indujo la formación de raíces laterales, se decidió usar esta 

concentración en experimentos posteriores. 
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Control AIA      
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Figura 8. Participación del AIA en la arquitectura de la raíz. A las plántulas del experimento de la 

figura 7 se les midió además (A) la longitud de de la raíz primaria y (B) el número de raíces 

laterales en respuesta a las diferentes concentraciones de AIA. (C) La densidad de raíces laterales 

se mide tomando el número de raíces por cm2 de raíz primaria. Las barras muestran el promedio ± 

el error estándar, n=30.  

 

Se ha establecido que tanto en plantas monocotiledóneas como 

dicotiledóneas se encuentran conservados los mecanismos de síntesis, transporte, 

y transducción de señales de las auxinas, no obstante, existen diferencias en el 

número de copias de los genes involucrados en dichos procesos y de la expresión 

de estos genes. Esto hace que existan diferencias en la respuesta a auxinas entre 

plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas (McSteen, 2010). Sin embargo, no 

existen reportes en los cuales diferentes concentraciones de auxinas sean 
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estudiadas con respecto a la respuesta en el crecimiento de plantas etioladas de 

maíz. Nuestros resultados muestran una respuesta diferente a aquellas reportadas 

para Arabidopsis, ya que se ha observado que concentraciones nano-molares 

(1x10-9M) modifican la arquitectura de la raíz inhibiendo el crecimiento de la raíz 

primaria e induciendo la formación de raíces laterales y adventicias (Woodward & 

Bartel, 2005). En este trabajo a esas concentraciones no se observan diferencias 

significativas con respecto al control, ya fuera en coleóptilo, raíz primaria o 

formación de raíces laterales. Las concentraciones más altas usadas aquí 

inhibieron de manera global el crecimiento de la plántula, sin embargo 1x10-7M de 

AIA es capaz de inhibir la germinación de semillas de Arabidopsis (Woodward & 

Bartel, 2005). Se observó que la concentración de 1x10-12M no inhibió el 

crecimiento de la planta pero si indujo la formación de raíces laterales, indicando 

que la repuesta a auxinas es diferente en nuestro sistema. El hecho de que 

nuestras plantas se encuentren etioladas incluye otro factor importante a 

considerar, ya que en estas condiciones el crecimiento de la raíz primaria de 

plántulas de maíz se inhibe, en tanto que se induce la formación de raíces de 

corona y el crecimiento de las raíces seminales. Sin embargo, estos parámetros 

no fueron evaluados con respecto a la respuesta a auxinas. 

7.3. Efecto de AIA, OGs y Rapamicina sobre el crecimiento y desarrollo de 
plántulas de maíz. 

Una vez determinadas las concentraciones de OGs (1700 ng/ml) y AIA 

(1x10-12M) se procedió a realizar un experimento comparativo donde se usarón 

ambos compuestos a la vez para determinar si existía una interacción de estos 

dos reguladores del crecimiento vegetal. Se ha reportado que entre estos 

compuestos existe un antagonismo que se ve reflejado por el hecho de que las 

auxinas pueden revertir el efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los OGs 

dependiendo de la concentración de la auxina (Bellincampi et al, 1993. Reyes de 

la Cruz et al, 2002). Sin embargo, los resultados nos muestran que en el coleóptilo 

la concentración elegida para AIA, no es capaz de restablecer el efecto inhibitorio 

dado por los OGs (Figura 9A). Por otro lado, una concentración mayor podría 

potenciar el efecto inhibitorio y dado que no se encontró una concentración de AIA 
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promotora del crecimiento, es probable que para observar el efecto de reversión 

en la inhibición dado por OGs se necesitaría evaluar una concentración menor de 

estos últimos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Respuesta a tratamientos combinados y rapamicina. Se germinaron semillas de maíz por 
24 hrs a 25 ± 2 °C en camas de algodón humedecido con agua desionizada. Tiempo transcurrido, 
se extrajeron los ejes embrionarios y se colocaron en tubos con medio MS con los compuestos 
señalados. A los 10 días se midió el coleóptilo (A) y se tomó la fotografía (B). Las concentraciones 
usadas para OGs y AIA fueron las previamente determinadas (1700 ng/mL y 1 X 10-12 M, 
respectivamente), de la rapamicina se uso a la concentración (100 nM) inhibitoria de la activación 
de S6K de maíz (Reyes de la cruz et al, 2004).  Las barras muestran el promedio ± el error 
estándar, n=30. 
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Las plantas crecidas con rapamicina fueron significativamente más 

pequeñas que el control, esto probablemente se debió a que es un inhibidor 

especifico de la proteína TOR, por lo que esta proteína está involucrada en la 

regulación del crecimiento de plantas etioladas de maíz. Lo que contrasta con la 

propuesta de que el crecimiento de los hipocótilos en plantas etioladas de 

Arabidopsis no es regulado por TOR (Deprost et al, 2007). Estos resultados son 

consistentes con el hecho de que el maíz se ha reportado como sensible a la 

rapamicina (Reyes de la Cruz et al, 2004). Al combinar los tratamientos de OGs y 

rapamicina no se observó un efecto aditivo en la inhibición del crecimiento de los 

coleóptilos, lo que podría indicar una posible interacción de OGs y la vía de 

señalización de la proteína TOR, ya que si el efecto inhibitorio sobre el crecimiento 

por parte de los OGs fuera por algún mecanismo independiente de TOR este se 

vería potenciado por el efecto de la rapamicina sobre el crecimiento. Finalmente, 

la combinación de AIA y rapamicina producen un efecto igualmente inhibitorio 

sobre el crecimiento lo que es consistente con que las auxinas interactúan con la 

vía de señalización (Beltrán-Peña et al., 2002. Turk et al., 2004). Si la rapamicina 

inhibe el crecimiento aun en presencia de auxinas, indica que es probable que las 

auxinas estén regulando el crecimiento de las plántulas etioladas a través de TOR. 

Se evalúo además la arquitectura de la raíz primaria de las plántulas. De 

manera interesante, en este caso al combinar OGs y AIA si se observó una 

reversión de la inhibición del crecimiento de la raíz primaria dada por OGs, lo que 

indica que en la raíz la interacción entre estos compuestos es diferente que en el 

coleóptilo (Figura 10A). Al agregar rapamicina como tratamiento en el medio se 

observó una inhibición del crecimiento de la raíz (Figura 10A), lo que indica que 

TOR juega un papel importante en el crecimiento general de las plántulas de maíz. 

Al agregar OGs más la rapamicina no se observó el efecto aditivo que se podría 

esperar al agregar dos compuestos inhibidores del crecimiento (Figura 10A), lo 

que indica, como se mencionó anteriormente, una posible interacción entre estos 

derivados de pared celular y la vía de señalización de TOR. Por otro lado, al 

agregar AIA y rapamicina al medio se observó, de manera sorprendente, que no 

se presenta una inhibición del crecimiento por parte de la rapamicina (Figura 10A). 
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Esto nos indica que el AIA regula el crecimiento de la raíz primaria por medio de 

mecanismos que actúan de una manera independiente de la proteína TOR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Arquitectura de la raíz primaria. A las plántulas del experimento de la figura 8 se les 

midió además (A) la longitud de de la raíz primaria y (B) el número de raíces laterales en respuesta 

a los diferentes tratamientos. (C) La densidad de raíces laterales se mide tomando el número de 

raíces por cm2 de raíz primaria. Las barras muestran el promedio ± el error estándar, n=30.  

 

Como ya se había observado, tanto los OGs como el AIA indujeron la 

formación de raíces laterales. Sin embargo, al agregar ambos compuestos como 

tratamiento no se ve un efecto sumatorio (Figura 10B), esto podría ser resultado 
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de una saturación del sistema, es decir, no se pueden llegara a formar mas raíces 

laterales que las observadas con los tratamientos individuales o podríamos estar 

viendo el efecto de uno solo de los componentes, ya que si observamos la 

densidad el grupo tratado con los dos compuestos es estadísticamente igual a las 

tratadas únicamente con AIA. La rapamicina no muestra un efecto claro sobre la 

formación de raíces laterales, ya que no se observa diferencias significativas en la 

densidad con respecto al control (Figura 10C). Esto nos indica que la proteína 

TOR no es indispensable para algunos procesos de desarrollo vegetal como es la 

formación de raíces laterales. Lo cual se puede reafirmar al observar como los 

tratamientos combinados con OGs y AIA mostraron un comportamiento similar a 

cuando se añaden cada uno por separado sin la presencia de rapamicina. Es 

decir, solo se observa el efecto inductor de la formación de raíces laterales tanto 

de OGs y AIA (Figura 10C). 

7.4. Análisis de la S6K de plántulas de maíz tratadas con los compuestos. 

Para corroborar que los efectos observados sobre el crecimiento por parte 

de los OGs eran a través de la modulación de la vía de señalización de TOR, se 

realizó una electroforesis bidimensional del extracto crudo obtenido de las plantas 

a los 10 días de tratamiento. Posteriormente se realizó un western blot contra la 

proteína S6K mediante el uso de anticuerpos comerciales contra la p70S6K1 de 

mamíferos. Se pudo observar cómo en condiciones control se encuentran los 

niveles basales de activación de la proteína S6K, se presentan al menos 4 señales 

con movilidad electroforética hacia el ánodo (Figura 11). Es decir, que las 

isoformas de la proteína que se encuentran con un mayor desplazamiento hacia 

esta región se encuentran cargadas negativamente, lo que indica posibles estados 

de fosforilación de manera similar a lo reportado en ejes embrionarios de maíz 

(Reyes de la Cruz et al, 2004). En aquellas plantas tratadas con rapamicina la 

proteína presentó isoformas con desplazamiento electroforético hacia el cátodo 

(Figura 11). Esto podría indicar que estas isoformas se encuentran 

hipofosforiladas, indicando que podría existir una inactivación de la proteína S6K. 

Además se observó la desaparición de la señal con mayor desplazamiento hacia 

el ánodo lo que podría indicar una desaparición de alguna isoforma 
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hiperfosforilada o completamente activa. Estos resultados concuerdan con la 

disminución en el tamaño general de la planta, ya que la S6K se encontraría 

inactiva. 

En el tratamiento con AIA, además de los cambios referentes a la carga, 

aparecen señales con cambios referentes a la masa, lo que indica posibles 

modificaciones post-traduccionales que pudieran jugar un papel importante en la 

regulación de la ruta. Además podemos observar cómo, al igual que en el control, 

las señales se encuentran desplazadas hacia el ánodo (Figura 11). Estos 

resultados indican que las isoformas se encuentran hiperfosforiladas y por lo tanto 

la S6K activa. Sin embargo, las plantas tratadas con AIA no son estadísticamente 

más grandes que los controles, esto  podría ser debido a que las plántulas 

etioladas tengan un máximo de crecimiento en el coleóptilo y por este motivo el 

AIA no promueva el crecimiento. No obstante otra posibilidad sería que las 

plántulas fueran de alguna manera más robustas, es decir que el coleóptilo fuera 

más grueso, esto se podría evaluar tomando en consideración el peso fresco de 

las plantas y de esta manera ver si existen diferencias con el control. 

En las plantas tratadas con AIA y rapamicina se observó una desaparición 

en las señales de mayor peso además de un incremento en las isoformas 

hipofosforiladas de la proteína (Figura 11), lo que indicaría una inactivación de la 

S6K. Si recordamos, en raíz el AIA era capaz de revertir el efecto inhibitorio de la 

rapamicina. No obstante, los resultados muestran una probable inactivación de la 

proteína, por lo que se requeriría una separación de órganos para el analizar los 

efectos fisiológicos observados ya que el western blot se realizó usando la planta 

completa.  

Por otro lado, en aquellas plantas tratadas con OGs no se observa una 

disminución en el número de señales. Al contrario, aparecen nuevas isoformas 

hipofosforiladas probablemente inactivas en conjunto con una disminución en las 

señales de las isoformas hiperfosforiladas (Figura 11). Estos resultados 

concuerdan con la inhibición del crecimiento dado por los OGs. Estos compuestos, 

como se ha mencionado anteriormente, son conocidos principalmente por su 
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papel en los mecanismos de defensa. La planta al estar expuesta a ataques por 

patógenos ha desarrollado diversos mecanismos de protección, uno de ellos es la 

síntesis de fitoalexinas (Ebel, 1986). Para desencadenar este tipo de respuestas 

celulares la planta sigue el principio de máxima economía, por lo que detiene la 

biogénesis de ribosomas inactivando a la vía de señalización de TOR. Esto da 

como resultado una disminución en la producción de proteínas y por lo tanto una 

inhibición del crecimiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Activación de S6K. Se prepararon extractos crudos de las plantas tratadas por 10 días y 

se resolvieron por electroforesis bidimensional y Western blot.. Se utilizaron anticuerpos contra la 

p70S6K de humano, originados en conejo a una dilución 1:1000. En los geles se cargaron 50 μg de 

proteína. Se muestra un experimento representativo de al menos 3. 
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Con el tratamiento combinado de OGs mas AIA se presentan señales muy 

similares a las del control, la diferencia es que en el tratamiento combinado se 

observó un mayor número de señales de isoformas de menor estado de 

fosforilación (Figura 11). Estos datos nos remarcan el hecho de que en todos los 

parámetros de crecimiento evaluados no existen diferencias significativas del 

tratamiento combinado con respecto al control, esto nos indica que de cierta 

manera existe una interacción de estos dos compuestos a nivel de la vía de 

señalización de TOR. 

Cuando se agregan tanto OGs como rapamicina desaparecen las señales 

de mayor peso, indicando que esta modificaciones post-traduccionales podrían ser 

importantes para la señalización de la vía. Además, aparecieron señales 

correspondientes a las isoformas de menor estado de fosforilación (Figura 11). 

Estos resultados nos indican que si bien no se observaron efectos aditivos sobre 

la inhibición del crecimiento del coleóptilo y raíz primaria, en la proteína si se 

observó una probable inactivación mayor a la vista en los tratamientos por 

separado. 

Estos resultados nos indican que la regulación de la vía de señalización de 

la proteína TOR es increíblemente plástica. Esto debido a que cada uno de los 

diferentes tratamientos, si bien en los parámetros medidos, no mostraron 

diferencias significativas en algunos casos con respecto al control, si modularon la 

actuación de la S6K de maneras diferentes en cada uno de los caso. Esto también 

nos refiere a la capacidad de las plantas para adecuarse al medio ambiente, ya 

que cada estimulo percibido podría ser capaz de modular a la proteína S6K. 

Es interesante también el identificar cuáles de esas isoformas son activas y 

cuales inactivas. En mamíferos se requiere de una serie de fosforilaciones 

consecutivas y en un determinado orden para activar la S6K. Es decir, que esta 

cinasa en mamíferos, cuando se encuentra fosforilada en sus siete sitios descritos, 

es la que se encuentra completamente activa (Jastrzebski et al., 2007). En plantas 

la S6K no presenta dominios auto-inhibitorios, los cuales pierden su función en 

mamíferos con las primeras fosforilaciones (Turk et al., 1998). Es probable que en 
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plantas no necesariamente se requiera el total de fosforilaciones para tener una 

cinasa activa, ya que aquellas isoformas que tengan solo dos estados de 

fosforilación podrían ser las necesarias para tener la S6K activa. Sin embargo, no 

existen hasta el momento reportes acerca de esto. 

 

7.5. Identificación in silico de posibles modificaciones post-traduccionales 
en S6K. 

 

Se ha reportado que podrían existir posibles modificaciones post-

traduccionales en la proteína S6K de maíz (Reyes de la Cruz et al., 2004), además 

en este trabajo también se observaron isoformas de la proteína con cambios en la 

masa, que indicarian este tipo de modificaciones. Por esta razón se realizó un 

análisis in silico de la secuencia reportada por Reyes de la Cruz et al. en 2004 (no. 

Acceso: NP_001105237) para encontrar posibles sitios de modificaciones en la 

S6K de maíz, usando la herramienta Scanprosite de la base de datos PROSITE 

dentro del servidor EXPASY (Castro et al., 2006).  

Se encontraron siete posibles sitios para fosforilación (similares en posición 

y cantidad a las reportadas para mamíferos), cuatro para N-miristoilaciones y 4 

más para N-glicosilaciones (Tabla II), cabe mencionar que no hay reportes de este 

tipo de modificaciones en esta proteína por lo que es probable que estas 

participen de alguna manera en la activación de la S6K. 
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Tabla II. Modificaciones post-traduccionales de S6K. Se analizó la secuencia completa del cDNA 

reportado por Reyes de la Cruz et al en 2004. En el panel de abajo se observan dentro de la secuencia los 

sitios probables, fosforilaciones (rojo), N-miristoilaciones (azul) y N-glicosilaciones (verde). 

 

Modificación     
Post-Traduccional 

Secuencia 
Consenso 

Posición 

 

N-Miristoilación 

GNamTE 

GScpGG 

GGghSN 

GGhsNF 

138 – 143 

392 – 397 

458 – 463 

459 – 464 

 

N-Glicosilación 

NRSH 

NTSE 

NHSE 

NASG 

85 – 88 

173 – 176 

192 – 195 

480 – 483 

 

 

 

Fosforilación 

S 

S 

S 

T 

T 

T 

S 

72 

100 

133 

174 

205 

344 

423 

MVSSQPSSLTAILAQGPNHCPVKILLPMGPPDVVSSDNVEYDFSDVFGSTPVQTPT
NLCGFGPESPAPTAESNEEFYSDPVVIINRSHSLVGPTSLVSRSLRLSKLSLGKNEG
SSELVKCLSEEKEGDQGQLSDEDLGNAMTEDGGIGLDDLEILKLVGQGAFGKVFQ
VRKKNTSEIYAMKVMRKDRILEKNHSEYMKAEREILTKVDHPFIVQLRYSFQTKYRL
YLVLDFINGGHLFFQLYKQGLFREELARIYTAEIVSAVAHLHANGIMHRDLKPENILL
DADGHAMLTDFGLAKEFCENTRSNSMCGTLEYMAPEIVLGRGHDKAADWWSVGI
LLFEMLTGKPPFVGNREKVQQKIIKDKLKLPSFLSSEAHSLLRGLLHKEPNKRLGS
CPGGSNEIKNHKWFKPINWRKLEARQIQPSFRPNVAGLTCIANFDDDECWTKTPVL
DSPVSTPAGGGHSNFAGFTYVRPAPILEEVNASGSRLKD 
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VIII. DISCUSIÓN. 
 

Para determinar el efecto de los OGs sobre el crecimiento, fue necesario 

utilizar diferentes concentraciones de la mezcla obtenida en el proceso de 

purificación de los fragmentos de pared celular. Anteriormente a esta mezcla se le 

denominaba OGA10 ya que se creía que el método de obtención daba como 

resultado una fracción de oligogalacturónidos de grado de polimerización de 10. 

Sin embargo, Hernández et al. (2010), establecieron que lo que se obtenía era una 

mezcla de OGs de grado de polimerización que variaba de los 6 a los 13. Dado 

que procedimiento para la obtención de OGs usado en este trabajo es igual al 

reportado en ese trabajo, nosotros denominamos a nuestras fracciones como 

OGs. Las concentraciones usadas se manejan en ng/ml ya que el método de 

cuantificación determina los ácidos urónicos totales presentes en nuestra fracción.  

Previamente Reyes de la Cruz et al. (2002), encontraron que el denominado 

OGA10 inhibía el crecimiento de los ejes embrionarios de maíz a las 96 horas de 

tratamiento, usando una concentración de 4x10-7 M (680 ng/ml). No obstante, no 

se encontraron diferencias significativas con el control. Por esta razón nosotros 

tomamos como parámetro de referencia esta concentración para escoger las 

diferentes concentraciones usadas en este trabajo. Nosotros encontramos que 

todas las concentraciones presentaron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento 

del coleóptilo. Algo interesante fue que no se encontraron diferencias significativas 

entre las plantas con las concentraciones de OGs, esto podría ser por la mezcla 

de una amplia gama de grados de polimerización. Ya que se ha reportado que las 

respuestas a los OGs dependen tanto de su grado de polimerización como de su 

concentración. Sin embargo, la concentración de 1700 ng/ml presentó una 

inhibición del crecimiento más evidente. Por lo que decidimos continuar con esta 

concentración para determinar la participación de estos OGs sobre la vía.  

En el mismo trabajo de Reyes de la Cruz et al. (2002) se propuso un papel 

antagónico de los OGS con el AIA. Ya que este ultimo restableció la inhibición 

dada por OGs. Por lo que nosotros, tratando de encontrar una concentración de 

AIA que presentara las características opuestas a los OGs, realizamos un barrido 

de diferentes concentraciones de dicha auxina, en base a la concentración 
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reportada en ese trabajo. No obstante, no se encontró una concentración con las 

características mencionadas. Dentro del rango de concentraciones usado, las de 

mayor concentración (1x10-7 y 1x10-8M) inhibieron el crecimiento de manera 

dramática, en tanto que las intermedias (1x10-9, 1x10-10 y 1x10-11M) lo inhibieron 

sutilmente, por lo que se podría describir como una respuesta dependiente de la 

dosis. Por otro lado, la concentración menor (1x10-12M) no inhibió el crecimiento 

(Figura 7). Sin embargo, esta concentración si indujo la formación de raíces 

laterales, lo que indica que tiene un efecto sobre el desarrollo de la planta (Figura 

8). Por esta razón decidimos utilizar esta concentración para analizar si existía una 

interacción con los OGs y de esta manera estos últimos inhibían el crecimiento del 

coleóptilo.  

El restablecimiento de la inhibición dada por AIA sobre el efecto de los OGs, 

como reportaron Reyes de la Cruz et al. (2002), no se observó en el coleóptilo 

pero si en la raíz (Figura 10). Esto nos habla de la sensibilidad del tipo de órgano a 

las diferentes concentraciones de AIA, ya que en el coleóptilo 1x10-12M no fue 

suficiente para restablecer la inhibición.  

Para presentar un primer contacto con la vía de señalización por parte de 

los OGs, se uso el inhibidor rapamicina de la proteína TOR. Las plantas tratadas 

únicamente con este compuesto presentaron una inhibición general del 

crecimiento, esto sugiere un papel importante de la proteína TOR en la regulación 

del crecimiento de las plantas etioladas de maíz (Figura 9). Esto contrasta con lo 

reportado por Deprost et al. (2007) ya que ellos reportan que dicha cinasa no es 

requerida para la elongación de los hipocótilos de plantas etioladas de 

Arabidopsis. Esta diferencia sugiere una regulación diferencial entre los tipos de 

plantas. 

La respuesta observada a los tratamientos combinados de OGs más 

rapamicina nos indican una posible conexión entre la inhibición del crecimiento 

inducida por OGs y la vía de señalización. Sin embargo, no se podría determinar si 

esta estaría mediada por algún proceso referente a la señalización por auxinas. 

Hernández et al. (2010) determinaron que los OGs inducen la acumulación de 

flavonoides que deriva una interferencia del transporte polar de auxinas. Este 
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hecho podría estar relacionado con la formación de raíces laterales inducida por 

OGs, sin embargo no se comprende cómo estos dos eventos podrían estar 

relacionados. 

Finalmente para analizar directamente el papel de los OGs sobre la 

modulación de la vía de señalización de TOR, se realizaron los western blots de 

los extractos crudos resueltos por electroforesis bidimensional contra la proteína 

S6K (Figura11). Los resultados nos muestran una clara regulación en la activación 

de esta proteína. Sin embargo, no podemos decir si las isoformas de la S6K 

hipofosforiladas se encuentren inactivas, ya que en plantas no se sabe como son 

los eventos de fosforilación para que la cinasa quede completamente activa. Por 

otro lado, encontramos diferencias en peso en diversas isoformas de la S6K, lo 

que indica posibles modificaciones post-traduccionales que al ser moduladas por 

los diversos tratamientos, nos habla de una posible participación en la actividad de 

esta proteína. Por lo tanto se realizó el análisis in silico de la secuencia para 

encontrar sitios putativos para sufrir algún tipo de modificación (Figura 12). 

Encontramos, que al igual que en mamíferos, están presentes siete probables 

sitios de fosforilación, sin embargo, no podríamos establecer cuáles de ellos son 

esenciales para la completa activación de la S6K. Se ha establecido que las N-

miristoilaciones se llevan a cabo cuando el último aminoácido en la región del 

amino terminal es glicina (Mann & Jensen, 2003). Sin embargo, no se encontró 

ninguna secuencia consenso de este tipo cerca del amino terminal en la secuencia 

analizada, por lo que es poco probable que este tipo de modificación se lleve a 

cabo en la S6K de maíz. Por otro lado, las N-glicosilaciones se pueden realizar en 

cualquier lugar dentro de la secuencia de la proteína siempre y cuando se 

encuentre la asparagina en el contexto adecuado. Este tipo de modificaciones son 

generalmente etiquetas para que las proteínas sean transportadas a organelos 

como retículo endoplásmico y aparato de golgi (Spiro, 2002). Lo interesante de 

este tipo de modificación es que precisamente se ha reportado que TOR en 

mamíferos se encuentra localizada en las membranas de estos organelos (Drenan 

et al., 2003). Lo anterior nos sugiere una posible función de las N-glicosilaciones 

en la S6K que serian cruciales en la regulación de su actividad.   
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IX. Conclusión. 

Los OGs regulan el crecimiento y desarrollo de las plántulas de maíz a 

través de la modulación de la proteína S6K, componente de la vía de señalización 

ruta de la proteína TOR. 

 

 

X. Perspectivas. 

 Secuenciar cada una de las señales de la S6K encontradas en el western 

blot para identificar las posibles modificaciones post-traduccionales. 

 Separar los órganos de planta para evaluar los efectos por separado, cada 

uno con su propio western blot. 

 Determinar si la regulación en la activación de la S6K es dependiente de un 

número determinado de fosforilaciones y el orden en que estas se llevan a 

cabo. 

 Identificar las diferencias entre las condiciones de luz y obscuridad en el 

crecimiento de las plántulas de maíz.  
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