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Resumen

La insulina es ampliamente conocida por su papel en la regulacién
de los niveles de glucosa en la sangre de mamiferos, sin embargo
esta hormona también activa rutas de transduccién de senales
involucradas en el crecimiento celular. Una de ellas es la cascada
de senalizacién de las proteinas cinasas activadas por mitégenos
(MAPK), la cual se encuentra conservada evolutivamente entre
los organismos eucariontes. La ruta MAPK consiste de tres tipos
de cinasas: cinasa activada por mitégenos (MAPK), cinasa de la
MAPK (MAPKK), y cinasa de la MAPKK (MAPKKK). La cascada
MAPK es disparada por diversos estimulos externos promoviendo
asi la expresién de genes comprendidos en el metabolismo, muerte,
proliferacion y diferenciacién celular en mamiferos y levaduras. En
plantas, dicha cascada de senalizacién estd involucrada en respuestas
a estrés bidtico, abidtico y hormonas, desencadenando al ser
activada, procesos de defensa, divisién y desarrollo celular. En esta
investigacién se estudié la estimulacién del crecimiento del sistema
radicular de A. thaliana a través de la cascada MAPK por efecto
de la insulina, para lo cual se ensayaron lineas de sobreexpresién
(OvMAPK3-1) y baja expresién (RNAIMAPK3) del gen AtMAPK3.
Los resultados obtenidos sugieren que la cascada MAPK podria
estar involucrada en la respuesta a insulina.
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Abstract

Insulin is widely known for its role in the regulation of glucose
levels in the blood of mammals, but this hormone also activates
signal transduction pathways involved in cell growth. One of them
is mitogen-activated protein kinases (MAPK) signaling cascade,
which is evolutionarily conserved among eukaryotic organisms. The
MAPK path consists of three types of kinases: mitogen-activated
kinase (MAPK), MAPK kinase (MAPKK) and MAPKK kinase
(MAPKKK). The MAPK cascade is triggered by several external
stimuli, promoting genes expression involved in metabolism, death,
proliferation and cell differentiation in mammals and yeast. In
plants, this signaling cascade is involved in responses to stress biotic,
abiotic and hormones, triggering defense processes, cell division
and development when is activated. In this work we studied the
root system growth of A. thaliana through the MAPK cascade by
insulin stimulation, for which over expression (OvMAPK3-1) and
low expression (RNAIMAPK3) lines of gene AZMAPK3 were tested.
The results suggest that the MAPK cascade could be involved in the
response to insulin.
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Introduccién

La insulina es una hormona que en mamiferos es segregada por
las células del pancreas en respuesta a altos niveles de glucosa en
sangre. La hormona interactda con el receptor (IR) ocasionando
su autofosforilacién y la activacién del sustrato receptor de
insulina (IRS) (Lee et al, 1997; Cheatham y Khan, 1995).
La sefalizacién a partir del receptor de insulina involucra dos
fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K)
conocida también como ruta metabélica y la de las proteinas

cascadas principales: la de

cinasas activadas por mitégenos (MAPK), denominada cascada
mitogénica (Bastarrachea ez al., 2005). El bloqueo de la via
MAPK con mutantes o inhibidores farmacoldgicos impide y
previene la estimulacién del crecimiento y diferenciacién celular
inducido por la insulina, pero no presenta ningtin efecto en las
acciones metabélicas de la hormona (Saltiel y Khan, 2001).

A la par del descubrimiento de la insulina pancredtica en
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animales, se reportd la presencia en plantas de una sustancia
parecida a la insulina a la cual denominaron “glucocinina’
(Collip, 1923). Setenta anos después se encontrd que la insulina y
factores parecidos a insulina I y IT IGF-I e IGF-II); aceleraban el
desarrollo post-germinativo de semillas de girasol, sandia y pepino
(Goodman y Davis, 1993). En estudios mds recientes se reportd
que la adicién de 200 pU/ml de insulina en maiz aceleraba la
germinacion y el crecimiento de las pldntulas y, a nivel molecular
estimulaba la fosforilacién de la proteina S6 aumentando la
sintesis de proteinas ribosomales en ejes embrionarios de maiz
en germinacién (Beltrdn-Pena 1997; Sdnchez de Jiménez et al.,
1999). Nuestro grupo de trabajo observé que 200 pU/ml (1.23
nM) de insulina estimulaba el incremento en la longitud de la
raiz principal, inducia la formacién de los primordios de raices
laterales y promovia la elongacién de los pelos radiculares en A.
thaliana, (Ortega Dominguez, 2007).
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En plantas, la cascada MAPK estd involucrada en la
sefalizacién a estrés bidtico, abidtico, hormonas y también estd
comprendida en los procesos de divisién y desarrollo celulares
(Nakagami ez al., 2005). La secuenciacién completa del genoma
de A. thaliana ha revelado que la familia de las MAPKSs consiste
de 80 genes para las MAPKKK, 10 para las MAPKK y 20 para las
MAPK (Ichimura ez al., 2002). A pesar del gran nimero de genes
para las MAPKSs, solamente tres de ellos han sido estudiados en
detalle (MAPK3, MAPK4 y MAPKG). Aunque en plantas, la
cascada MAPK se ha reportado principalmente en respuestas de
defensa, existen estudios de la misma en procesos de desarrollo
y divisién celular. Un ejemplo es el reportado por Suzuki y
Machida en 2008, donde en células de tabaco la cinasa de la
MAPK designada como NPKI1 juega un papel importante en la
formacién de pared celular. Otro ejemplo, es el reportado por
Samaj y colaboradores en el 2002; donde en alfalfa mostraron
que la MAPK inducida por estrés (SIMK) estaba involucrada en
el crecimiento de los pelos radiculares.

Por otro lado en mamiferos se sabe que las rutas PI3K/
mTOR y MAPK pueden converger y tener un mismo blanco
de fosforilacién (Shahbazian ez 4., 2006; Zhu ez al., 2008)). La
activacién de las dos rutas (PI3K y MAPK) en plantas, por un
mismo estimulo fue reportada en A. thaliana, donde observaron
que los niveles de los transcritos de los genes AtMEKKI1
(MAPKKK), AMAPK3 (MAPK3) y AtPK19 (proteina
relacionada a la cinasa p70 y p90 de S6) incrementaron marcada
y simultdneamente cuando las plantas fueron expuestas a
temperaturas bajas, dafio y estrés salino (Mizoguchi ez al., 1996).

Como describimos anteriormente la insulina activa la ruta
de las MAPKSs en mamiferos, sin embargo, en plantas no existen
reportes de su participacién en la activacién de dicha cascada. Por
lo antes mencionado, el objetivo del presente trabajo, consistié
en determinar si la ruta de sefiales MAPK estaba involucrada en
el crecimiento radicular de Arabidopsis estimulado por insulina.

Materiales y métodos

Se usaron semillas de plantas silvestres -Wt- (Col-0) y de las lineas
de sobre y baja expresién del gen AtMAPK3 (OvMAPK3-1 y
RNAIMAPK3 respectivamente) donadas amablemente por
el Dr. Angel A. Guevara Garcia del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM. Las semillas se desinfestaron con cloro al 5% y
SDS 1%, después de varios lavados se incubaron por 48 hrs
a 4 °C, posteriormente se sembraron y crecieron en medio
Murashige-Skoog (MS) 1X con 1 % de sacarosa, 0.8 % de gelrite,
suplementado coninsulinaa 0,200y 2000 uU/ml. Las cajas fueron
incubadas en forma vertical en una cdmara con fotoperiodo de 16
hluzy 8 h oscuridad. A los 13 dfas de sembradas se evaluaron los
siguientes pardmetros de la arquitectura radicular: longitud de la
rafz principal (RP), nimero de raices laterales (RL) y densidad de
las raices laterales (DRL) -relacién del nimero de raices laterales
entre la longitud de la raiz principal-. Los andlisis estadisticos se
llevaron a cabo con el programa statistic 8, realizando un andlisis
de varianza (ANOVA) seguido de una comparacién de medias
(LSD) con diferencia minima significativa.

Andlisis de expresion de genes por RT-PCR

Las secuencias de los oligonucledtidos para la amplificaciéon de
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los genes fueron las siguientes: AtMAPK3 sentido: 5’- AAC TCA
CGG AGG ACA GTT CAT AAG -3’ y antisentido: 5’- GCA
ATT TAG CAA GGT ACT GGT GAT -3’. AtS6K sentido: 5’
CGG GAT CCC GAT AAR GCW GCY GACT GGT GGA
G3’; antisentido: 5 GGA ATT CCG CCT CCA GCT TCY
TCC AGT TKA T3’. UBIQUITINA sentido: 5° GGA AGA
AGA AGA CTT ACA CC-3’ y antisentido: 5" AGT CCA CAC
TTA CCA CAG TA- 3" (Ping et al., 2000).

Se extrajo RNA de pldntulas silvestres -Wt-, OVMAPK3-1 y
RNAIMAPK3 de 13 dias de edad, crecidas en medio MS 1X,
1% de sacarosa e insulina a 0, 200 y 2000 pU/ml, con Trizol
(Invitrogen). Posteriormente se analizé su integridad en gel y
se cuantificé midiendo la Absorbencia a 260 nm. El RT-PCR
se llevd a cabo con el kit SuperScript. III One-Step RT-PCR
System with Platinum® Tag DNA Polymerase de Invitrogen, de
acuerdo al protocolo descrito por el proveedor. Las condiciones
de amplificacién para AtMAPK3 fueron las siguientes: 30 min
a 50 °C; 2 min a 94 °C; 40 ciclos de 30 seg a 94 °C; 1 min
a 55 °Cy 2 min a 68 °C, posteriormente 5 min a 68 °C. La
amplificacién de ubiquitina y S6K se llevo a cabo de la siguiente
manera: 30 min a 50 °C; 5 min a 94 °C; 40 ciclos por 15 sega
94 °C; 1 min a 67 °Cy 45 seg a 68 °C y posteriormente 10 min
268 °C. La amplificacion de los genes se evalué cargando 5 pl de
la reaccién mds 2 pl de buffer de carga, en un gel de agarosa al
1% con bromuro de etidio.

Resultados

Andlisis del nivel del transcrito del gen AIMAPK3

en las lineas de sobre OvMAPK 3-1 y baja expresion
RNAiMAPK3

Para detectar la expresién del transcrito del gen AtMAPK3 en las
lineas OVMAPK3-1 y RNAIMAPKS3 se llevd a cabo un RT-PCR
con el RNA extraido de pldntulas de 13 dias de edad. Como
puede observarse en la Fig. 1, la expresién del gen AtMAPK3
se encuentra incrementada en la linea de sobreexpresidon
OvMAPK3-1, y disminuida en las lineas de baja expresién
RNAIMAPK3. Estos resultados permitieron corroborar la sobre
y baja expresién en las lineas ensayadas en los experimentos
posteriores.

Arquitectura radicular de la linea de sobreexpresion
OvMAPK3-1

Para determinar el fenotipo de las lineas de sobreexpresién
OvMAPK3-1 comparadas con las silvestres, se sembraron
las semillas respectivas en medio MS 1X y 1% de sacarosa.
Podemos observar en la Fig. 2 que las pldntulas OvMAPK3-1
presentaron una disminucién de la longitud de la raiz principal,
ninguna diferencia en el nimero de raices laterales y un aumento
significativo en la densidad de raices laterales respecto a las
pléntulas silvestres.

Efecto de insulina en plantulas que sobreexpresan el gen
AtMAPK3

Para determinar el efecto de la insulina en plédntulas que sobre
expresan el gen AtMAPK3 se analizé el crecimiento de la raiz en
pléntulas silvestres -Wt- de A. thalianay en lalinea OvMAPK3-1.
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A los 13 dfas de crecimiento, la insulina a una concentracién de
200 pU/ml estimulé la longitud de la raiz principal tanto en las
pléntulas silvestres como en la linea OvMAKP3-1 (Fig. 3A). El
ntimero de raices laterales mostré un aumento en ambas lineas
en el medio suplementado con insulina (Fig. 3B). La densidad
de las raices laterales se incrementd tanto en las pldntulas
silvestres como en la linea MAPK3-1 crecidas en el medio con
insulina (Fig. 3C). Resumiendo, observamos que la insulina a
una concentraciéon de 200 pU/ml estimulé el crecimiento tanto
en las plantulas silvestres -Wt- como en las pldntulas de la linea
de sobreexpresion OvMAPK3-1. Posteriormente, analizamos
el efecto de 2000 pU/ml de insulina sobre el crecimiento y
encontramos que en la longitud de la raiz principal y el nimero
de raices laterales (Fig. 4A y 4B) no se presentaron diferencias
en la linea de sobreexpresidn respecto al control y, por lo tanto
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Figura 2. Arquitecturaradicular de lalinea de sobreexpresion del gen AtMAPK3
de A. thaliana. Las semillas de Arabidopsis se sembraron y crecieron por 13 dias
en medio MS 1X, 1% de sacarosa. (A) Longitud de la raiz principal; (B) Numero de
raices laterales; (C) Densidad de raices laterales. Los valores son el promedio de al
menos 15 plantulas de tres ensayos diferentes (+ EE) (P<0.05). Las letras indican
diferencia significativa obtenida por un analisis de varianza (ANOVA) seguido de
una comparacion de medias (LSD) diferencia minima significativa.

el pardmetro de la densidad de las raices laterales tampoco se vio
afectado (Fig. 4C). Podemos concluir que la insulina a 2000
pU/ml no alterd el crecimiento de la rafz ni en las plantulas Wrt,
nien las lineas de sobreexpresién del gen AtMAPK3.

Efecto de insulina en la linea RNAIMAPK3

Se analizd el efecto de la insulina sobre las pldntulas que reprimen
la expresion del gen AtMAPK3 (RNAIMAPK3), la Fig. 5A
muestra que en las pldntulas Wt se estimulé el crecimiento de la
raiz principal en medio con insulina a 200 pU/ml en tanto que
en la concentracién de 2000 pU/ml no varié respecto al control.
Por otra parte en la linea RNAIMAPK3 no se encontré ninguna
diferencia en la longitud de la raiz principal a 200 pU/ml de
insulina, mientras que 2 2000 pU/ml se observé una disminucién
del crecimiento de la rafz principal. Respecto al nimero de raices
laterales, las plantulas Wt mostraron un aumento en 1200 pU/
ml, y ninguna diferencia significativa en 12000 pU/ml; en la
linea RNAIMAPK3 crecida con 1200 pU/ml no se encontrd
diferencia significativa y en el medio con insulina a 2000 pU/ml,
se presentd una disminucién del ndmero de raices laterales (Fig.
5B). Con relacién a la densidad de raices laterales, las pldntulas
RNAiIMAPK3 crecidas en diferentes concentraciones de insulina
no mostraron diferencia (Fig. 5C). En la fiig. 6 se puede apreciar
claramente el efecto contrastante de la insulina en la densidad
radicular entre las lineas OvMAPK3-1 y RNAIMAPK3, donde
dicho pardmetro es incrementado en las pldntulas OvMAPK3-1
y revertido en las lineas RNAIMAPK3.

Andlisis de la expresion de los transcritos de los genes
AtMAPK3 y AtS6K en plantulas silvestres de A. thaliana
por efecto de la insulina

Para determinar si en plantas al igual que en mamiferos las
proteinas involucradas en las cascadas de transduccién de senales
disparada por insulina, estdn reguladas a nivel transcripcional,
se analizaron los niveles de expresién de los genes AtMAPK3 y
AtS6K mediante una reaccién de RT-PCR en pléntulas silvestres
tratadas con insulina. Los resultados mostraron que el nivel de
expresion de ambos transcritos se alterd en respuesta a insulina

(Figura 7).
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Figura 3. Arquitectura de la raiz de plantulas Wt y lineas que sobreexpresan
el gen AtMAPK3 de A. thaliana en medio suplementado con 200 pU/ml de
insulina. Las semillas de Arabidopsis se sembraron y crecieron por 13 dias en
medio MS 1X, 1% de sacarosa suplementado con insulina a concentraciones de
0y 200 uU/ml. (A) Longitud de la raiz principal; (B) Numero de raices laterales;
(C) Densidad de raices laterales. Los valores promedio de al menos 15 plantulas
en ensayos por triplicado (+ EE) (P<0.05). Las letras indican diferencia significativa
obtenidas por un andlisis de varianza (ANOVA) seguido de una comparacién de
medias (LSD) diferencia minima significativa.

Discusion

Los resultados mostrados en la fig. 1, corroboraron el hecho de que
contamos con lineas de sobre y baja expresion del gen AtMAPK3.
La expresién de un gen especifico se ha utilizado extensamente
para determinar la participacién de dicho gen en una respuesta
especifica. Por ejemplo, Xing ez al., en el 2008, utilizaron lineas
mutantes para los genes AtMKK1 (mkkl1) y AtMAPKG (mapk6)
y de sobreexpresiéon  para los mismos genes (MKKIOE vy
MAPKGOE) y mostraron que bajo condiciones normales de
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Figura 5. Efecto de la insulina sobre el crecimiento del sistema radicular de
plantulas RNAiMAPKS3. Las semillas de Arabidopsis se sembraron y crecieron por
13 dias en medio MS 1 X, 1% sacarosa suplementado con 0, 200 y 2000 uU/ml
de insulina. (A) Longitud de la raiz principal; (B) Niimero de raices laterales (C)
Densidad de raices laterales. Los valores promedio de al menos 15 plantulas (+ EE)
(P<0.05). Las letras indican diferencia significativa obtenidas por un andlisis de
varianza (ANOVA) seguido de una comparacién de medias (LSD) diferencia minima
significativa.
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Figura 4. Arquitectura de la raiz de plantulas Wt y lineas de sobreexpresion
del gen AtMAPK3 de A. thaliana en medio suplementado con 2000 pU/ml
de insulina. Las semillas de Arabidopsis se sembraron y crecieron por 13 dias en
medio MS 1X, 1% de sacarosa suplementado con insulina a concentraciones de 0
y 2000 pU/ml. (A) Longitud de raiz principal; (B) Nimero de raices laterales; (C)
Densidad de raices laterales. Los valores promedio de al menos 15 plantulas en
tres ensayos diferentes (+ EE) (P<0.05). Las letras indican diferencia significativa

obtenidas por un andlisis de varianza (ANOVA) seguido de una comparacién de
medias (LSD) diferencia minima significativa.
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crecimiento las pldntulas mkkI exhibieron una velocidad de
crecimiento similar a las silvestres. Sin embargo, en respuesta a
ABA la velocidad de germinacion en las lineas silvestres disminuyé
considerablemente, mientras que las plantas mkkl mostraron
una alta velocidad de germinacién. En contraste, la linea de
sobreexpresién AIMKK1 (AtMKK1OE) presentd una inhibicién
mayor que la silvestre, comparada con las plantas mkkI. Como
observamos en el ejemplo anterior el uso de lineas mutantes y
de sobreexpresion permitié obtener fenotipos contrastantes. Por
otra parte, Lu et al., 2002, analizaron el efecto de ABA sobre la
ruta MAPK utilizando lineas de baja expresién (RNAIMAPK3)
y de sobreexpresion (MAPK3-1, MAPK3-2 y OvMAPK3) y

concluyeron que la sefal de ABA podia ser transmitida a través

Figura 6. Efecto de
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Figura 7. Niveles de
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de la cascada MAPK, activando el arresto post-germinativo de
plédntulas en desarrollo. En el presente estudio, para determinar
la participacién de la cascada MAPK en respuesta a insulina en
plantas utilizamos las lineas OvMAPK3-1 y RNAIMAPK3. En
la primera, insulina a 200 uU/ml, estimulé el crecimiento de la
rafz principal y el nimero de raices laterales (Fig. 3), mientras
que en la linea RNAIMAPK3, insulina inhibié el efecto antes
observado, debido a que en estas Gltimas pldntulas la longitud
de la raiz principal, ntumero de raices laterales y densidad de
raices laterales no mostraron diferencia significativa respecto
al control (Fig. 5). El efecto contrastante de la insulina en las
lineas de sobre y baja expresion del gen AtMAPK3, se observa
claramente en la Fig. 6 donde comparamos la densidad de las
raices laterales, lo que nos permite sugerir la participacién de la
cascada MAPK en la modificacién de la arquitectura radicular
por efecto de insulina.

A diferencia de los resultados obtenidos en este estudio, se ha
reportado que el efecto de insulina en plantas involucra la cascada
PI3K, al encontrar que la adicién de la hormona en maiz aceleraba
la germinacién, el crecimiento de las pldntulas y estimulaba la
fosforilacién de la proteina ribosomal S6 aumentando con ello la
sintesis de proteinas ribosomales en ejes embrionarios de maiz en
germinacion y que dichos efectos eran revertidos por inhibidores
de las cinasas involucradas en la cascada PI3K (Sinchez de
Jiménez et al., 1999). En A. thaliana, hemos observado que la
insulina, estimulé el incremento en lalongitud de la raiz principal,
indujo la formacién de nuevos primordios de raices laterales, y
promovi6 el alargamiento de los pelos radiculares de A. thaliana
(Ortega Dominguez, 2007). También hemos encontrado que en
células de tabaco NT-1 en suspensidn, la insulina incrementd el
crecimiento a través de la ruta de sefializacién PI3K, induciendo
un aumento en tamafo y proliferacién celular (Fierros Romero,
2010). De los estudios antes mencionados (excepto en plantas de
Arabidopsis) observamos que la cascada involucrada en el efecto
de insulina en plantas es la PI3K.

Respecto a la sehalizacién de insulina y factores de crecimiento
parecidos a insulina a través de la ruta MAPK se ha reportado que
regula el crecimiento en sistemas animales (Ingram y Waites,
2006). En plantas, la cascada de sefalizaciéon MAPK se ha
estudiado principalmente en las respuesta a estreses bidticos y

abidticos (Nakagami ez al., 2005). Recientemente se ha reportado
que dicha ruta, también interviene en procesos de desarrollo
y divisién celular. Estudios genéticos de homdélogos de NPK1
(MAPKKK de tabaco) en Arabidopsis (ANP1, ANP2 y ANP3),
han mostrado evidencias directas del papel que juega la MAPKKK
en la citocinesis (Suzuki y Machida, 2008). La participacién de
dicha ruta en el crecimiento radicular fue reportada por Samaj
y colaboradores en el 2002., donde los autores analizaron
la funcién de la MAPK (SIMK) de alfalfa, encontrando que
durante el desarrollo de los pelos radiculares, SIMK fue activada
y transportada al nicleo en las extremidades en crecimiento de
los pelos radiculares. Los resultados del presente trabajo también
sugieren que la insulina estimula el crecimiento radicular de A.
thaliana por medio de la ruta de sefalizacién de las MAPK (de la
cual MAPK3 es miembro).

Por otra parte, en pldntulas silvestres de Arabidopsis,
determinamos el nivel de los transcritos de los genes AtS6K
y AtMAPK3, dos proteinas en mamiferos involucradas en
las cascadas de senalizacién disparadas por insulina: PI3K
y MAPK respectivamente. En A. thaliana observamos que
ambas concentraciones de insulina ensayadas alteraron el nivel
de expresién del gen AtMAPK3, 200 pU/ml lo disminuyé en
tanto que 2000 pU/ml lo incrementé considerablemente (Fig.
7). Por otra parte, 2000 pU/ml de insulina también indujo un
incremento significativo del transcrito del gen AtS6K, comparado
con el tratamiento de 200 uU/ml y el control (Fig. 7). Existe
un reporte de hace ya varios afios realizado por Mizoguchi et al,
1996 donde en A. thaliana trataron de determinar si las dos
rutas disparadas en mamiferos por insulina (PI3K y MAPK), se
activaban transcripcionalmente por un mismo estimulo (estrés
por frio, dafo y sal). Los autores analizaron el nivel de los
transcritos de los genes involucrados en ambas rutas, encontrando
que AtMEKK1 (MAPKKK), A~MAPK3 (MAPK) y AtPK19
(relacionado con la cinasa de la proteina ribosomal S6, p70 y
p90) se incrementaron marcada y simultdneamente cuando las
plantas fueron expuestas a bajas temperaturas, dafio y estrés
salino. Estos resultados sugirieron que las proteinas involucradas
en ambas rutas de transduccién de senales, podian ser reguladas
tanto a nivel transcripcional como post-traduccional en plantas
superiores. Otro ejemplo reciente del andlisis de expresiéon
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de las proteinas MAPK es el reportado por Rudd e 4/, 2008
en el cual encontraron que las proteinas de trigo TaMAPK3 y
TaMAPK6 (homélogas de MAPK3 y MAPKG de Arabidopsis)
fueron diferencialmente reguladas durante la interaccién de la
planta con Mycosphaerella graminicola. Los autores reportaron
altos niveles de expresién de TaMAPK3 en la interaccién con
el patdgeno y ensayos de actividad de las cinasas mostraron que
las proteinas TaMAPK3 se acumularon y fueron posteriormente
activadas. En contraste no encontraron incremento en la expresién
génica, cantidad de proteina ni activacién post-traduccional de la
TaMAPKG.

Respecto al incremento en los transcritos de los genes AtS6K
y AtMAPK3 por efecto de 2000 pU/ml de insulina, sugerirfa que
ambas rutas podrian estar actuando en forma conjunta en A.
thaliana. Sin embargo, el hecho de que 2000 pU/ml de insulina
no estimule el crecimiento de la raiz de las pldntulas Wt podria
deberse a que como sucede en mamiferos cuando existe una
alta cantidad o activacién de S6K, se inhibe la senalizacién de
insulina/IGE a nivel del sustrato receptor de insulina (Jastrzebski
et al., 2007). Los resultados del presente estudio mostraron
que la insulina a una concentracién de 2000 pU/ml estimulé
la expresién simultdnea de los genes de ambas rutas, como lo
reportado Mizoguchi ez al., 1996.
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