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| RESUMEN

Las plantas como organismos sésiles confrontan diversos retos durante su ciclo de vida
por lo que han desarrollado mecanismos eficientes de adaptacion para integrar y
coordinar las sefiales para modular su crecimiento y reproduccién de forma exitosa. El
estrés osmotico es uno de los retos por el cual las plantas alteran su desarrollo y
crecimiento, el cual de forma natural es generado por la disminuciéon de la
disponibilidad de agua por sequia, congelamiento, o por un incremento en la salinidad
del suelo; este ultimo representa un problema de interés agronémico ya que mas de
80% de los suelos cultivables presentan indices elevados de salinidad. El estrés
osmotico induce cambios en el crecimiento y desarrollo y debido a que la via de
sefalizacion TOR-S6K modula dichos procesos en respuesta a diferentes estimulos, en
todos los eucariotes incluyendo a las plantas, fue de nuestro interés determinar cual es
la funcién de las proteinas S6K y PP2A de Arabidopsis thaliana en dicho proceso. En el
presente trabajo se encontr6 que las plantulas crecidas en condiciones de estrés
osmotico se caracterizan por una disminucion del crecimiento del brote, un
acortamiento de la raiz primaria asi como un incremento en el nimero de raices
laterales (RLs). Se determindé que la modificaciéon de la arquitectura del sistema
radicular (ASR) es mediada por un incremento en el transporte polar de auxinas (TPA),
el cual induce el crecimiento y la formacién de novo de los primordios de RLs. Como la
via TOR-S6K es modulada de forma positiva por auxinas y se ha implicado a las
proteinas S6K en este proceso, en el presente estudio se analiz6 la expresion de los
transcritos de S6K1 y S6K2 en las raices de plantulas crecidas en condiciones de
estrés osmotico inducido por NaCl, la cual fue incrementada 2 y 6 veces
respectivamente. Para determinar la posible funcién de las proteinas S6K, se
analizaron lineas mutantes s6kl y s6k2, las cuales mostraron tolerancia a los efectos
inducidos por el estrés osmotico debido a que presentaron un menor acortamiento de la
raiz primaria (18 y 23 % respectivamente) y una disminucion en el desarrollo de RLs,
hecho que sugiere la participacion de estas proteinas en la modulacion de las
respuestas al estrés osmotico inducido por NaCl. Los reportes en la literatura indican
gue las S6Ks de hojas de plantas de tabaco transgénicas crecidas en condiciones de

estrés osmatico disminuian su actividad y que esto pudiera deberse a la accion de las
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fosfatasas PP2A. Por lo antes mencionado, en el presente trabajo se midié la actividad
de PP2A en raices de plantulas crecidas en condiciones de estrés osmotico,
encontrandose que dicha actividad disminuyé hasta en un 50 %, lo que sugiere que la
regulacion de la actividad de la S6K se lleva a cabo de manera diferencial y tejido
especifica. Asi que la fosfatasa PP2A podria funcionar como un regulador positivo en la
mediacion de las respuestas a dicho estrés en la raiz. Por otra parte se ha reportado
gue la fosfolipasa D (PLD) es activada durante el estrés osmatico, produciendo acido
fosfatidico (PA), el cual es capaz de incrementar el trafico vesicular y por ende
incrementar el transporte polar de auxinas (TPA) ya que el inhibidor del trafico
vesicular, la brefeldina A bloquea el ciclo de las proteinas PIN1 y PIN2 que se lleva a
cabo entre la membrana plasmatica y los polos internos. En nuestras condiciones
experimentales se observo un incremento en el TPA bajo estrés osmotico, asi como la
estimulacion en la sintesis de PA hasta dos veces. También, se ha demostrado que las
auxinas median sus efectos a través de la produccion de PA, y que este mensajero es
capaz de activar la sefializacion de TOR-S6K. Debido a que las mutantes s6k1l y s6k2
presentaron un fenotipo de tolerancia al estrés, se determiné el efecto de la mutacion
en s6kl y s6k2 sobre la produccion de PA, encontrandose que dicha produccion esta
incrementada en ambas lineas mutantes en condiciones control. Por otra parte se
observd que la producciéon de PA en la mutante s6kl en condiciones de estrés
permanecié constante. Interesantemente, el nivel de produccion de PA en la linea
mutante s6k2 en respuesta al estrés osmotico disminuyd un 50% con respecto a la
produccion en condiciones control. Estos datos en conjunto sugieren que las cinasas
codificadas por dichos genes regulan positivamente la respuesta al estrés osmoético
probablemente a través de la regulacién diferencial de la produccion del PA y que la

S6K2 podria ser el principal regulador en este proceso.

Vi
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Il ABSTRACT
As sessile organisms, plants need to constantly adjust their growth and development to
environmental information such as light, water or ion availability. Significant changes in
water potentials in the environment can impose osmotic stress to plants. Under natural
conditions, high salinity and drought are the major causes of osmotic stress. Plants
respond to osmotic stress modulating gene expression, cellular metabolism and growth
patterns. Modulation of cellular responses to external cues requires coordinated control
of protein kinases and phosphatases to complement the circuit. TOR-S6K signaling
pathway has been considered as principal integrator of several signals to modulate
growth and development in all eukaryotes, including plants. Hence, it was our interest to
determinate the roles of S6K and PP2A from Arabidopsis thaliana in this process. In this
work, it was shown that at 100 mM NaCl Arabidopsis seedling decreased primary root
(PR) growth and lateral root (LR) development stimulated, through an increased polar
auxin transport (PAT), which is observed by increased GUS activity in vascular tissues
and in lateral and primary roots tips. TOR-S6K pathway is stimulated by auxins and S6K
proteins have been implicated in the stress responses, for this reason, S6K1 and S6K2
transcript levels were determined. An increase in S6K1 and S6K2 transcript levels (2
and 6 fold respectively) was observed in roots from stressed seedlings. To gain
knowledge about the role of S6K proteins in such stress condition, s6kl and s6k2
insertional single mutant lines were tested, both s6kl and s6k2 mutants showed
tolerance to the effects triggered by the osmotic stress condition, reflected as an
increased PR growth (18 and 23% respectively) and a diminished LR number compared
with the wild type (WT) line. This data suggest that S6K proteins are positive regulators
mediating stress responses. Due to the fact that S6K activity is sensitive to osmotic
stress, it has been hypothesized that PP2A might be responsible for S6K regulation in
the plant osmotic stress response. Hence PP2A activity was measured in roots of
stressed seedlings in which a PP2A activity below 50% was observed. These data
suggest that the S6K regulation is tissue specific, and that PP2A act as positive
regulator in osmotic stress-induced root system architecture modulation. On the other
hand, phospholipase D (PLD) is activated during osmotic stress producing phosphatidic

acid (PA), which is capable to activate vesicular traffic, increasing the PAT. Since an

Vi
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increased PAT in stressed seedlings was observed, the PA production was determined.
In roots from WT stressed seedlings; the PA production was increased two-fold.
Additionally, recent results also indicate that different PLDs mediate plant stress
responses through different molecular and cellular events, such as TOR-S6K activation.
Since that s6k mutant lines showed tolerance to the effects triggered by NaCl, and that
during osmotic stress condition the PA production is increased, PA was measured in
s6kl and s6k2 mutant lines. It was found that both s6kl and s6k2 mutants had
increased PA production in control conditions. Interestingly, in osmotic stress condition
the PA production levels in s6k1 were sustained, while in s6k2 were diminished to 50 %.
Together this data suggest that S6K proteins could positively regulate osmotic stress

responses.

viii



IQB-UMSNH Chavez-Avilés

lIl INTRODUCCION
3.1Regulacion del crecimiento y desarrollo vegetal mediado por las auxinas

Las auxinas juegan un papel central en el crecimiento y desarrollo vegetal. El 4cido
3-indolacético (AlA), la auxina predominante en la naturaleza, regula la division y
elongacién celular y desencadena procesos de diferenciacion especifica guiando a
numerosos y diversos eventos del desarrollo, tales como el establecimiento de la
polaridad embriogénica, la diferenciacion vascular, la dominancia apical y las
respuestas tropicas a la luz y la gravedad (Woodward y Bartel 2005). La
participacion de las auxinas en diversos aspectos del desarrollo es regulada a tres
niveles: la homeostasis de las auxinas, el transporte direccional de auxinas y via de
transduccion de sefiales (Chapman y Estelle 2009, Petrasek y Friml 2009; Zhao et
al. 2011, Ludwin-Muller et al. 2011). Las auxinas son sintetizadas principalmente en
el 4pice del brote y en las hojas jovenes (Ljung et al. 2001, 2005), y son movilizadas
en corrientes polarizadas por los transportadores de influjo de auxinas tipo AUX1
(AUXIN RESISTANT 1 / LIKE AUX1 (AUX1/LAX)) y por proteinas acarreadoras de
eflujo como las proteinas transportadoras de la subfamilia B con cassette de unién a
ATP (ATP BINDING CASSETTE SUBFAMILY B (ABCB)) y las proteinas PIN-
FORMED (PIN) (Peer et al. 2011). Las PIN son proteinas de membrana plasmatica
gue se localizan en forma polar, lo cual correlaciona con los requerimientos de la
direccionalidad de las auxinas (Petrasek et al. 2006). La localizacion de los
transportadores PIN a nivel celular determina la direccion del transporte intracelular
de auxinas asi como la sefalizacion direccional a las células vecinas (Wisniewska et
al. 2006). PIN1 y ABCB19 son los mediadores primarios del transporte de auxinas
en direccion a la raiz en la estela, mientras AUX1, PIN2 y ABCB4 median el flujo de
las auxinas en direccion del follaje a partir del apice de la raiz (Peer et al. 2011). La
movilizacion de auxinas fuera del meristemo del brote es dependiente de PIN1,
PIN7, ABCB1, ABCB19 y AUX1 (Steinmann et al. 1999, Friml et al. 2004, Reinhardt
et al. 2003; Blakeslee et al. 2008), y el transporte de auxinas fuera del meristemo de
la raiz depende de PIN3, PIN4, AUX1, ABCB1 y en menor proporciéon de ABCB19
(Geisler et al. 2006, Bouchard et al. 2006, Blakeslee et al. 2008). Estas proteinas
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transportadoras establecen el gradiente de auxinas que es regulado por la
expresion y relocalizacién subcelular de las proteinas transportadoras en respuesta
a las sefnales ambientales y del desarrollo (Friml 2010). Las auxinas regulan la
transcripcion de genes blanco tales como los factores de respuesta a auxinas (ARF)
mediante la promocion de la degradacion de los represores transcripcionales
AUXINAS/ACIDO INDOL ACETICO (Aux/IAA por sus siglas en inglés) a través del
receptor de auxinas TIR1 y la protedlisis mediada por ubiquitinizacion (Dharmasiri et
al. 2005, Gray et al. 2001).

3.2Regulacion del crecimiento durante el estrés abidtico

Las plantas como organismos sésiles, necesitan ajustar su crecimiento y desarrollo
(definidos como un incremento en el tamafio del érgano y la produccién de nuevos
organos, respectivamente) de manera constante para censar la informacién de
estimulos como la luz o la disponibilidad de iones y agua (Robert y Offringa 2008).
Ademas, dichos cambios son mediados por la modulacién de la expresion de genes,
el metabolismo celular y los patrones de crecimiento en respuesta al estrés. En la
naturaleza, el estrés osmaotico es ocasionado por una elevada salinidad en el suelo
(Vickers et al. 2009); en este tipo de estrés ocurren cambios morfolégicos
caracteristicos como la disminucion del area foliar, la modulacion del sistema
radicular (disminucion del crecimiento de la raiz principal y un incremento en el
desarrollo de raices laterales), asi como un ajuste en el transporte ionico (reflejado
por mecanismos de regulacion en el influjo, el eflujo y la compartamentalizacion de
iones) y cambios metabdlicos (modulacién del metabolismo del carbono enfocado a
la produccion de moléculas osmoprotectoras) (Xion y Zhu 2002). La modulacion del
sistema radicular en respuesta a diversos estimulos juega un papel decisivo en los
procesos de adaptacion vegetal, guiando la respuesta morfogenética inducida por

estrés (SIMR por sus siglas en inglés) (Fig.1) (Potters et al. 2007).

El estrés salino, inhibe el crecimiento de la raiz primaria a través de la inhibicion de
la elongacioén y division celular, lo que resulta en la pérdida del meristemo apical
radicular (RAM por sus siglas en inglés) (West et al. 2004). Sin embargo, el efecto

del estrés salino sobre las raices laterales es controversial, debido a que se ha
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reportado tanto la estimulacion como la inhibiciéon de la emergencia y el crecimiento
de raices laterales en Arabidopsis (West et al. 2004, Wang et al. 2009, Zolla et al.
2010, Zhao et al. 2011), por lo tanto, no es claro si el estrés salino genera una

respuesta SIMR caracteristica.

Raiz que muestra SIMR bajo
estrés por metales pesados ¢

Raiz control deficiencia de fésforo ) -
Rediferenciacion del

periciclo y formacién de
raices laterales

Inhibicién de la
elongacién y
subsecuente formacion
de pelos radiculares en la
cercania del apice de la
raiz

\Divisién celular

bloqueada en el
meristemo
primario

Figura 1. Representacion esquematica de los efectos del estrés abibtico sobre la morfologia

del sistema radicular. Se puede observar la raiz primaria con un crecimiento constante y una raiz
con la respuesta morfogenética inducida por estrés (SIMR) caracteristica (Modificado de Potters et
al. 2007).

3.3Percepcidn de las sefiales externas a través de TOR

Las respuestas son iniciadas a nivel bioguimico y molecular, y requieren la
coordinacion de eventos celulares para asegurar la respuesta apropiada al estimulo
dado. Las plantas han evolucionado con sofisticadas redes de comunicacién
intracelular e intercelular para llevar la informacién del estimulo percibido a la
magquinaria responsable de la mediacion de las respuestas (Hong-Bo et al. 2008).
Varios segundos mensajeros como el calcio, nucleétidos ciclicos, fosfolipidos, etc.,
son empleados por las plantas para codificar la informacion y llevarla a los
elementos rio abajo de la sefalizacion (proteinas), los cuales decodifican o

interpretan las sefiales para iniciar diversas respuestas celulares tales como
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cambios en la actividad enzimatica, la modulacion de la expresion génica, el
rearreglo del citoesqueleto celular, entre otras (Bogre et al. 2003; Hong-Bo et al.
2008). Una de las casacadas de transduccién de sefiales que estd intimamente
relacionada con la disponibilidad de nutrientes, el estado energético celular, las
sefiales del desarrollo asi como factores de estrés, es la via de sefalizacion del
blanco de la rapamicina (TOR por sus siglas en inglés) (Wullschleger et al. 2006,
Diaz-Troya et al. 2008, Ma y Blenis 2009).

Las proteinas cinasas son componentes de varias vias de transduccion de sefales
en eucariontes y han sido adaptadas en diferentes especies para acoplar diversos
estimulos a la generacion de una respuesta fisioloégica especifica (Turck et al.
1998). Ademas, dichas cinasas juegan papeles importantes en la transduccion de
las sefales (Mizoguchi et al. 1995). TOR es una cinasa serina/treonina que
pertenece a la familia de proteinas relacionadas con las cinasas de fosfatidilinositol
(PIK por sus siglas en inglés) (Schemelzle y Hall 2000). En mamiferos TOR forma
parte de dos complejos multiproteicos TORC1 y TORC2 (Martin y Hall 2005;
Woaullschleger et al. 2006) los cuales difieren en sus efectores rio abajo. El primer
complejo, TORCL1 esta integrado por TOR, la proteina reguladora asociada a TOR
(RAPTOR) y por mLST8/GBL. Mientras que el segundo complejo TORC2 esta
integrado por TOR, la proteina acompafante de TOR insensible a la rapamicina
(RICTOR/AVO3) y mLST8/GBL (Hara et al. 2002, Kim et al. 2002, Nojima et al.
2003). TORCL fosforila a la cinasa de la proteina ribosomal S6 (PRS6) (S6K) y a las
proteinas de unién al factor de inicio de la traduccién eucariético 4E (elF4E) (4E-
BPs), con lo cual se promueve la traduccion y la biogénesis ribosomal de manera
sensible a la rapamicina (Pearson et al. 1995). Por otra parte TORC2 tiene como
blanco al citoesqueleto de actina y es insensible a la rapamicina (Abraham 2002,
Jacinto y Hall 2003). Rio arriba de la sefalizacibn de TOR se encuentran otros
elementos como la proteina cinasa de fosfoinositidos (PI3K), que en mamiferos
fosforila al fosfatidilinositoldifosfato (PIP2) de membrana, generando el
fofatidilinositoltrifosfato (PIP3). La acumulacion de PIP3 en la membrana, recluta a
la proteina cinasa 1 dependiente de fosfoinositidos (PDK1), la cual fosforila a AKT

(PKB) la cual a su vez es fosforilada por TORC2, una vez completamente activa
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AKT fosforila al complejo TSC1/TSC2 disociandolo, y permitiendo asi que TSC1
realice su funcion de proteina activadora G sobre RHEB favoreciendo la activaciéon
del TORCL1 para activar la sefializacién dependiente de dicho complejo. TORC1
fosforila entonces a S6K1, la cual requiere un segundo evento de fosforilacion
dependiente de PDK1 para que quedar completamente activa y mediar entonces la

sintesis de proteinas.

Varios componentes de la via de sefializaciéon TOR estan presentes en Arabidopsis
y son los candidatos ideales para operar el enlace entre el censado nutricional y la
regulacion del crecimiento (Menand et al. 2004). Algunos miembros de los
complejos TOR tal como RAPTOR vy las proteinas mLST8/GbL estan presentes en
plantas (Anderson et al. 2005, Deprost et al. 2005). Ademas, existen evidencias de
sustratos y reguladores de TOR como la proteina S6K y otros miembros de la
familia de las AGC cinasas (Turck et al. 2004) asi como PDK1 (Deak et al. 1999,
Bogre et al. 2003, Otterhag et al. 2006). Adicionalmente se ha reportado que PDK1
de Arabidopsis fosforila a S6K1, y que RAPTOR (al igual que en células de
mamiferos) interactda in vivo con S6K y TOR (a través de sus dominios HEAT)
(Otterhag et al. 2006, Mahfouz et al. 2006). Por lo descrito anteriormente, se ha
propuesto que la via de sefializacibn TOR-S6K en plantas opera de manera similar
a la de mamiferos (Fig. 2). El papel antagénico de la ruta de sefializacion de TOR-
S6K es llevado a través de las proteinas fosfatasas (PPasas), de entre ellas las del
tipo 2A (PP2A) juegan un papel importante en la regulacion del estado de
fosforilacion de S6K1 modulando su actividad (Peterson et al. 1999). Ademas se ha
descrito que Tap46 (proteina asociada a PP2A) puede asociarse a la subunidad

catalitica de las PPasas, manteniendo inactiva a las PP2As (Ahn et al. 2011).
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Fig.2 Modelo de la via de sefi alizacion TOR en plantas. EI complejo TOR integrado por RAPTOR,
LST8 y TOR, regula la traduccion, el metabolismo y el crecimiento vegetal en respuesta a sefiales de
crecimiento, nutrientes y condiciones ambientales. Dicho complejo promueve el crecimiento celular y
la traduccion a través de la regulacién de S6K y su sustrato PRS6. Se ha sugerido que Tap46 y su
proteina asociada PP2Ac juegan un papel primordial en la regulaciéon de la sefializacion de TOR, a
través de la promocion de la traduccion, la represion de la autofagia, el reciclamiento de nutrientes y
la senescencia asi como la muerte celular programada (apoptosis). Sin embargo, se desconoce si

las PPasas pueden regular la actividad de S6K en plantas (Modificado de Anh et al. 2011).

3.4 Modulacién de las r espu estas celulares mediadas por TORy S6Ks

La mayoria de los organismos metazoarios poseen dos genes que codifican para la
proteina S6K (S6K1 y S6K2). Estas cinasas muestran un nivel de identidad en su
secuencia aminoacidica de ~70% de la proteina completa y un 83% en el dominio
catalitico (Gout et al. 1998, Shima et al. 1998, Lee-Fruman et al. 1999). Se ha
reportado la redundancia funcional entre S6K1 y S6K2 en la fosforilacion de la
PRS6, sin embargo, ambas cinasas desempefian papeles adicionales, debido a que
los ratones mutantes en s6k1 o s6k2 muestran fenotipos diferenciales, que sugieren
gue S6K1 juega un papel importante en la regulacion del crecimiento y
metabolismo, mientras que S6K2 modula, al menos en parte el tamafo celular
(Pende et al. 2004).
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En Arabidopsis se identificaron dos genes homadlogos a S6K con una identidad del
87% (Mizoguchi et al. 1995) denominados ATPK6 y ATPK19, y referidos después
como S6K1 y S6K2 respectivamente. La proteina S6K2 fue propuesta como la
ortéloga de p70S6K1 de mamiferos, debido a que mostré la capacidad de fosforilar
a la PRS6 (Zhang et al. 1994; Turck et al. 1998). Posteriormente se demostrdé que
S6K1 también fosforilaba a la PRS6. Adicionalmente, se encontré que S6K1 y S6K2
son principalmente de localizacion citoplasmatica y nuclear, respectivamente;
sugiriendo que los dos homdlogos de S6K de Arabidopsis podrian desempefiar
diferentes papeles funcionales ademas de la funcion conservada de fosforilar a la
PRS6 (Mahfouz et al. 2006).

Tzeng et al. (2009) reportaron que S6K regula el crecimiento a través de la
modulacion de la elongacion, al observar que la sobreexpresion del gen de la S6K1
de lily (LS6K1) en Arabidopsis, disminuia la elongacion celular en los érganos
florales. S6K1 y TOR se expresan en las regiones meristematicas del brote y de la
raiz, tanto en Arabidopsis (Zhang et al. 1994) como en Lili (Tzeng et al. 2009), asi
como en células que se elongan activamente en la raiz (Zhang et al. 1994).
También se ha reportado que S6K1 se asocia al complejo RBR1-E2F (factor
transcripcional E2 relacionado al retinoblatoma 1) regulando negativamente la
division celular, con lo que se establece una conexion entre el punto de control de la
transicion entre proliferacion y diferenciacion celular. Por lo que, una desregulacion
en dicho punto, podria influenciar el grado de poliploidia ocasionando inestabilidad
cromosomal (Henrigques et al. 2010). También se ha reportado que la actividad de
las S6Ks de plantas se incrementa en respuesta a auxinas y citocininas (Turck et al.
2004).

3.5 Seirializacion de TOR-S6K durante el estrés

Las plantas enfrentan retos continuamente durante su ciclo de vida, la via TOR en
plantas es crucial por ser el enlace entre diferentes sefales de estrés y por tanto
modula el crecimiento y el destino celular bajo diferentes condiciones ambientales.
En este sentido, las plantas con niveles de expresion de AtTOR alterados, estan

afectadas en la respuesta al estrés osmatico. En estas plantas, el nivel de expresion
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de AtTOR est4 inversamente correlacionado con la sensibilidad de la raiz primaria
al estrés osmatico: las lineas AtTOR-RNAI, son hipersensibles a elevadas
concentraciones de azucares debido a que estas poseen niveles elevados de
carbohidratos (glucosa, fructuosa y sacarosa), mientras que las lineas
sobreexpresantes son menos sensibles que las silvestres (Deprost et al. 2007), lo
gue sugiere que TOR es necesaria para el reciclamiento de nutrientes y que el nivel
de expresion o actividad de la proteina pueden ser modulados durante el estrés
osmoético. También, la expresion y la actividad de S6K son moduladas durante el
estrés osmotico (Mizoguchi et al. 1995), durante dicho proceso disminuye el estado
de fosforilaciéon de S6K y por ende la actividad de la misma, lo cual es reflejado por
una disminucion en el estado de fosforilacion de la PRS6; adicionalmente, lineas
sobreexpresantes de S6K1 son hipersensibles a dicho estrés (Mahfouz et al. 2006).
Estos datos sugieren que las respuestas al estrés osmotico pueden ser
diferencialmente moduladas por las proteinas TOR y S6K, ya que las lineas
mutantes o sobreexpresantes tanto en TOR como en S6K responden
diferencialmente a dicho estrés, por lo que podrian actuar probablemente a través

de diferentes transductores de sefiales en cada caso.
3.6 Proteinas fosfatasas tipo 2A

Una manera en que la célula regula diferentes procesos incluidas las vias de
transduccion de sefales, es complementando el circuito de fosforilacion y

defosforilacion. El papel antagénico de la ruta de sefializacion TOR es llevado a

través de proteinas fosfatasas, entre ellas, las proteinas fosfatasas del tipo 2A
(PP2A). En levaduras, TOR y PP2A regulan el nivel transcripcional de un conjunto
de genes de respuesta a estrés mediante la fosforilacion de factores
transcripcionales, los cuales en estado fosforilado son mantenidos en el citoplasma.
Bajo condiciones de estrés osmoético o deficiencia de nutrientes, estos factores
transcripcionales son defosforilados y pueden translocarse al ndcleo y regular la
expresion de un conjunto de genes de respuesta a estrés (Beck y Hall 1999,
Peterson et al. 1999, Rohde et al. 2001). Asi que podria ser posible que dicho

mecanismo de regulacion estuviera conservado en plantas, sin embargo, esto no ha
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sido determinado. Las fosfatasas PP2As son proteinas heterotriméricas que
consisten de varias subunidades: una catalitica (C), una de andamiaje/reguladora
(A) y una reguladora adicional (B). Estas fosfatasas regulan procesos celulares
como la transcripcion, la traduccion, el ciclo celular, el metabolismo y la apoptosis
en la mayoria de las células. El genoma de Arabidopsis codifica para 5 subunidades
C, 3Ay 17B, generando un total de 255 posibles holoenzimas (Kerk et al. 2002). En
los animales, las subunidades B modulan la localizacién subcelular, la especificidad
del sustrato y la actividad de las holoenzimas (Gallego y Virshup 2005). Mientras
gue las subunidades A y C estan altamente conservadas entre los eucariotes, las
subunidades B son diversas, hecho que es consistente con su funcién reguladora
(Luan 2003).

En Arabidopsis, las PP2As desempeiian papeles esenciales en el desarrollo y la
transduccion de sefales. Ha sido reportado que las fosfatasas PP2A participan en
la modulacion del PAT, antagonizando el efecto de la proteinas cinasa PINOID
(PID) (proteina cinasa de las proteinas PIN), WAG1, y WAG2 sobre el estado de
fosforilacion de las proteinas PIN (Michniewicz et al. 2007, Dhonukshe et al. 2010,
Huang et al. 2010, Zhang et al. 2010). La mutacién en la subunidad de andamiaje
Al rcnl” (root curl in naphthyl phthalamic acid (NPA)) genera plantas con un
elevado transporte basipetalo de auxinas en hipocotilos y raices (Rashote et al.
2001). Ademas de la hipersensibilidad de la raiz primaria al estrés osmotico
(Blakeslee et al. 2008), estds mutantes presentan una reduccion de
aproximadamente el 50% en la actividad de PP2A (Deruere et al. 1999). Estos datos
y los anteriormente descritos sugieren una regulacién cruzada entre las cinasas S6K
y las fosfatasas PP2A en respuesta al estrés osmotico, debido a que estas dltimas
modulan el TPA y a su vez, la via TOR-S6K es regulada de forma positiva por
auxinas (Beltran-Pefia et al. 2002, Turck et al. 2004).
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3.7El acido fosfatidico como un intermediario en las respuestas al estrés y la

modulacién de la actividad de la via TOR-S6K

Los mecanismos celulares por los cuales las plantas responden al estrés osmotico
son diversos e incluyen la regulacion de la expresion de transportadores, la
modulacion de los componentes de la sefalizacién y los reguladores epigenéticos
(Apse et al. 1999; Zhu. 2002; Chinnusamy y Zhu. 2009). La modificacion de los lipidos
de las membranas producen varios segundos mensajeros como el acido fosfatidico
(PA por sus siglas en inglés), fosfoinositidos, inositol polifosfatos entre otros (Wang et
al. 2004, Bargmann y Munnik 2006, Boss et al. 2009). El PA es producido en células
vegetales como en células animales a través de la hidrolisis de fosfolipidos catalizada
por la fosfolipasa D (PLD) (Munnik et al. 1998). Diferentes PLDs poseen funciones
redundantes y Unicas en la mediacion del crecimiento y desarrollo vegetal durante el
estrés cronico, a través de diferentes eventos celulares y moleculares. La PLD es
activada durante el estrés hiperosmotico en Arabidopsis generando PA (Zhu 2002,
Bray 2004). Se ha demostrado que el PA producido por PLD activa la sefializacion de
TOR en mamiferos (Fang et al. 2001); recientemente se reporté que las auxinas y la
insulina median sus efectos a través de la produccién del PA en coledptilos de maiz
(Buentello-Volante et al. 2010). En este sentido, PLDC2 regula el trafico vesicular y es
requerida en la mediacion de la respuesta a auxinas, la sobreexpresion de dicha
fosfolipasa estimula el reciclamiento vesicular y el transporte de auxinas en las células
de la zona de transicion (Mancuso et al. 2007). Ademas también se ha demostrado
gue la PLDa3 contribuye a la produccion basal de PA y que dicho intermediario
participa en la modulacion de la actividad de la via TOR-S6K durante el estrés
osmoético como sucede en mamiferos (Hong et al. 2008). Sin embargo, se desconoce

a qué nivel se lleva a cabo dicha modulacién.
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3.8JUSTIFICACION

Las plantas como organismos sésiles deben de ser capaces de adaptarse a los
cambios en la intensidad de luz, temperatura y otros factores abidticos como la
elevada salinidad en el suelo y la baja disponibilidad de agua. Bajo condiciones
naturales, el estrés osmotico es producido por una elevada salinidad, sequia o
congelamiento del suelo. Durante la exposicién al estrés osmético, las plantas exhiben
un amplio rango de respuestas a nivel molecular, celular y en la planta completa.
Estas respuestas incluyen cambios morfolégicos y del desarrollo como la modulacion
del ciclo de vida, inhibicibn del crecimiento del brote y del sistema radicular,
modulacion del transporte idnico (la toma, la expulsion y el acomplejamiento de iones)
y cambios metabdlicos que implican la regulacion del metabolismo del carbono, y la
produccion de moléculas osmoprotectoras. Algunos de estos efectos son
desencadenados por las respuestas primarias al estrés osmoético, mientras que otros
son originados como respuestas secundarias a dicho estrés. La respuesta
morfogenética inducida por estrés (SIMR), engloba aspectos de respuesta primaria
asi como de respuesta secundaria, debido a que durante el estrés osmaotico se regula
la arquitectura del sistema radicular (dicha modulacion esta fisiologicamente ligada a
la regulacion de la homeodstasis de auxinas), la cual a su vez se ha demostrado
también es modulada por la produccion de PA via PLD, asi mismo, el PA puede
afectar el estado de activacion de la via de transduccion de sefiales TOR-S6K.
Durante el estrés osmdtico, el crecimiento y desarrollo del sistema radicular es
afectado, y debido a que la via de transduccién de sefiales TOR-S6K ha sido
considerada como la via maestra de regulacion del crecimiento asi como un
integrador de las respuestas a estrés en eucariontes es posible que exista
comunicacién cruzada entre la via de transduccion de sefiales desencadenada por el
estrés osmoético y la de TOR-S6K, por lo que dicha interaccion puede ser disectada
combinando aproximaciones genéticas y farmacolégicas asi como estudios

bioquimicos y fisiol6gicos en Arabidopsis thaliana.
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IV HIPOTESIS

La regulacion de la actividad de las proteinas S6K y PP2A contribuye en la
modulacion de la arquitectura del sistema radicular en respuesta al estrés osmotico en

Arabidopsis thaliana.
V OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Analizar el papel de las proteinas S6K y PP2A de Arabidopsis thaliana en la

mediacion de las respuestas al estrés osmatico.
5.2 Objetivos especificos
1.- Analizar los efectos morfogenéticos inducidos por el NaCl en plantulas silvestres.

2.- Determinar cual es la participacion de las auxinas en la respuesta morfogenética

inducida por NaCl.

3.- Medir la actividad de PP2A en condiciones de estrés osmotico en plantulas
silvestres.

4.- Analizar los efectos morfogenéticos inducidos por el NaCl en plantulas mutantes
s6k1l y s6k2 de Arabidopsis thaliana.

5.- Determinar los niveles del acido fosfatidico en condiciones de estrés en plantulas
de Arabidopsis thaliana silvestre, s6k1 y s6k2.

12
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PP2A mediates lateral root development under NaCl-induced osmotic

stressthroughout auxin redistribution in Arabidopsis thaliana
Plant and Soil DOI 10.1007/s11104-02-1540-9

VI.1.a) Resumen

El desarrollo de las raices laterales es regulado por programas
modulados por fitohormonas, de entre las cuales las auxinas juegan un
papel esencial en la regulacién de la organogénesis. Las auxinas son
sintetizadas y almacenadas en los tejidos aéreos y son distribuidas
hacia la punta de la raiz primaria mediante el transporte acropetalo.
Posteriormente son distribuidas mediante el transporte basipetalo en un
proceso célula-célula desencadenando la division asimétrica de las
células del polo del xilema los cuales daran origen a las raices laterales.
Los niveles de auxinas pueden ser modulados en respuesta a
diferentes condiciones como estrés, regulando asi la arquitectura del
sistema radicular (ASR) a través del crecimiento de la raiz primaria y el
desarrollo de raices laterales. En el presente trabajo se observo que el
estrés salino inhibe el crecimiento de la raiz primaria y estimula el
desarrollo de raices laterales de manera dosis dependiente y se
encontré6 que dicho proceso es regulado mediante el transporte.
Adicionalmente una reduccién del 50% de actividad de proteina
fosfatasa tipo 2A (PP2A) fue asociada al estrés salino, mientras que la
adicion del inhibidor de PP2A (acido okadaico) al medio con el estrés
present6 efectos aditivos sobre el fenotipo de respuesta al estrés salino.
Estos datos sugieren que PP2A actia como un regulador positivo en la

modulacion de la ASR durante el estrés salino.
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intensity, emperature, soil texture, and other abictle
factors such as high salinity and low water availability
(Vickers et al. 2009). Significant changes in enviren-
mental water potentials can impose asmotic stress, Ln-
deic natwal conditions, high salinity and drought ate the
major causes of osmotic swess (Xiong ead Zha 2002).
Plants respond fo osmutic stress by modulating gene
expression, cellular metabolism, and growth pattems.
Chenges in plavt growth and development in response
to psmotic stress ave characterized by reduced foliar axea
and rool sysiem archilechwe remodeling (Kerk et al.
2002) fprincipal Tont growth shortening and increased
lateral voots (LR) development) (Xiong and Zhu 2002).
Auwkin plays an important role in modulating RSA and
during root system development; the establishment of
auxin pradients with therr maxima at the plant tips is
essential for proper lateral root primordia (LRP) devel-
opment (Wang ¢t al. 2009). The modulation of cellular
responses to external cues requires coordinated sontol
of protein kinases and phusphatases o complet the
circyit. Multiple complexes contain both sighaling
enzymes, which are important in the regulation and
specificity of the signal transduction pathways. PINOID
protein (FID) is a Ser-Thr kinase that medirtes asym-
metrical localization of the membrane-associated
PINFORMED (PIN) family of muxint anspoit facilita-
tors, PIN proteins mediate the polar efflux of aux-
ins from cells, and their localization determines tha
direction of loeal inwacellular auxin transpert
{(Wisniewska et al. 2006). PIN |ocalization can be
modulated by different cees and its localization
depends on its phosphorylation state (Frim! et al.
2004), PIDY is regrujted w phosphelipid-entiched mem-
brne fractions @ activated by phosphatidyl-dependent
kinase | (PDK1), initiating a signal cascade that leads to
membrane localization of a polar auxin wansport (PAT)
complex, thus modulating RSA (Zegzouti et al. JOU6).
An antiagonistic 1ole must be filled in such modulation;
in this senss, PP2AS we the prmeipal Ser/Thy protein
phosphatases that regulate many cellular processes, in-
cluding transcripfion, translation, cell cycle regulation,
metabalism, and apoposis in most cells (Kerk et al.
2002), These profeins are soonger candidates to convey
the link that twms signal wansduction pathways on and
off in plant growth modulation. PP2As are heleroirimeric
proteins composed of & catalytic subunit (PP2A-C), scaf-
fold subunit (PP2A-A), and regulatory subunit (PP2A-
B). The Arbidopsis genome eteodes § C subunits, 3 A
subunits, and 17 B subunits that can combine o up to

) Springer

255 PP2A holvenzymes (Kerk et al. 2002). PP2As
wmediate PAT, rend (oot cw] in naphthylphthalamic
acid [NPA], which encode n PPRA-A subunit) mutants
exhibit pronowwed roat cwrling itn the presence of
NPA, ap suxin ransport inhibitor, and have shown
incteased sensilivity to this compound {Garbers et al.
1995). Moreover, PF2A antaponizes PIN phosphory-
lation by PID (Michniewicz et al. 2007). Additonalty,
rend moutants were hypersensitive 10 osmotlic stress
(Blakeslee et al, 2008).

There is searce knowledge ahout the regulatory
fimetions of PP2ZA-B and PP2ZA-C subunits in Arabi-
dopsis. However, some have suggested roles for
PPZAs in plant osmwotic stress responses. For instance,
all catalytic subunits are upregulated m response to
high salinity in rice (Yu et at. 201{; Yu et al. 2005) and
petato (Pais et al. 2009) leaves. However, no evidence
has been generated about the functional role of PP2As
i the osmotic stress respensé in roots. Given the key
role of the root system in mediating osmotic stress
responses, we explored the role of PP2A in the mod-
ulation of RSA and its relationship with PAT and
lateral root development in response to NaCl-induced
osmotic stress, Using a pharmacological approach, we
found that PPZA activity in roots was reduced by
>50 % during osmotic stress. This result comelates
with the primary root shortening and increased taeral
teot development induced by NaCl and is mediated by
mereased PAT. The stress-mediated effects, as well as
PAT, Inereased with Okadaic acid, a PP2ZA inhibitor,
These data supgest PP2A activity positively regulates
salt stress responses shrough PAT medulation and
auxin vedistribution.

Materials and methods
Plamt material and growth conditions

Arabidopsis (drabidopsis thalinna Col-0) and the
ansgenic Arsbidopsis line DRI :uid4 (Ulmasoy et
al. 1997) were used for all experiments. Sceds were
surfuee-disinfecied with absolute ethunol for 5 min
and with a disinfectant solution (sodium hypochlorite
5% and S8 1 %4) for 5 min, After washing 5 times in
sterile deionized water and 3 days of stratification at
4°C, seeds were germinated and grown on agar plates
containing 0.2¥ Murashige and Skoog medium
{Murashige and Skoog 1962), (MS basal salt mixture,
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Sizma), supplemiented with 0.6 %5 (wev) sucrose (LISB],
1 % {wiv) phytoagar (Sigma) at pH 7.0 (0.9 ¢L7" M8
basal salt mixture, (0.2 MS) Four diys after geomination
(Chuistersen et al. 2000), the scedlings were wrans{erred
to ME medium with the following formulations: Nag'l
(30, 75100 00 125 mb g 1 v A-T-nuphthy phihalamic
acid (NPA, Chem Seevice) alone o in combination with
100 M Nl 00T udd oe-Nuphthaleneacetic acid
(NAA, Sigma) alote or in combination with 100 min
Mat('l: und 1M okacduic acid (OA, Sigma) slone or in
combinution with 100 mM NuC’l. Plates were placed
vertically at an angle ol =637t allow oot growth along
the agar surface under a photopenriod of 16 h light ind 8 h

thackness at 21 L1 70, using @ plant growth chamber

{Lummste]ll TOP-33). Transterred seedlings were grown
for ¥ days after mansterence (dut) and RSA or GUS
activity were eviluated.

Root analysis

Radical system observation from .4 thafiana seedlings
wis performed with u stereomicroscope {Luxeo 4-D,
Labomed). Primary root length was measured using a
ruler and LRs emeremyg fom primary roots i1 wild-
type and transgenic seedlings were observed with
47 zoom, and the total root nutuber from cach seedling
wids counted.

Histological analysis

In order 10 analyze GUS activity in the Arabidopsis
DRI uidd transpenie line, scedlings from cach weat-
ment group were ncubated 4 hoat 37 70 in reaction
butfer (1,124 mM 3-Bromo-4-chlore-3-mdolvl- 3-b-
glucuronide [X-Glue]) i1 200 mM sodium phosphate
pH 7.1 Seedlings with blue staining were chemically
treated for tissue clarificaton aceording to Malamy
atel Benfey (Malamy and Beofey 199710 At least 20
seedlings fom cach treatment were analyzed and a
representative plant from cach treatment was chosen
atud imaged using Nomarski optics on a Feica DMR
ll'I]ICt'l').‘sCI'JPC.

Developraental stage determination of latera] root
primoredis

Lateri] oot primondia (LRPY were coumed on day
& atter nansterence. Stained DRI widd tmunsgenic
seedlings were clewred to thcilitate visualization and

counting of LRP. Each LRP was classified according
w its developmental stage according o Malamy and
Benfey (1997).

Protein phosphatase 2A assay

Avabidopsis roots were ground in Hguid nitrogen and
huomogenized for 1 min in ice-cohl sample bulfer
(30 mM Tris=HCI pH 7.5, 17 mM EGTA, 71.02 %
(v:v1 -mercaptoethinol, and a protease inhibitor mix
[Amersham Diosciences]). Cell debris was removed
by centrifugation at 2000 ¢ fuor 10 min. The supet-
natant was centifuged ar TOGOMY ¢ oat 4 5C e 1 b,

ated protein phosphatase 2A activity was measared
using the Ser’Thr phosphatase assay systern { Promega)
according to the manuticturer’s mstructions. A calibra-
tion cwrve was generated usmy phosphate solutions and
had correlution coefticient of B = 0.97 (Fig. S1).
Protein quantification was perfornied by Bradiord assuy
{Bradiord 19706) (Quick Staut™ Bradtord Dyve Reagent,
Bio-Rad).

Data analysis

Prism 3 (Graphpad software, La Jolla, CA) was used
for all statistical analyses. Data were expressed as
means=SE of 40 measurements and were nalyvzed
by onc-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc
wlysis tor testing differences m growth mnd root
developmental responscs or by the Student’s #-test for
PP2A activity, Differences were considered significant

at o e 001

Results

Sait-induced osmotic stress moditics Avatidopsis
REA-modulating auxin transport

Iin order to analyze the effects of NaCl-induced osmon-
i stress o Avabidepsis ot wrchitecture, o wansfer-
enee systen was employed. Avabidopsis seeds were
placed and geeminated on plates with (127 MS media,
arown o 4 duys, and then wanstered 1o control and
stress media containing viious Nal'l cobuentrations
wied grown tor 8 days (Fig. 1) Primary root longitude
atid luteral root number and detsity were measured.
We observed Nu(l dose-dependemt shortening of pri-
nury root length (Fig, la 1) and mereased lateral root
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affected by salt reatiment, Alterations in auxin homeo-
stasis during salt-induced osmotic stress could be
explained mainly by ncreased muin sensittvity, auim
production, or PAT modulation, Lateral root density
increased under stress conditions and NPA almost
conpletely inhibited PAT, reducing lateral root dersi-
ty; when seedlings were grown on salt plus NPA,
lateral root density increased, indicating that osmotio
stress overcamse the inhibitory effect of NPA, (Fig. 3h)
and suggesting that the PAT modulation mechanism
mediates alterations to mmin homeostasis, Thus, an
increase in active auxin content was observed in the
vascular tissue ol primary roots From seedlings grown
in osmotic stress (Figs. 2K, 4n), which is reduced by
NPA (Fig. 4r). NPA tends to reduce LRP number
increased by osmotic stress (Fig. 5a), supgesting that
de novo LRP development induced by salt is mediated
by incteasod auxin transport. LRE was similar be-
tween control and osmotic conditiens (Fig. 3k, E),
indicating this process is not affected by osmotic
stress. Moreover, NPA addition to control of stress
media dimitished LRE and, with dual weatment, pri-
mordia in late devalopmental stages (V, VI, and VII)
were absent, but were prasent under stress (Fig. 5by,
providing additional evidence that salt-induced osmotic
stress increases lateral root density and RSA through
madulation of PAT. SIMR indwed by osmotic stress
otiginated by modulation of PAT miggering LRP devel-
opmant; this assumption is consistent with the wirk of
Zolla etal, (2010), who observed that LR proliferation is
mediated by salt stress, promoting auxin accumulation
mn developing LRPs.

PP2A activity snd salt-induced SIMR.

We have demnonstrate thiat PAT has a key role in salt-
nducad SIMR; iix this sense, the Arabidopsis auxin
efflux carrier PIN2, which is distributed asymmetrically
within cells, plays an impottant roie in regulating basip-
etal auxin transport (Ottenschlager et al, 2003). More-
over, auxin redistibution is dependent of PIN2 protemn
tevels and lpcalization (Paciorek et al. 2005; Wisniewska
et al, 2006). Localiztion of PIN proteins is regulated by
phosphory lation by the serine/threanine kinase PENQID,
which phosphorylates FIN proteins and leads 10 prefer-
ential apical PIN localization (Benjamins et al. 2001;
Cheistensen & al. 2000), while teversible phosphoryla-
tion driven by PP2A tenders hypophosphorylated PIN
foems and induces hasal PIN localization {(Michntewicz

) springer

et al. 2007), Modulation of RSA during salt-induced
psmotic sttess was dependent of auxin redistribntion;
fisr this reason, we determined the PP2A activity in roots
from stressed seedlings, finding a reduction of 60 %
(Fig. ). Arabidopsis #enl™, which encodes subunit A
of PP2A, showed increased stress sensitivity (Blakeslee
et &l 200B), suggesting PP2A activity is required for
strass tolerance. Additienally, rend™” mutants have
shown an increased basipetel auxin trapspert in hypoco-
tyls and roots (Rashotte =t &l 2001), which corelates
with PP2A activity level inthe mutant line (approximate-
ly 50 %) (Doruere ot al, 1999), Together, these data
suppart the hypothesis that FP2A activity is negatively
regulated during osmotic stress; this regulation incroases
PAT, which, In tum, induces lateral root development. To
establish a connection between PP2A activity and RSA
modulation induced by osmotie stress, we evaluated the
effects of the PP2A inhibitor OA a1 a concentration
(1 uM) that specifically inhibits the protein phosphatase
type 2A (Rojo et al. 1998). At this concenteation, OA
does not have effects on RSA (Fig, Tb), which could be
explamed by the fact that OA 1 nM was caleulated to
inhihit 50 % PP2A activity in cell exwacts (Rojo et al
{998); thus, hence higher doses may be required to
produce plant responses simtilar thase of osinotie siress
conditions (Dersere et al. 1999}, We also observed an
OA additive affect on primaty root shortening and incre-
metd {n lateral root density from seedlings with OA
added to the stress media (Tig. 7d). PAT also increased
in the lateral and primary root of seedlings trested with
salt plus OA (Fig. Bh, 1). These data reinforce pur hy-
pothesia for the role of PP2A activity during sali stress,
indicating that cross-talk between auin and satt-induced
osmotic stress signaling modulates LR development
processes via the PP2A-dependent spatiotemporal accu-
oulition and distribution of auxins.
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6.2 CAPITULO Il “Las proteinas S6Ks de Arabidopsis thaliana modulan el
desarrollo de raices laterales en respuesta al estrés osmotico a través de la

regulacién diferencial de la produccion del acido fosfatidico”
Chavez-Avilés Mauricio Nahuam y Reyes de la Cruz Homero.

Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas. Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo. Edificio B-3. Morelia, Mich., México. C.P. 58030 Tel-Fax. (443) 326-
57-88 Ext 115

6.2.1 Resumen

Las membranas celulares juegan un papel importante en la percepciéon del estrés y en
la modulacion de las vias de transduccion de sefiales. Avances recientes indican que
los lipidos de membrana son una fuente rica en segundos mensajeros en respuesta a
estrés en las plantas. El 4cido fosfatidico (PA por sus siglas en inglés) desempefia un
papel importante en la modulacién de la arquitectura del sistema radicular (ASR) en
condiciones de estrés osmoético, el cual es originado por la modulacion de la
homedstasis de auxinas, generando el fenotipo de la ASR, caracterizado por la
disminucién del crecimiento de la raiz primaria (RP) y un incremento en el desarrollo de
raices laterales (RLs), el cual es dependiente de la produccion del PA. Adicionalmente,
el PA ha sido implicado en la modulacion de la via de transduccién de sefales TOR-
S6K, la cual regula el crecimiento y desarrollo. En el presente trabajo, observamos que
el estrés osmotico inducido por NaCl inhibe el crecimiento de la RP y promueve el
desarrollo de RLs de manera dosis-dependiente. Se observé que en condiciones de
estrés en las raices se incrementan 2 y 6 veces respectivamente, los niveles de
transcritos de S6K1 y S6K2. Las mutantes en s6kl y s6k2 mostraron un fenotipo de
tolerancia al acortamiento de la RP con un crecimiento adicional del 18 y 23%
respectivamente, con respecto a la linea silvestre y una disminucién del desarrollo de
RLs. Se observo que la ASR es modulada a traves de la regulacion del transporte polar
de auxinas (TPA). Interesantemente, se encontro que la produccion de PA en las lineas

mutantes estd aumentada en condiciones basales y que es diferencialmente modulada
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en respuesta al estrés osmoético. Estos datos sugieren que las cinasas S6Ks podrian

regular positivamente las respuestas al estrés.
6.2.2 Abstract

Cell membranes play key roles in stress perception and signal transduction modulation.
Recent results indicate that membrane lipids are rich sources for second messengers in
plant responses to stress. Phosphatidic acid (PA) have a key role in the modulation of
the root system architecture (RSA) in osmotic stress condition. RSA modulation in
response to diverse stimuli plays a decisive role in plant adaptation process to stress
conditions, in which RSA is characterized by a primary root (PR) shortening (by
inhibition of root elongation) and increasing lateral root number (RLs), which is
originated by auxin homeostasis regulation in a PA dependent way. Additionally, PA has
been implicated in the modulation of TOR-S6K signal pathway, which regulates plant
growth and development. In this work we observed that salt stress inhibit primary root
growth and promote LR development in a dose dependent way. An increase in S6K1
and S6K2 transcript levels (2 and 6 fold respectively) was observed in roots from
stressed seedlings. Additionally, s6kl and s6k2 insertional mutant lines shown
tolerance to the effects triggered by the osmotic stress condition, reflected as a PR
growth increased 18 and 23% respectively and a diminished RLs number compared
with the control line. Moreover, the RSA modulation in response to osmotic stress was
originated by modulating the polar auxin transport (PAT). Interestingly, alterations in PA
production were observed in the mutant lines. Together this data suggest that S6K

proteins could positively regulate osmotic stress responses.
6.2.3 INTRODUCCION

Las plantas como organismos sésiles necesitan ajustar su crecimiento y desarrollo en
respuesta a las sefiales ambientales, hormonales y nutricionales. La percepcion y
transduccion de esta informacion es esencial para la supervivencia (Robert y Offringa
2008). En la naturaleza, el estrés osmotico es representado por una elevada salinidad
en el suelo (Vickers et al. 2009); en este tipo de estrés ocurren cambios morfolégicos

caracteristicos como la disminucion del area foliar y la modulacion del sistema
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radicular, entre otros (Xiong y Zhu 2002). Las auxinas juegan un papel central en el
crecimiento y desarrollo vegetal (Woodward 2005) y las respuestas a estas en
diversos procesos del desarrollo pueden ser reguladas a tres niveles: mediante el
metabolismo, el transporte direccional y mediante la via de transduccion de sefiales
(Chapman y Estelle 2009; Petrasek y Friml 2009; Zhao 2010; Ludwig-Muller 2011). El
estrés salino, disminuye el crecimiento de la raiz primaria a través de la inhibicion de
la elongacion y la divisién celular, lo que resulta en la pérdida del meristemo apical
radicular (RAM por sus siglas en inglés) (West 2004). Sin embargo, el efecto del
estrés salino sobre el desarrollo de las raices laterales es controversial debido a
gue se ha descrito la estimulacion e inhibicion de la emergencia y el crecimiento de
raices laterales a través de la modulaciéon del transporte polar de auxinas (TPA)
en Arabidopsis (West 2004; Wang et al. 2009; Zolla et al. 2010; Zhao et al.
2011). Otro de los mecanismos por los cuales las plantas responden al estrés es
mediante la modulacion de las vias de transduccidon de sefales. Por ejemplo, se ha
reportado que en coledptilos de maiz, las auxinas median sus efectos a través de la
produccion del acido fosfatidico (PA por sus siglas en inglés) (Buentello Volante et al.
2010). El PA es producido en células vegetales de la raiz a través de la hidrdlisis de
fosfolipidos como la fosfatidilcolina, catalizada por la fosfolipasa D (PLD), como en
células animales, la cual es activada durante el estrés hiperosmatico en Arabidopsis
generando PA (Munnik et al. 1998). La PLD(2 regula el trafico vesicular y es requerida
en la mediacion de la respuesta a auxinas. La sobreexpresion de PLD(2 estimula el
reciclamiento vesicular y el transporte de auxinas en las células de la zona de
transicion de la RP (Mancuso et al. 2007). Adicionalmente, se ha reportado que el PA
producido a través de la PLD activa la via de sefializacion de TOR-S6K en mamiferos,
la cual a su vez regula la sintesis de proteinas, el crecimiento celular y las respuestas
a estrés (Fang et al. 2001). TOR juega un papel importante en el crecimiento celular y
en la regulacion del desarrollo, asi como en el estrés hiperosmotico en Arabidopsis,
(Menand et al. 2002; Mahfouz 2006). También se ha observado que la PLDa3
contribuye a la produccion basal de PA en Arabidopsis, y que las mutantes plda3
muestran un mayor grado de sensibilidad al estrés salino el cual correlaciona con el

estado de fosforilacion de la proteina S6K en respuesta al estrés hiperosmaotico (Hong
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et al. 2008). Ademas el nivel de expresion de S6K1 y S6K2 es incrementado durante
el estrés salino (Mizoguchi et al. 1995). Debido a la importancia de la modulacion del
sistema radicular en la respuesta al estrés osmoético, seria interesante determinar el
papel de las proteinas S6K y su posible interaccién con la produccion de PA durante
este tipo de estrés. Para responder esta pregunta se llevaron a cabo estrategias
farmacoldgicas, genéticas y bioquimicas. Se realizO una curva dosis-respuesta al
NaCl, en donde se encontr6 que a 100 mM NacCl, existe una disminucién del
crecimiento de la raiz primaria y un incremento en la densidad de raices laterales, y
se observo que dicho proceso fué regulado por la modulacién del TPA. Se determind
gue en raices de plantulas estresadas con 100 mM NaCl hay un incremento en los
niveles de expresion de S6K1 y S6K2 de 2 y 6 veces respectivamente.
Adicionalmente, plantulas mutantes sencillas en s6kl y s6k2 mostraron tolerancia a
los efectos inducidos por el estrés osmdtico reflejado por un incremento del
crecimiento de la raiz primaria del 18 y 23% respectivamente a 100 mM NaCl y una
tolerancia a la induccion de raices laterales. Debido a que el PA participa en la
mediacidon de las respuestas al estrés osmaético y es capaz de modular la activacion
de la via de TOR-S6K, este fue determinado. Se observé que la produccion del PA se
incrementa hasta 2.37 veces en las raices de plantulas silvestres estresadas con 100
mM NaCl, mientras que en la condicion control ambas mutantes mostraron un
incremento de 2.13 veces. Sin embargo, en condiciones de estrés osmotico el nivel
de produccién de PA en la mutante s6kl fué similar a los niveles de PA de la linea Wt.
Interesantemente, el nivel de produccién de PA en la mutante s6k2 en respuesta al
estrés osmoético disminuyé un 50% con respecto a la produccion en condiciones
control. Estos datos indican que la actividad cinasa codificada por dichos genes
regula positivamente la respuesta al estrés osmotico probablemente a través de la
regulacion diferencial de la produccion del PA y que la S6K2 podria ser el principal

regulador en este proceso.
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6.2.4 MATERIALES Y METODOS
6.2.4.1 Caracterizacion de las mutantes knockout en  s6kly s6k2

Lineas mutantes insercionales T-DNA en s6k1 y s6k2 fueron obtenidas de la coleccion
SALK de Arabidopsis thaliana (SALK 113295 y SALK 013331 o SALK039937,
respectivamente). Para identificar las mutantes en s6kl y s6k2 se buscaron alelos
insercionales de cada locus entre las lineas de T-DNA. Las lineas insercionales T-DNA
homécigas para S6K1 y S6K2 se identificaron mediante PCR usando los oligos
especificos para S6K1: LP 5-TTTGCATGATGTAAAATTAACTTACG-3' y RP 5'-
AAAGGACATGATAAGGCTGCC-3; para S6K2-039937: LP 5;-
TCTGTATCGATTTTTCCCGTG-3' y RP 5-TTTCAGGTGCCATATACTCCG-3' o
S6K2-01331: LP 5 -TCCGATGAAGGAATGATTGAG-3’ y RP 5-
ATGCTGAATACATGAAAGCCG-3° ademas de los oligos LBbl1.3 FW 5-
CGAAATCGGCAAAATCCCTTA-3' y LBb1.3 RV 5-CACTGGCCGTCGTTTTACAACG-
3’ para amplificar el T-DNA. Se realiz6 la extraccion de DNA con la técnica del TRIzol®
de acuerdo a las recomendaciones del proveedor. La PCR se llevd a cabo bajo las
siguientes condiciones: un ciclo de 95T/2 minutos, después a 35 ciclos de
amplificacion bajo las siguientes condiciones: 95T /30 segundos (desnaturalizacion),
60C/30 segundos (alineamiento), 72<C/1 minutos (po limerizacién) y un ciclo final de
72%C/5 minutos con el kit de GoTaq®DNA Polimerasa (Promega), de acuerdo a las
especificaciones del proveedor. Los ciclos de amplificacion se realizaron en el
termociclador Px2 ThermalCycler de Thermo electron corporation. Se corrid una
electroforesis del producto de PCR para verificar los tamafios de los productos. Una
vez realizada la genotipificacion de las mutantes se determind la presencia o ausencia
de los transcritos de S6K1 y S6K2 empleando el RNA extraido mediante la técnica del

TRIzol® de acuerdo a las recomendaciones del proveedor, empleando los oligos

ATPK1FW 5'-GGTGCGTTTGGGAAAGTCTACCAGGTG-3', ATPK1RV 5'-
GTGGCTTTCCTGTGAGCATCTC-3 y ATPK2AtFW S
CTTCCAGCTCTATCACCAAGGGC-3,, ATPK2AtRV 5'-

GCATCAGAGTTGGGACTACTTGCTGG-3, empleando el kit SuperScript®lll One Step
RT-PCR with Platinum®Taq (Invitrogen). La RT-PCR se realizé bajo las siguientes
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condiciones: sintesis de cDNA, un ciclo 60 °C durante 30 min, desnaturalizacion, un
ciclo a 94 € durante 2 minutos, 35 ciclos de amplificacion, como se describe a
continuacion: desnaturalizacion a 94C durante 15 segundos, alineamiento a 60C
durante 45 segundos y una extension a 68T durante 45 segundos, un ciclo a 68T
durante 5 minutos. Los productos de PCR o RT-PCR fueron visualizados por tincion
con Gel-Red (Norgen) sobre un gel de agarosa al 1.2% después del corrimiento

electroforético.
6.2.4.2 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se emplearon semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia Col-O, de la linea
transgénica DR5::uidA (Ulmasov et al. 1997) y de las lineas mutantes insercionales en
los alelos de s6k1™ (113295) and s6k2” (039937). Las semillas fueron desinfectadas
superficialmente con 95% de etanol (v/iv) por 5 minutos y con una solucion
desinfectante (hipoclorito de sodio al 5% y SDS 10%) durante 5 minutos, se lavaron 5
veces con agua destilada y se vernalizaron por 2 dias a 4C. Las semillas fueron
germinadas y crecidas en cajas petri con medio Murashige-Skoog 0.2X (Murashige y
Skoog 1962) (MS basal salt mixture, Sigma), adicionado con 0.6% (p/v) de sacarosa
(USB), pH 7 con 1% (p/v) de fitoagar (Sigma). Cuatro dias después de la germinacion
(ddg) (Christensen et al. 2000), las plantulas fueron transferidas al medio MS 0.2X
adicionado con las siguientes formulaciones: 0, 50, 75 100 6 125 mM NacCl. Las placas
fueron incubadas en una camara de crecimiento para plantas (Lumistell ICP-55) y
fueron colocadas verticalmente a un angulo de ~65° para permitir el crecimiento a lo
largo de la superficie del medio bajo un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h obscuridad a 21
C. Las plantulas transferidas fueron crecidas durante 8 dias después de la
transferencia (ddt) y el sistema de la arquitectura radicular, la actividad de la B-
glucoronidasa (GUS), los niveles de expresion de S6K1 y S6K2 o la produccién de PA

fueron evaluados.
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6.2.4.3 Andlisis de la arquitectura del sistema radicular

El analisis de la arquitectura sistema radicular de las plantulas de Arabidopsis thaliana
se realizo empleando un estereoscopio (Luxeo 4-D, Labomed). Se evalud el numero de
raices laterales emergidas de la raiz primaria en las lineas silvestres y mutantes con el
aumento 4X obteniéndose el numero total de raices en cada plantula; la longitud de la
raiz primaria fue obtenida empleando una regla. Se midieron 15 plantulas de 3

experimentos independientes de crecimiento lado a lado.
6.2.4.4 Analisis histolégico

Para analizar la actividad de GUS en la linea transgénica de ArabidopsisDR5::uidA, las
plantulas de cada tratamiento fueron incubadas 4 h a 37 T en el amortiguador de
reaccion [1.124 mM 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-B-D-glucoronido (X-Gluc) en 200 mM de
amortiguador de fosfatos pH 7.0]. Las plantulas con la coloracién caracteristica fueron
sometidas a un tratamiento quimico para realizar el clareo de tejidos de acuerdo a
Malamy y Benfey (1997). Al menos 20 plantulas de cada tratamiento fueron analizadas,
y plantulas representativas fueron seleccionadas y fotografiadas empleando la
microscopia de Nomarski en un microscopio Leica DMR.

6.2.4.5 Determinacion de los niveles de expresion de los transcritos de S6K1 y

S6K2 en condiciones de estrés osmotico

Para determinar los niveles de expresion, el RNA total fue extraido mediante la técnica
de Trizol® a partir de las raices de plantulas crecidas en condiciones control y en estrés
osmotico (100 mM NacCl). EI DNA fue removido del RNA total mediante la digestién con
DNasa libre de RNasa de acuerdo a las indicaciones del proveedor (Invitrogen). EIl RNA
fue empleado como molde para llevar a cabo el RT-PCR con el kit Super Script® Il
One Step RT-PCR with Platinum® Taq (Invitrogen). El nivel de expresion de S6K1 y
S6K2 fue normalizado con respecto al de UBQ5, mediante un analisis densitométrico
empleando el programa ImageJ (Schneider 2012). Para llevar a cabo la amplificacién
de los transcritos S6K1 y S6K2 se emplearon las parejas de oligos ATPK1FW,
ATPK1RV Yy ATPK2AtFW, ATPK2AtRV; antes descritos, y para la UBQ5 se usaron los
oligos UBQS5FW 5-CTTGAAGAC
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GGCCGTACCCTC-3' y UBQ5RV 5-CGCTGAACCTTTCCAGATCCATCG-3'. La RT-
PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones: sintesis de cDNA, un ciclo a 60 °C
durante 30 min, desnaturalizacion un ciclo a 94C durante 2 minutos, 35 ciclos de
amplificacion, como se describe a continuacion: desnaturalizacion a 94T durante 15
segundos, alineamiento a 60T durante 45 segundos y una extension a 68C durante

45 segundos, un ciclo a 68T durante 5 minutos.
6.2.4.6 Extraccion de lipidos y determinacion de acido fosfatidico

La extraccion de lipidos fue realizada de acuerdo a Devaiah (Devaiah et al. 2006).
Brevemente, las raices de plantulas crecidas en condiciones control y de estrés (100
mM NaCl) fueron separadas del follaje e inmediatamente se sumergieron en 1.5 mL de
isopropanol al 75% adicionado con 0.01% de guaiacol (SIGMA) durante 15 min,
después se agregaron 1.5 mL de cloroformo y 0.6mL de agua y se incubaron con
agitacion por 1 h. Posteriormente, el solvente fue transferido a un tubo limpio. Las
raices fueron re-extraidas con una solucion cloroformo:metanol (2:1) cinco veces con
agitacion constante durante 30 min cada una; los extractos fueron combinados y
lavados con 1 M KCI, seguido de otro lavado con agua. El solvente fue evaporado
mediante calor hasta sequedad, los lipidos se disolvieron con 2.5 mL de una solucién
10 mM Triton X-100 mediante sonicacién. Del tejido remanente se obtuvo el peso seco
a 50 € hasta peso constante. Se determind la concentracion del PA
espectrofotométricamente de acuerdo a Dippe y Ulbrich-Hofmann (Dippe y Ulbrich-
Hofmann 2009). Donde, 40 uL del extracto fueron mezclados con 40 pL de 200 mM
Mes/NaOH (pH 5.6) y 120 mM CacCl,. Posteriormente se afiadieron 200 pL de FeSal (1
mM FeCI3 y 6 mM de salicilato de sodio disueltos en 500 mM HCOOH/NaOH, pH 4.0).
La mezcla se incubd por 5 min y se midio la absorbancia a 490 nM. Se realizé una
curva de calibracion empleando el estandar 3-sn-phosphatidic acid sodium salt from

egg yolk lectin (SIGMA) con un grado de correlacién de R?=0.989.
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6.2.5 RESULTADOS

6.2.5.1 El estrés osmoético inducido por NaCl estimula la arquitectura de | sistema

radicular de Arabidopsis.

Para determinar el efecto del estrés osmatico inducido por NaCl sobre la arquitectura
del sistema radicular, se emple6 un sistema de transferencia. Las semillas de
Arabidopsis fueron sembradas y germinadas en medio MS 0.2X, se crecieron durante 4
dias (ddg) y a este tiempo fueron transferidas a los medios control o suplementados
con concentraciones crecientes de NaCl permitiendo el crecimiento por 8 dias mas
(ddt) (Fig. 1). La longitud de la raiz primaria (LRP), el nimero de raices (NRL) asi como
la densidad de las raices laterales (DRL) fueron determinadas. En la fig. 1 podemos
observar el acortamiento de la raiz primaria de manera dosis-dependiente, asi como un
incremento en la DRL. Para determinar el mecanismo por el cual la ASR es modulada,
se eligio la concentracion de 100 mM NaCl para experimentos posteriores, debido a
gue a esta concentracion las plantulas mostraron la respuesta caracteristica al estrés

osmotico mientras que 125 mM NaCl comprometia el desarrollo de las mismas.
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Fig. 1 Efectos del estrés osmotico inducido por NaCl en el desarrollo de plantulas de Arabidopsis.

Semillas de Arabidopsis thaliana Col-0 fueron germinadas en medio MS0.2X y a los 4 ddg las plantulas
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fueron transferidas a medios control o adicionados con NaCl (a), longitud de la raiz primaria (b) densidad
de raices laterales (c). Las fotografias son representativas de cada tratamiento. Los datos mostrados en
b y ¢ son el promedio + EE, n=40. Diferentes letras representan tratamientos estadisticamente

significativos, Tukey a=0.01. El experimento fue realizado tres veces con resultados similares.

6.2.5.2 S6K1 y S6K2 median el desarrollo de raices laterales en respuesta al

estrés osmoético inducido por NacCl.

Como primera aproximacion para determinar el papel de las proteinas S6Ks de
Arabidopsis sobre la modulacion de la ASR en respuesta al estrés osmotico inducido
por el NaCl, se empleod el sistema de transferencia antes descrito. Las semillas fueron
sembradas y crecidas por 4ddg en medio MS 0.2X y posteriormente fueron transferidas
a medio control y uno suplementado con 100 mM NaCl. A los 8 ddt las raices de las
plantulas fueron separadas del follaje y congeladas con nitrégeno liquido, a partir de las
cuales se extrajo el RNA total para determinar los niveles de expresion de los
transcritos de S6K1 y S6K2 mediante RT-PCR de punto final. Como se puede observar
en la fig. 2 el estrés osmoético inducido por NaCl estimulé 2 y 6 veces la expresion de
los transcritos de S6K1 y S6K2, respectivamente. Estos datos sugirien que la actividad
cinasa codificada en dichos genes podria desempefiar un papel en la respuesta al

estrés osmatico.
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Fig. 2 Efecto del estrés osmético en la modulacion de los niveles de expresién de S6K1y S6K2. El

RNA total fue extraido de raices de plantulas de Arabidopsis thaliana Col-0 a los 8 ddt a condiciones
control o de estrés osmotico, para determinar los niveles de los transcritos de S6K1 y S6K2 en respuesta

al estrés. Los niveles de expresion fueron normalizados empleando los niveles de transcritos de UBQ5.
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a) Fotografia del corrimiento electroforético de los productos de RT-PCR de raices de A. thaliana Col-0
crecidas en condiciones control y 100 mM NacCl. b) Niveles de expresion relativos, las barras blancas
representan los niveles de expresion de S6K1 y las barras negras los niveles de S6K2. Los valores

mostrados en b son el promedio de dos experimentos independientes.

Para determinar el papel de la actividad de la S6K1 y la S6K2 en respuesta al estrés,
se analizaron mutantes en los genes codificantes s6kl y s6k2 (Material suplementario 1
y 2). Para lo cual se evalud el desarrollo de la ASR en respuesta al estrés de las lineas
mutantes, como se describié anteriormente. Las semillas mutantes knockout en s6k1,
s6k2, asi como del fondo genético de las lineas mutantes (Arabidopsis thaliana Col-0)
fueron crecidas lado a lado en medio MS 0.2X y a los 4 ddg fueron transferidas a
medios con concentraciones crecientes de NacCl (0, 50, 75, 100, y 125 mM). A los 8 ddt
la ASR fue evaluada. En la fig. 3 podemos observar el acortamiento de la raiz primaria
de manera dosis-dependiente en la linea silvestre, y en las mutantes en s6k1 y s6k2 se
observa la resistencia al acortamiento de la raiz primaria a 50 y 75 mM NaCl, mientras
gue a 100 mM NaCl mostraron un crecimiento adicional de 17 y 23 % respectivamente,
con respecto a la WT. Sin embargo, mostraron un fenotipo de sensibilidad a 125 mM
NaCl. Ademas, la linea WT mostr6 un incremento en la DRL a 100 mM que se mantuvo
a 125 mM, sugiriendo que se llegd al efecto maximo. Interesantemente, las lineas
mutantes en s6k1l y s6k2 en condiciones control y en los diferentes medios con NaCl
mostraron un menor desarrollo de la DRL, indicando que la actividad cinasa codificada
en estos genes es necesaria, al menos en parte, para el desarrollo normal del sistema
radicular. Adicionalmente la DRL en respuesta al estrés osmotico en la linea mutante
s6kl fue dosis-dependiente de 75 a 125 mM NaCl sin alcanzar los valores mostrados
por la linea WT, mientras que la linea mutante en s6k2 mostré resistencia a la
induccion de la misma a 50 y 75 mM NaCl, mientras que a 100 y 125 mM NaCl alcanzé
su valor méaximo, que representa el 50% del valor alcanzado por la linea WT bajo las
mismas condiciones. Al analizar el comportamiento del desarrollo de la DRL en
respuesta al estrés osmotico por linea, se observd que ambas mutantes ofrecen
resistencia a los efectos inducidos por el estrés osmoético (Fig. 3). Estos datos en
conjunto sugieren que ambas cinasas son necesarias en la mediacion de la respuesta

al estrés osmotico, observandose que la S6K2 posee un papel preponderante.
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Linea

Fig. 3 Efecto del estrés osmo tico inducido por NaCl en la arquitectura del sistema radicular de las
mutantes en s6kl y s6k2. Semillas de A. thaliana Col-0, s6k1 y s6k2 fueron germinadas y crecidas en
medio MS 0.2X y posteriormente fueron transferidas a los 4 ddg a medios control o con dosis crecientes
de NaCl y a los 8 ddt fueron evaluadas. a) Fotos representativas de plantulas WT, s6k1y s6k2 crecidas
lado a lado en concentraciones de 0, 50, 75, 100 y 125 mM NaCl a los 8ddt. b) Crecimiento relativo de la
raiz primaria. Anova de dos vias Prueba de Bonferroni ** a=0.01, *** a=0.001, c) Densidad de raices
laterales. Anova de una via seguido por una analisis de Tukey a=0.01 por grupo de tratamiento. d)
Densidad de raices laterales. Analisis de Anova de componente principal (por linea), Tukey a=0.01. El
experimento fue realizado dos veces con resultados similares. Los valores mostrados son el promedio £

EE (n=40). Diferentes letras representan tratamientos estadisticamente significativos.

6.2.5.3 El estrés osmdtico modula el desarrollo de raices laterales a través de la

redistribucién de auxinas

Para determinar el mecanismo de la modulacién de la ASR en respuesta al estrés, se
adicion6 1 uM ANP (acido naftil ptaldmico) un inhibidor del transporte de auxinas, en el
medio control o en condiciones de estrés. No se observaron cambios en el crecimiento
de la raiz primaria en las plantulas crecidas en el medio control adicionado con el ANP
y tampoco hubo cambios en el crecimiento de la raiz primaria crecida en condiciones
de estrés con respecto a las crecidas en el medio de estrés adicionado con ANP.

Adicionalmente, el ANP fue capaz de disminuir la DRL en el medio control, sin
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embargo, fue incapaz de detener los efectos del estrés osmoético inducido por NaCl
(Fig. 4). Estos datos sugieren que la modulacién de la ASR en respuesta al estrés,

ocurre a través de la regulaciéon del TPA.
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Fig. 4 El estrés osmoético inducido por NaCl media el desarrollo de raices laterales modulando el

transporte polar de auxinas. Semillas de A. thaliana Col-0 fueron germinadas en medio MS 0.2X y a
los 4 ddg fueron transferidas a medios control + DMSO (a) 100 mM NaCl + DMSO (b), 1uM ANP (c) o
100 mM NaCl + 1uM ANP (d), longitud de la raiz primaria (e) densidad de raices laterales (f). Las
fotografias son representativas de cada tratamiento. Los datos mostrados en e y f son el promedio + EE,
n=40. C: control, N100: 100 mM NaCl, ANP: 1uM ANP, N100-ANP: 100 mM NaCl + 1 uM ANP.
Diferentes letras representan tratamientos estadisticamente significativos, Tukey a=0.01. El experimento

fue realizado tres veces con resultados similares.

Para analizar si la redistribucién de auxinas mediaba la modulacién de la ASR en
respuesta al estrés osmoético, se empled la linea transgénica DR5::uidA (Ulmasov et al.
1997; Tanaka et al. 2006), debido a que la secuencia promotora de DR5 es altamente
sensible a auxinas y por lo tanto, la actividad del promotor es un indicador indirecto de
los niveles enddgenos de auxinas (Tanaka et al. 2006). Después del crecimiento en el
medio de estrés (8ddt) las plantulas transgénicas DR5::uidA fueron sometidas a la

tincion de GUS vy clarificadas de acuerdo a Malamy y Benfey (1997) en la fig. 5
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podemos observar que la actividad de GUS increment6 en la raiz primaria y en las
puntas de las raices laterales con respecto a las crecidas en el medio control,
sugiriendo con ello que los efectos inducidos por el estrés osmoético es mediante la
modulacion del TPA. Adicionalmente, el ANP inhibi6é el TPA de manera eficiente en las
puntas de las raices primarias y laterales en plantulas crecidas en medio control
adicionado con ANP asi como en las puntas de las raices laterales de las plantulas
crecidas en condiciones de estrés, sin embargo, fue incapaz de inhibir por completo el
TPA en las puntas de las raices primarias de las plantulas crecidas en condiciones de
estrés, como es evidenciado por la presencia del color azul en los haces vasculares de
dichas plantulas (Fig. 5). Estos datos sugieren que el estrés osmético inducido por
NaCl modula la ASR de Arabidopsis modulando el TPA.

Follaje RL RP

Control +
DMSO

NaCl 100 mM
+ DMSO

Control +
1 uM ANP

NaCl 100 mM
+1 1M ANP

Fig. 5 Regulacion del transporte de auxinas en respuesta al estrés osmético inducido por NacCl.

Semillas de A. thaliana DR5::uidA fueron germinadas en medio MS 0.2X y a los 4 ddg fueron
transferidas a medios control + DMSO (a, b, ¢), a 100 mM NaCl + DMSO (d, e, f), a 1uM ANP (g, h, i)o a
100 mM NaCl + 1uM ANP (j, k, I). A los 8 ddt las plantulas fueron sometidas a la tincion de GUS y a un
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clareo de tejidos para su analisis mediante microscopia. Follaje a 0.8X (a, d, g, j), Raices laterales a 40X
(b, e, h, k) y Raiz primaria a 40X (c, f, i, I). Las fotografias son representativas de al menos 20 plantulas

tefiidas. El experimento fue repetido dos veces con resultados similares.

6.2.5.4 Las proteinas S6Ks de Arabidopsis modulan la respuesta al estrés
osmotico a través de la producciéon de acido fosfatidico

El PA en plantas se produce a través de la hidrolisis de fosfolipidos de membranas
catalizada por la fosfolipasa D (PLD), como en células animales (Munnik et al. 1998). La
PLD es activada durante el estrés hiperosmoético en Arabidopsis generando PA (Zhu
2002; Bray 2004). Ademas, se ha demostrado que el PA producido a traves de la PLD,
es capaz de activar la via de sefalizacion TOR-S6K (Fang et al. 2001). Debido a que
se ha sugerido que las auxinas median sus efectos a través de la produccion del PA
(Buentello Volante et al. 2010). En el presente trabajo exploramos si existia una
conexion entre la modulacion de la ASR a través de la modulacion del TPA en
respuesta al estrés osmotico y su posible relacién con la produccién de PA, en el
fenotipo de tolerancia de las mutantes s6kl y s6k2, por lo que se determind la
produccion de PA en las raices de las plantulas crecidas en condiciones control y de
estrés osmotico tanto en la linea WT como en las mutantes. Para analizar esta
posibilidad, se extrajeron los lipidos de las raices de las plantulas crecidas 8 ddt en
condiciones de estrés y el contenido de PA fue determinado. El estrés osmotico
inducido por NaCl estimuld la produccion de PA 2.37 veces en las raices de la linea
WT, sugiriendo que posiblemente el PA actia como segundo mensajero en la
respuesta al estrés osmotico. Interesantemente, ambas lineas mutantes mostraron el
doble de produccién de PA en condiciones control con respecto a la silvestre. Mientras
gue en condiciones de estrés no hubo cambios en la produccion de PA en respuesta al
estrés en la mutante s6k1, en tanto que en la mutante s6k2 el nivel de produccion de
PA disminuy6 un 50%. Estos datos sugieren que la actividad de la S6K2 desempefia un
papel importante en la mediacion de las respuestas al estrés osmotico, probablemente

a traveés de la modulacion del TPA via produccion de PA.
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Fig. 6 Efecto del estrés os motico sobre la produccién de acido fosfatidico en respuesta al estrés

osmoético en A. thaliana Col-0, s6kl y s6k2. Se extrajeron los lipidos de las raices de plantulas
silvestres y mutantes crecidas lado a lado, a los 8 ddt a medio control y de estrés. Se emplearon los
extractos obtenidos para determinar la concentraciéon del PA. Las barras blancas representan los valores
obtenidos de la linea A. thaliana Col-0, las barras grises representan los valores obtenidos de la mutante
s6K1, mientras que las barras negras representan los obtenidos en la mutante s6k2. Los valores

mostrados son el promedio de dos experimentos independientes con variaciones menores al 20%.

6.2.6 Discusion

6.2.6.1 Efectos del estrés osmdético inducido po r NaCl sobre el desarrollo de la

arquitectura del sistema radicular

La modulacién de la ASR en respuesta a diversos estimulos juega un papel decisivo en
la adaptacion de las plantas a las condiciones de estrés, guiando a la respuesta
morfogenética inducida por estrés (SIMR por sus siglas en inglés), la cual en la ASR es
caracterizada por un acortamiento de la raiz primaria (inhibicion de la elongacién de la
raiz) y una induccion de raices laterales (RLs) (incremento en el numero) (Potters et al.
2007). Estudios recientes han aportado grandes avances en la descripciéon de los
mecanismos moleculares y celulares por los cuales las plantas responden al estrés
osmotico inducido por NacCl. El estrés osmatico inducido por NaCl inhibe el crecimiento

de la raiz primaria (RP) por la disminucion en la elongacion y la divisién celular,
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generando la pérdida del meristemo radicular (West 2004). Sin embargo, los efectos
del estrés sobre el desarrollo de RLs son controversiales, debido a que tanto la
inhibicion como induccion del desarrollo de RLs han sido descritos en Arabidopsis
(West 2004; Wang et al. 2009; Zolla et al. 2010; Zhao et al. 2011). Por lo tanto no es
claro si el estrés salino genera una respuesta SIMR caracteristica. En el presente
trabajo observamos una disminucion del crecimiento de la RP y un aumento en el
desarrollo de RLs en plantulas crecidas en 100 mM NacCl (Fig. 1) similar a lo reportado
por Wang (2009). Sin embargo, diferentes resultados fueron obtenidos en trabajos
previos, probablemente fueron debido a las condiciones del disefio experimental asi
como a las formulaciones de los medios (West 2004; Wang et al. 2009; Zolla et al.
2010; Zhao et al. 2011).

6.2.6.2 Papel de las proteinas S6Ks de Arabidopsis en la respuesta morfogenética
inducida por estrés

En el presente estudio observamos que existe una modulacion del desarrollo de la ASR
y sobre la regulacion de la expresion de los genes S6K1 y S6K2 en raices de plantulas
de Arabidopsis crecidas en las condiciones de estrés antes mencionadas. Debido a que
se sabe que la via de sefializacibn TOR-S6K regula la sintesis de proteinas, el
crecimiento celular y las respuestas a estrés en mamiferos (Laplante y Sabatini 2012) y
en plantas (Mahfouz 2006; Deprost et al. 2007) esta via podria modular la respuesta a
dicho estrés. Como se observo en la fig. 2, existe un incremento en la expresiéon de los
transcritos de S6K1 y S6K2, 2 y 6 veces respectivamente (Fig. 2) en dicho proceso.
Estos datos sugirieren que ambas cinasas podrian desempefiar papeles importantes en
las respuestas de adaptacion al estrés, y que S6K2 podria ser clave en dicho proceso
debido a que los niveles de transcritos S6K2 aumentan tres veces mas con respecto a
los de S6K1. Estos resultados son consistentes con los observados por Mizoguchi et al,
(1994) donde observaron que los niveles de expresion de ambos transcritos
incrementan marcadamente en respuesta a estrés salino o por frio en plantas de
Arabidopsis. Adicionalmente, se ha descrito que cuando los cultivos en suspension de
Arabidopsis alcanzan la fase estacionaria se estimula la expresion de S6K2 (Turck

2004), reforzando la hipodtesis de que S6K2 podria desempeiar un papel clave en la
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mediacion de las respuestas a estrés. Sin embargo, Mahfouz et al (2006) reporté que la
actividad de S6K1 en hojas transgénicas de tabaco es sensible a estrés osmatico (por
tratamiento con manitol). Para determinar cual seria la participacion de las proteinas
S6Ks de Arabidopsis en la modulacion de la ASR en respuesta al estrés osmoético
inducido por NaCl, se analizaron lineas mutantes knockout en s6kl y s6k2 (Fig. S1y
S2). En la fig. 3 se muestra la curva dosis respuesta al NaCl, en donde se observa el
acortamiento de la RP y el incremento en el desarrollo de RLs en la linea silvestre,
mientras que en ambas mutantes se observa la tolerancia a la inhibicion del
crecimiento de la RP hasta 100 mM NaCl. Ambas lineas mutantes en condiciones
control desarrollan menor cantidad de RLs, lo que sugirie que la funcidbn de ambas
cinasas es necesaria para el desarrollo normal de la ASR. En los medios adicionados
con diferentes concentraciones de NaCl el numero de RLs en las mutantes se mantuvo
por debajo con respecto a la WT, y a 100 mM NaCl solamente se desarrollaron el 50%
de la DRLs con respecto a la WT. La mutante s6kl mostr6 una tendencia a
aproximarse al fenotipo desarrollado por la WT en respuesta al estrés (125 mM NacCl),
no siendo asi para s6k2, la cual alcanzo el efecto maximo a 100 mM NaCl.
Interesantemente la linea WT mostré un incremento en la DRL que no se observé en el
crecimiento individual (Fig. 1), situacion que pudo haber sido generada por el
crecimiento lado a lado con las lineas mutantes, lo cual pudiera deberse a la densidad
poblacional. Aunque mediante el andlisis por tratamiento se determind que ambas
mutantes muestran tolerancia a los efectos desencadenados por el estrés, se puede
apreciar un comportamiento similar en las tres lineas, por lo que se realizdé un analisis
de varianza (Anova) de componente principal (por linea) tomando como variable la
DRLs para determinar el efecto global de todos los tratamientos sobre el desarrollo de
las RLs, encontrandose que ambas mutantes son tolerantes al efecto de induccion de
la DRLs antes descrito (Fig. 3). En conjunto, estos datos indican que las proteinas S6K
juegan un papel importante en la mediacion de la respuesta al estrés osmético inducido

por NaCl.
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6.2.6.3 Papel del transporte polar de auxinas, el acido fosfatidico y las proteinas

S6Ks en la respuesta morfogenética inducida por estrés

Las plantas activan diferentes mecanismos moleculares y fisioldgicos para adaptarse al
estrés osmotico. Las auxinas son las principales sefiales intrinsecas que controlan la
formacion de organos incluyendo la formacion de RLs (Benkova et al. 2003; Friml et al.
2003). El desarrollo de estas ultimas es regulado por la formacion de gradientes de
auxinas y por el establecimiento de maximos de auxinas en las puntas de las raices
(Casimiro et al. 2001; Osmont et al. 2007; Péret et al. 2009). Con la finalidad de
determinar el mecanismo por el cual el estrés osmatico inducido por NaCl media sus
efectos, empleamos el inhibidor del transporte de auxinas, el ANP el cual se adiciono al
medio control y al de estrés. Observamos que el inhibidor no mostré efectos
adicionales en el acortamiento de la RP en ninguna condiciéon. En cuanto a la DRLs se
encontré6 que el ANP fue capaz de disminuir la DRL en condiciones control, sin
embargo, cuando fue adicionado al medio de estrés, disminuyo el efecto generado por
el estrés aunque no en su totalidad (Fig. 4), indicando que el estrés osmatico revierte el
efecto del inhibidor, lo que sugiere que el mecanismo por el cual la ASR es modulada
durante el estrés seria a través de la regulacion del TPA. Ademas, empleamos la linea
transgénica de Arabidopsis DR5::uidA (Ulmasov et al. 1997) para determinar si la SIMR
inducida por NaCl fue mediada por la redistribucion de auxinas. En la figura 5 se
muestra que el estrés estimuld la acumulacion de auxinas, en los tejidos vasculares en
las puntas de las RLs y las RP, la cual es reducida en presencia del inhibidor. Estos
datos son consistentes con lo reportado por Wang (2009), quien observo que el
contenido de auxinas y su distribucion fueron drasticamente afectadas por el
tratamiento con NacCl. Por lo que el SIMR inducido por el estrés osmaotico desencadena
el desarrollo de raices laterales a través de la modulacién del TPA; este hecho es
consistente con el trabajo de Zolla (2010) quién observé que la proliferacion de RLs es
mediada por el estrés salino, promoviendo la acumulacidén de auxinas en los primordios
de RLs.

Los inhibidores del TPA como el ANP afectan el eflujo de auxinas mediante la inhibicion

del trafico vesicular (Bailly et al. 2008). En este sentido, se ha demostrado que el PA
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producido por la PLDZ2 regula el trafico vesicular requerido para la respuesta a auxinas
(Li y Xue 2007; Xue et al. 2007). Ademas se ha reportado que la adicién del PA al
medio estimula el reciclamiento vesicular y el TPA en la zona de transiciéon de la RP
(Mancuso et al. 2007). Por tal motivo, decidimos probar si existia un enlace entre la
estimulacién del TPA mediado por el estrés osmoético con el fenotipo de tolerancia de
las mutantes knockout en s6kl y s6k2 descrito con anterioridad en funcion de la
produccion de PA. Se determind la concentracion de PA en las raices de plantulas
crecidas 8 ddt en medios con 100 mM NaCl. Interesantemente, encontramos que en
ambas mutantes en condiciones control se sintetiza hasta 2 veces mas PA con
respecto a la linea silvestre. Sin embargo, en condiciones de estrés osmatico inducido
por NaCl, la linea silvestre increment6 los niveles de produccion de PA en respuesta al
estrés. Este dato es consistente con lo reportado por Yu et al. en el 2010 (Yu et al.
2010), donde observan un incremento en la produccion de PA en respuesta al NaCl en
hojas de plantas de Arabidopsis. Sin embargo, las lineas mutantes muestran un
comportamiento diferencial: s6kl no presenta cambios en la produccion de PA en
respuesta al estrés, mientras que s6k2 disminuye los niveles de PA hasta un 50% con
respecto a la condicion control. Estos datos sugieren que la S6K2 podria desempenar
un papel preponderante en las respuestas al estrés osmotico inducido por NaCl.
Ademas ambas cinasas podrian modular la produccion de PA diferencialmente, ya que
en condiciones control la ausencia de cualquiera de ellas estimula la produccion de PA,
mientras que en condiciones de estrés mostraron un comportamiento diferencial (Fig.
6). Estos datos sugieren que podria existir comunicacion cruzada entre la mediacion de
las respuestas al estrés osmatico, mediado por el incremento en el TPA, y la via TOR-
S6K a través de la produccién de PA. En sintesis, el aumento de los transcritos en
S6K1 y S6K2, los fenotipos de tolerancia al acortamiento de la raiz primaria y del
incremento de la DRL de ambas mutantes, especialmente la s6k2, asi como los datos
de produccion del PA sugieren que las proteinas S6K de Arabidopsis podrian actuar

como reguladores positivos de la respuesta al estrés osmético inducido por NacCl.
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6.2.7 Material suplementario
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Fig. S1 Genoatipificacién de la linea mutante insercional en s6k1l 113295 y la s6k2 039937. En las
fotografias se muestra el corrimiento electroforético de los productos de PCR con las diferentes
combinaciones de oligonucledtidos. a) Carril 1: Marcador de tamafio molecular (MTM), carril 2: Producto
de PCR del DNA de A. thaliana Col-0 empleando los oligonucleétidos para la linea 113295 (1105 pb).
Carril 3, 4 y 5: Producto de PCR del DNA de la linea 113295 empleando los oligonucleétidos para la
linea 113295 (1105 pb) y para la sonda (450 pb). b) Carril 1: MTM. Carril 2: Producto de PCR del DNA de
A. thaliana Col-0 empleando los oligonucle6tidos para la linea 013331 (1225pb). Carril 3: Producto de
PCR del DNA de la linea 039937 empleando los oligonucleétidos para la linea 013331 (1225pb) y para la
sonda (450pb). Carril 4: Producto de PCR del DNA de la linea 039937 empleando los oligonucleétidos
para la linea 039937 (1184pb) y para la sonda (450pb). Carril 5: Producto de PCR del DNA de A. thaliana
Col-0 empleando los oligonucledtidos para la linea 039937 (1184pb).

MTM 1 2 MTM 1 2 3 4
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600 pb © " 600ph— .

Fig. S2 Analisis de la expresion de S6K1 y S6K2. En las fotografias se muestra el corrimiento
electroforético de los productos de las RT-PCR con las diferentes combinaciones de oligonucledtidos. a)
Se empled el RNA total de la mutante en s6k1 de la linea 113295 como molde para realizar la RT-PCR.

Carril 1: Producto de la RT-PCR empleando los oligonucledtidos para el transcrito S6K1 (562 pb). Carril
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2: Producto de la RT-PCR empleando los oligonucleétidos para el transcrito S6K2 (660 pb). b) Se
empled el RNA total de la mutante en s6k2 de la linea 039937 y el RNA total de A. thaliana Col-0 como
molde para realizar la RT-PCR. Carril 1: Producto de la RT-PCR empleando los oligonucleétidos para el
transcrito S6K1 (562 pb) y el RNA total de la linea mutante en s6k2. Carril 2: Producto de la RT-PCR
empleando los oligonucleétidos para el transcrito S6K2 (660 pb) y el RNA total de la linea mutante en
s6k2. Carril 3: Producto de la RT-PCR empleando los oligonucleétidos para el transcrito S6K1 (562 pb) y
el RNA total de A. thaliana Col-0. Carril 4; Producto de la RT-PCR empleando los oligonucle6tidos para
el transcrito S6K2 (660 pb) y el RNA total de A. thaliana Col-0. MTM: marcador de tamafio molecular.
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Fig. S3 Curva de calibracion de acido fosfatidico mediante un método espectrofotométrico. a)

Grafico hiperbdlico b) Regrafico lineal R°=0.989
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ENVIADO PARA SU PUBLICACION A PLANT MOLECULAR BIOLOGY
6.3.1 Resumen

Las plantas como organismos sésiles confrontan varios retos durante su ciclo de
vida, por lo que han desarrollado mecanismos de adaptacion eficientes para integrar
y coordinar las sefiales para realizar el crecimiento y la reproduccion de manera
exitosa. La via de transduccién de sefiales del blanco de la rapamicina (TOR por sus
siglas en inglés) es de vital importancia en todos los eucariotes incluyendo a las
plantas, evidencia reciente apunta a que esta via de sefializacion puede integrar
diferentes sefiales de estrés, optimizando el crecimiento vegetal bajo diferentes
condiciones ambientales. Evidencia reciente, también indica que las proteinas
cinasas de la proteina ribosomal S6 (S6K) parecen desempefiar un papel clave en
los mecanismos de comunicacion cruzada entre varios procesos como la expansion,
la proliferacion y la biogénesis ribosomal, reflejada en cambios fisiologicos y
morfoldgicos en las plantas. En el presente trabajo se discute un amplio escenario de
evidencias que indican que las proteinas TOR y S6K desarrollan un papel pivotante
en la percepcion y transduccion de la informacion durante el crecimiento vegetal, las

respuestas de adaptacion, asi como las respuestas a estres.
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6.3.2 Abstract

Since plants continuously confront several stresses during their life cycle, they must
have evolved efficient adaptation mechanisms to integrate and coordinate signals for
successful growth and reproduction. Increasing evidences have pointed out that the
TOR (Target Of Rapamycin) signaling pathway is known to be of crucial importance
for all eukaryotes including plants, since increasing evidence pointed out that this
signaling pathway may integrate various stress signals, optimizing plant growth under
different environmental conditions. Recent evidence also indicates that plant S6Ks
(S6 ribosomal protein kinases) seems to be key proteins in the TOR pathway to
achieve the cross-talk between several processes such as expansion, proliferation
and ribosomal biogenesis, reflecting such regulation on physiological and
morphological changes in the plant. Here, a wide scene of evidences is discussed on
this pathway, converging to TOR and S6Ks as pivotal proteins for both, perception

and signal transduction during plant growth, adaptation and stress responses.
Keywords: TOR-S6K signaling pathway, Plant Growth, Signal Transduction

Abbreviations: TOR: Target of rapamycin; S6K: S6 protein kinase; S6RP: S6
ribosomal protein; elF-4E: eukaryotic initiation factor
4E; 4E-BP1: elF-4E binding protein; TORC: TOR
complex; UTR: untranslated region; TOP: Tract of
oligopyrimidines; PP2A: protein phosphatase 2A; PA:
Phosphatidic acid; PLD: Phospholipase D; GEF:
Guanine nucleotide exchange factor; GAP: GTPase
activating protein; TCTP: Translationally Controlled
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6.3.3 Introduction

Plant development involves remarkable plasticity and dramatic physiological changes
that occur in response to environmental, hormonal and nutritional cues. The
modulation of growth rate in response to environmental inputs such as nutrient
availability is essential for plant survival. As sessile organisms, plants need to
constantly adjust their growth (defined as an increase in organ size) and development
(production of new organs) to environmental information such as light, water or ion
availability (Robert and Offringa 2008). However, the molecular mechanisms involved

in the perception and transduction of this information are so far poorly known.

Plant growth is mainly a post-embryonic event and is affected by environmental
factors such as light and nutrients availability. Moreover, it is closely related to the
organ source capacity to render assimilates (Ingram and Waites 2006). Such capacity
to grow is circumscribed to proliferation cell zones termed meristems. When the cells
leave the meristematic zone, leave the cell cycle also, undergoing differentiation
accompanied by increase in cell size. In this way, plant growth is determined by two
independent processes: i) the proliferative growth, characterized by an increase in
cell number through mitosis, and cell growth (mediated by an increase in cytoplasmic
volume, metabolism and cell mass through rapid protein synthesis) and ii) post-mitotic
growth, which mainly involves cell expansion driven by vacuolar uptake of water and
controlled cell wall modifications. It is likely that the proliferative phase of growth is the
primary target of developmental and environmental signals that coordinate organ
morphogenesis in plants, whereas the post-mitotic phase of growth accounts for most
of the mass increase in growing plants, and is associated with endoreduplication and
differentiation into specialized cell types (Sugimoto-Shirasu and Roberts 2003;
Ingram and Waites 2006). The time expended in the transition between proliferative
growth and post-mitotic growth, determinates the cellular number and in consequence

the potential organ size.

Recent progress has been made in identifying genetic determinants of final organ
size and in characterizing pathways that may link organ growth with the perception

and transduction of environmental conditions. Regulation of developmental and
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adaptation signals are initiated at the molecular and biochemical levels, and require
the coordination of cellular events to ensure that a response is appropriate for a given
stimulus. Sophisticated intracellular and intercellular communication networks have
therefore evolved in plants to convey information from a perceived stimulus to the
cellular machinery mediating the responses (Hong-Bo et al. 2008). Some identified
regulatory factors respond to plant hormones, while others appear to be components
of novel signaling pathways (Krizek 2009). In this sense the protein kinases and
phosphatases are ideal candidates to orchestrate such signal transduction regulation.
The evolutionarily conserved protein kinase TOR is encoded by orthologous genes
from yeast to plants and humans and likely plays central roles in integrating nutrients
and energy availability with other environmental signals to coordinate survival, growth
and development (Wullschleger et al. 2006; Dobrenel et al. 2011). In animals, TOR
modulates cell growth in relation to nutrient availability by promoting the protein
synthesis necessary for G1 to S progression in the cell cycle in at least two ways: i)
inactivating the repressor elF4E-binding protein 1 (4E-BP1) by phosphorylation and
then increasing the cap-binding protein elF4E availability for translation initiation; ii)
activating the ribosomal protein S6 kinase S6K (also named p70S6K) by
phosphorylation, which in turns activates several protein targets involved in
translation (Schmelzle and Hall 2000). Several observations suggest that nutrient
perception is the major trigger of TOR activation in the budding yeast and in
mammalian cells (Dufner and Thomas 1999). Additionally, it has been shown that this
enzyme is tightly controlled by the nutritional (principally amino acids) (Fox et al.
1998) and energetic cellular states (Dennis et al. 2001). Modulation of TOR or S6K
protein expression suggests a correlation with the cell and organ size, seed yield, and
stress resistance in Arabidopsis (Deprost et al. 2007; Hong et al. 2010; Ren et al.
2011), highlighting the central role of this signaling pathway in integrating
developmental and adaptive responses.

6.3.4 The TOR-S6K pathway

TOR is a Ser/Thr kinase of the phosphatidylinositol-3-kinase-related kinases (PIKK)
family. TOR modulates cell growth in relation to nutrient availability by promoting the
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protein synthesis necessary for G1 to S progression in the cell cycle in at least two
ways: i) through inactivating the repressor elF4E-binding protein 1 (4E-BP1) by
phosphorylation and then increasing the cap-binding protein elF4AE availability for
translation initiation; ii) by activating the ribosomal protein S6 kinase S6K (also named
p70S6K) by phosphorylation which in turns activates several protein targets involved
in translation. In the first way TOR activates the cap-dependent translation of mRNAs
with long and highly structured 5’'UTRs, while in the second way it promotes the
translation up-regulation of a specific class of mMRNAs bearing 5 -terminal
oligopyrimidine tracts (5°-TOP mRNAs) that encode translational apparatus
components. Thus TOR is also involved in controlling the biogenesis of ribosomes
(Schmelzle and Hall 2000). Several observations suggest that nutrient perception is
the major trigger of TOR activation, in the budding yeast and in mammalian cells and
the activity of mammalian S6K increases in response to diverse stimuli (Dufner and
Thomas 1999). Additionally, it has been shown that this enzyme is tightly controlled
by the nutritional (principally amino acids) (Fox et al. 1998) and energetic cellular
states (Dennis et al. 2001).

TOR protein is found in two multiproteic complexes (TORC1 and TORC?2) that differ in
their downstream effectors in mammalian cells [Fig. 1 (Martin and Hall 2005;
Wullschleger et al. 2006)]. The first complex, TORC1, is integrated by TOR
(TOR1/TOR2 in yeast), Regulatory-Associated Protein of TOR (RAPTOR)/KOG1 and
mLST8/GBL proteins, while the second complex TORC?2 is integrated by TOR (TOR2
in yeast), the rapamycin-insensitive companion of TOR (Rictor)/AVO3 and
mLST8/GBL. Activation of TOR kinase in TORCL1 is mediated by its interaction with
RAPTOR, which is required for the recruitment of substrates (Hara et al. 2002; Kim et
al. 2002; Nojima et al. 2003).

TORC1 phosphorylates S6Ks (S6K1 and S6K2) and 4E-BPs (4E-BP1 — 4E-BP3) to
promote translation and ribosome biogenesis in a rapamycin-sensitive manner. In
mammals, the S6K1/S6K2 Ser/Thr phosphorylation sites are positioned within
different subdomains: Thr-229 is in the activation loop and Thr-389 in the hydrophobic
carboxy-terminal linker domain of S6K1 (Pearson et al. 1995). Several reports have
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shown that Thr-229 phosphorylation is mediated by the phosphatidyl-dependent
kinase 1 [PDKZ1;(Alessi et al. 1998; Pullen et al. 1998)], and it is now generally
accepted that the mammalian target of rapamycin (mTOR) is the relevant upstream
kinase for Thr-389 (Thomas 2002). TORC2 regulates targets that include the actin
cytoskeleton and is not sensitive to rapamycin. The regulatory function of TOR kinase

requires various interacting partners (Abraham 2002; Jacinto and Hall 2003).

The TOR pathway is a conserved signaling network in mammals, insects, and yeast
that regulates cellular growth in response to environmental cues such as nutrient
availability and stress (Laplante and Sabatini 2012). TOR regulates numerous
biological processes, including transcription and translation of ribosomal components,
and other proteins which collectively contribute to cell growth (Wullschleger et al.
2006). By these means TOR plays a key role in cell growth rate and survival
modulation. In mammals, the TOR activity is regulated by growth factors
(insulin/insulin-like growth factors), nutrients (amino acids), energy (AMP-activated
protein kinase), and stress (hypoxia) (Wullschleger et al. 2006; Laplante and Sabatini
2012).

Protein phosphorylation is a fundamental strategy used in eukaryotes to regulate
basic cellular functions; there are common components of signal transduction
pathways in all eukaryotes that have been adapted in different species to couple
distinct stimuli to specific physiological responses (Turck et al. 1998). However,
phosphorylation is a reversible process and the activity of phosphatases also plays
important roles in the perception and transduction of developmental and
environmental signals. In this sense, dephosphorylation by the Ser/Thr protein
phosphatase type 2A (PP2A) regulates many cellular processes, including
transcription, translation, cell cycle, metabolism and apoptosis, in most cells. PP2A is
a heterotrimeric protein conformed by a catalytic subunit (PP2A-C), the scaffold
subunit (PP2A-A) and the regulatory subunit (PP2A-B) (Kerk et al. 2002). In animals,
the regulatory B subunits modulate the subcellular localization, substrate specificity,
and activity of heterotrimeric PP2As (Gallego and Virshup 2005). While both A and C

subunits are highly conserved across all eukaryotes, B subunits are quite diverse,
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which is consistent with their regulatory functions. B subunits are further classified
into B, B', and B" based on their molecular weight (Luan 2003). Yeast Tap42 (type
2A-phosphatase-associated protein 42kD) is a regulatory subunit which acts by direct
association with the PP2Acatalytic subunit rendering an heterodimer and uncoupling
subunits PP2A-A and PP2A-B due to an overlap in the binding sites on PP2A-C.
Inhibition of PP2A activity by Tap42 has been also implicated in the TOR signaling
pathway in yeast. Under nutrient-rich conditions, active TOR phosphorylates Tap42
and promotes Tap42 association with the PP2A-C (Duvel and Broach 2004).
Inactivation of TOR by rapamycin or starvation results in Tap42 dephosphorylation
and its dissociation from the Tap42-PP2A-C complex (Urban et al. 2007). These
results suggest that TOR regulates protein phosphorylation in yeast cells by indirectly
restraining the PP2A activity through Tap42 phosphorylation, although antagonistic

elements on the TOR signaling regulation remain unknown.

In yeast, TOR is regulated at transcriptional level through its interaction with the PP2A
phosphatase, affecting the phosphorylation status of some transcriptional factors and
thereby changing its localization from cytoplasm to the nucleus. Under osmotic stress
or nutrient limitation, these transcriptional factors may shuttle into the nucleus to drive
the expression of a set of stress-related genes (Beck and Hall 1999; Peterson et al.
1999; Rohde et al. 2001).
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Fig 1. Mammalian TOR- S6K signaling. In mammals, two major complexes of the TOR kinase exist:
MTORC1, formed by mTOR, Raptor and mLST8; and mTORC2, formed by mTOR, Rictor, mSinl and
mLST8. Both complexes are activated by growth factors and nutrients and are inactivated by stress,
but they have different effectors and final targets. mMTORCL1 controls cell growth and protein synthesis
through the action of S6K and 4E-BP. S6K is phosphorylated by TOR and fully activated by PDK1.
This pathway is controlled by a4, the yeast Tap42 homolog in mammals, which interacts with PP2Ac
and PP2Ac-like subunits and is also involved in the repression of apoptosis. The mTORC2 complex

targets the actin cytoskeleton organization. Modified from Ahn et al. 2011.

Upstream of the signaling components before mentioned, in mammals there are other
components like the Ras Homolog Enriched in Brain (RHEB) protein (Saucedo et al.
2003; Stocker et al. 2003; Patel and Dinesh-Kumar 2008) and the Translationally
Controlled Tumor Protein [TCTP; also called p21, p23, histamine releasing factor and
fortilin; (Bommer and Thiele 2004)] that act upstream to repress or activate TOR
respectively. TCTP is ubiquitously distributed in eukaryotes and has been proposed
as a guanine nucleotide exchange factor (GEF) or guanine nucleotide-free chaperone
(Boguski and McCormick 1993; Nuoffer et al. 1997; Pai 1998; Thaw et al. 2001; Itzen
et al. 2006). There are several studies in eukaryotes that convey to think in TCTP as
a modulator of GTPase activity. GTPases act as molecular switches for a vast

number of cellular processes in all eukaryotes (Vernoud et al. 2003).
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6.3.5 TOR-S6K pathway Conservation in plants

In plants, the TOR signaling mechanism appears to be conserved since homologs of
their components have been identified. Beginning with the trigger of the pathway, in
Zea mays a 5.7 KDa insulin-related peptide (ZmIGF), sharing epitope homology with
mammalian insulin has been isolated (Rodriguez-Lopez et al. 2011), and its
expression is related with the onset of fast growth during the germination process
(Dinkova et al. 2007). Maize seeds treated with isolated ZmIGF showed increased
coleoptiles and root lengths (Sotelo et al. 2010) suggesting that the growth signal

perception is conserved in plants.

In the Arabidopsis genome, a TCTP homolog gene (upstream TOR regulator in
animals) has been identified (Berkowitz et al. 2008). This gene is expressed in
physiologically active and proliferating tissues as would be expected for a regulatory
protein of the TOR pathway. TCTP silencing induces slower vegetative development
and inhibits leaf expansion due to reduced cell size. Furthermore, the silenced plants
show altered root hair development, lateral root formation, and altered auxin
perception. These results are consistent with a role of TCTP as an activator of a yet
to be identified plant Rheb GTPase (Berkowitz et al. 2008).

It has been shown that Arabidopsis TOR operates as a link between nutritional
sensing, growth regulation and adaptive responses during different stress stimuli like
cold, salinity and drought (Menand et al. 2004). Members of TOR complexes, such as
RAPTOR and mLST8/GbL proteins are present in plants (Anderson et al. 2005;
Deprost et al. 2005; Diaz-Troya et al. 2008) as well as downstream substrates and
regulators (Fig. 2). Such is the case S6K or other AGC kinases (Turck et al. 2004)
and PDK1 (Deak et al. 1999; Bogre et al. 2003; Otterhag et al. 2006). Furthermore, it
has been reported that Arabidopsis PDK1 phosphorylates S6K1 and that, as in
animal cells, RAPTOR interacts in vivo both, with S6K and TOR through the HEAT
repeats (Mahfouz et al. 2006; Otterhag et al. 2006; John et al. 2011)..
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Fig. 2 Plant TOR- S6K signaling. In plants, a TOR complex similar to mTORC1 regulates plant
growth, translation, and metabolism in response to growth signals, nutrients, and environmental
conditions. The plant TOR complex, likely consists of TOR, Raptor, and LST8. It promotes cell growth
and translation through S6K activation and its substrate RPS6 phosphorylation. Similar to mTORC1
signaling, plant S6K requires a second phosphorylation event, which is mediated by PDK. An
antagonistic role has been proposed for plant PP2A and the TOR-S6K pathway, suggesting that TOR
negatively regulates PP2A activity to promote protein translation and repress autophagy, nutrient
recycling, and PCD/senescence. Such action is apparently achieved through Tap46phosphorylation by
TOR, allowing its interaction with PP2Ac and PP2Ac-like subunits, preventing the formation of PP2A

heterotrimeric protein. Modified from Ahn et al., 2011.

Most of the TOR proteins in animals are targets of the antiproliferative drug
rapamycin, produced by the bacteria Streptomyces hygroscopicus (Cafferkey et al.
1993). The TOR inactivation by rapamycin is mediated by a ternary complex
formation, where rapamycin forms non-covalent links between the peptidylprolyl
isomerase 12-kDa FK506-binding protein (FKBP12) and the FKBP-rapamycin-binding
domain (FRB) of TOR proteins. However, the Arabidopsis TOR was found to be
insensitive to this drug (Menand et al. 2002). The expression of yeast FKBP12 in
Arabidopsis lead to rapamycin susceptibility (Sormani et al. 2007), indicating that
Arabidopsis FKBP12 contains amino acid modifications in the rapamycin interaction

region (Sormani et al. 2007). While rapamycin inhibits the growth of the unicellular
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alga Chlamydomonas reinhardtii, the bryophyte Physcomitrella patens, the monocot
Oryza sativa, and the dicots Nicotiana tabacum and Brassica napus were insensitive
to the drug, suggesting that resistance to rapamycin may be a common feature of
land plants (reviewed in Menand et al., 2002). On the other hand, phosphorylation of
Zea mays S6K (and subsequent phosphorylation of S6) by ZmTOR are stimulated by
IGF and insulin, leading to a selective recruitment of mRNAs into polysomes, such
effects are rapamycin sensitive (Reyes de la Cruz et al. 2004; Sotelo et al. 2010).
Recently, Arabidopsis TOR rapamycin sensitivity was demonstrated, although at
higher concentration than it was shown in mammalian and yeast cells (100-1000nM
versus 10-50 nM respectively), and such inhibition can be further enhanced by
overexpressing Arabidopsis or human FKBP12 protein (Xiong and Sheen 2012).
Furthermore, an in silico analysis of FKBP12 rapamycin binding pocket in Arabidopsis
thaliana, Zea mays, and Chlamydomonas reinhardtii, suggests that the critical binding
region to rapamycin in FKBP12, that seems to be not functional in A. thaliana, is
structured differently in maize with greater similarity to Chlamydomonas renhardtii
(Agredano-Moreno et al. 2007) indicating that there are unique aspects in the

regulation of the pathway depending on the plant species.
6.3.6 Plant growth regulation by TOR-S6K

Plant growth is the result of cell growth coupled with cell division and cell expansion.
In meristematic regions, cell growth and division occurs to produce new tissues and
organs. Post-mitotic differentiated cells can reach large sizes, such as in the
hypocotyls or in mature leaves and roots. Meristem activity and embryonic
development depends on nutrients availability provided by other parts of the plant.
AtTOR expression patterns are mainly found in zones where cell proliferation is
coupled to cytosolic growth, such as primary apical and root meristems. This pattern
is in contrast with TOR expression in mammalian cells and in Drosophila larvae,
which occurs in all tissues (Brown et al. 1994; Chiu et al. 1994). Because cells from
expanding root, leaf and hypocotyl do not express AtTOR, the growth process of
mature plant cells was attributed to a vacuolar and cell-wall expansion and has been
proposed that is not related to the growth process attributed to TOR in other
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organism, which involves the synthesis of cytosolic components (Schmelzle and Hall
2000). However, recently was demonstrated that Arabidopsis TOR activity is present
in non-dividing, fully differentiated and expanded leaf cells (Xiong and Sheen 2012).
Additionally, TOR expression begins during germination at approximately 12 h and
increases to the highest level at 48 h in maize, and TOR mRNA is present in all
tissues of 13 day-old plants at almost the same level, independently of their
development stage (Agredano-Moreno et al. 2007). For all these reasons, is probable
that TOR could achieve additional functional roles to synthesis of cytoplasmic

components.

Disruption of the AtTOR gene leads to embryonic arrest, indicating a crucial role of
TOR during early development in Arabidopsis, and making the analysis of the TOR
pathway functions limited (Menand et al. 2002). Additionally, Arabidopsis insensitivity
to rapamycin further restricts the functional studies of TOR in plants. Embryos with
homozygous AtTOR knockout cannot develop beyond the dermatogenic stage but
contain cells still undergoing divisions. This result indicates that AtTOR disruption by
itself does not inhibit cell division. The first cell divisions in the Arabidopsis embryo
require little or no increase in overall cell mass and lead to a reduction of the
cytoplasm relative to the nucleus, supporting the idea that growth arrest occurs in
cells as consequence of an incapacity to synthesize cell components during the

transition between the two modes of cell division (Menand et al. 2002).

To further understood TOR role in Arabidopsis Deprost et al, (2007) describes RNAI
lines in which AtTOR expression is reduced but not eliminated, demonstrating the key
role of this signal transduction pathway in plant organ growth. AtTOR RNAiI lines
produce morphologically normal plants, but with smaller leaves and shorter roots than
wild-type plants, while Arabidopsis AtTOR overexpressig plants have larger leaves
and longer roots than wild-type (Deprost et al. 2007). The altered size of the leaves in
AtTOR RNAI and AtTOR overexpressig lines results from changes in cell size rather
than cell number. Reduced protein translation is likely to be the cause of these
smaller organs as they contain less soluble protein and have fewer high molecular
weight polysomes than wild type plants. Seed production is also higher in the plants
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overexpressing AtTOR, whereas it is reduced in AtTOR-silenced plants. Additionally,
the elongation of etiolated hypocotyls of seedlings is not affected by variations in
AtTOR expression, which suggests that the AtTOR kinase does not control cell

elongation, at least in Arabidopsis etiolated hypocotyls (Deprost et al. 2007).

RAPTOR plays a key role in mammalian p70S6K (S6K1) regulation and has been
shown that directly binds with this protein, as well as it has been suggested to act as
a scaffold to facilitate the binding of substrates to TOR, indicating that S6K1 may
receive direct signal from TOR (Hara et al. 2002; Kim et al. 2002; Nojima et al. 2003).
TOR and RAPTOR genes were found to be expressed constitutively at low levels in
various Arabidopsis tissues, and their expression levels did not change significantly
during different physiological conditions (Menand et al. 2002; Robaglia et al. 2004;
Anderson et al. 2005; Deprost et al. 2005; Mahfouz et al. 2006), indicating that TOR
may be regulated by some postranscriptional/translational mechanisms (Robaglia et
al. 2004).

The Arabidopsis genome contains two S6K genes sharing 87% identity, S6K1 and
S6K2, originally named ATPK6 and ATPK19, respectively (Mizoguchi et al. 1995;
Zhang et al. 1994; Turck et al. 1998). These genes are arranged in tandem
duplication on chromosome 3 as direct repeats (Turck et al. 1998; Turck et al. 2004).
These genes encode proteins that share high sequence homology with the

mammalian ribosomal protein kinases S6K1 and S6K2 (Volarevic and Thomas 2001).

In mammals, activation of S6K1/S6K2 is brought about by ordered consecutive
phosphorylations at two distinct site sets. The first set displays Ser/Thr-Pro motifs and
is clustered in the carboxyl terminus of mammalian S6K1/S6K2. This site, as well as
the entire carboxyl terminus of S6K1/S6K2, is lacking in the Arabidopsis homologs.
The second set of key regulatory sites, which is perfectly conserved in the plant
homologs, is flanked by large aromatic residues (Pearson et al. 1995) and is the
target of S6K1 selective dephosphorylation and inactivation by the
immunosuppressant rapamycin, as well as the fungal metabolite wortmannin
(Pearson et al., 1995).
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Arabidopsis S6K2 was suggested to be the ortholog of p70S6K (S6K1) since it was
able to phosphorylate the ribosomal S6 protein derived from plants or mammals and
to rescue S6 phosphorylation in rapamycin-treated human 293 cells. Furthermore,
Arabidopsis S6K2 could be activated by the growth hormone insulin, in a TOR
dependent manner (Turck et al. 1998; Turck et al. 2004). However, later it was shown
that Arabidopsis S6K1 could phosphorylate the ribosomal S6 protein also (Mahfouz et
al. 2006). These data questioned whether plant S6K2 is the true homolog of p70S6K.
Furthermore, it was demonstrated that Arabidopsis S6K1 could interact with
RAPTOR1, and in turn with the TOR HEAT repeats in vivo. Moreover, cellular
localization studies indicated that of plant S6K1 is cytoplasmic, whereas plant S6K2 is
nuclear (Mahfouz et al., 2006). Together these data indicated that S6K1 is more likely

the plant functional hortolog of mammalian p70S6K.

In spite of some overlapping, AtTOR, S6K1 and S6K2 have distinct expression
domains in the root. The highest AtTOR expression is found in meristems, whereas
the S6K1 transcript accumulates in the elongation zone, and S6K2 in the
differentiation zone, indicating that S6K1 and S6K2 might regulate the exit from
proliferative growth (Winter et al. 2007). In agreement with this, recently it was
demonstrated that S6K negatively regulates cell division in plants as part of a
signaling pathway connected to the RBR1-E2F transcriptional switch, and its
deregulation can influence the polyploidization rate and lead to chromosome
instability (Henriques et al. 2010; Shin et al. 2012). However, expression of the cell
cycle regulatory genes are increased in Arabidopsis protoplasts derived from
transgenic plants expressing AtS6K1 under auxin-inducible promoter (Shin et al.,
2012), suggesting that different regulatory circuits might be in operation under the
control of AtS6K1 upon different physiological or specific cell status. Additionally, S6K
could also regulate elongation growth, as suggested by the overexpression of a lily
S6K (LS6K1) gene in Arabidopsis that resulted in decreased cell elongation in floral

organs (Tzeng et al. 2009).

How the S6K activity is regulated in plants under specific conditions represent a very

interesting question. In this sense, there are two options: First, such control can be
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modulated at the transcriptional level, while the second convey us to think that this
regulation could be at the postranslational level, in a way different to phosphorylation.
Several signaling pathways in plants operate through the TOR-S6K, and below some

of them are depicted.
6.3.7 TOR-S6K signaling regulation throughout positive effectors

The TOR-S6K signal transduction pathway starts with signal perception at membrane
level, followed by the activation of protein phosphorylation cascades involving protein
kinases and phosphatases that finally target proteins involved in the responses such

as regulation of transcription factors that control gene expression.

Since auxins and cytokinins are growth and developmental plant regulators, they
represent obvious candidates to convey the TOR-S6K pathway modulation. These
hormones enhance S6 ribosomal protein (S6RP) phosphorylation when cell cultures
in stationary phase are transferred to fresh medium (Turck et al. 2004). Further, while
the S6K1 transcript level is steady in both starvation and stimulating conditions, the
S6K2 transcript level is downregulated in the stimulating condition and upregulated
during starvation (Turck et al., 2004). In addition, the S6K1 and S6K2 transcriptional
up-regulation was previously evidenced under cold stress conditions in Arabidopsis
seedlings (Mizoguchi et al. 1995), and these transcripts accumulation was correlated
with changes in S6RP phosphorylation and kinase activity. Similar to animals, plant
S6RP phosphorylation enhances selective polysomal recruitment of some ribosomal
protein mMRNAs and thus regulates the switch of translational capacity between
growth promoting and stress conditions (Beltran-Pefia et al. 2002; Turck et al. 2004).
Additionally S6K phosphorylation and induction of the translational machinery was
observed by auxin and insulin treatments in Zea mays coleoptiles in a phospahtidic
acid (PA)-production dependent way. Effects triggered by insulin were inhibited by
rapamycin (Buentello Volante et al. 2010), suggesting that PA could represent an
intermediate in the TOR-S6K signaling.

Auxins have been described as growth regulators involving the TOR-S6K pathway in
plants (Beltran-Pefa et al. 2002; Turck et al. 2004). However, the exact regulatory
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flux of the auxin signal through the pathway is unknown. In Arabidopsis, the PINOID
protein (PID) is a Ser-Thr kinase involved in the asymmetrical localization of the
membrane-associated PINFORMED (PIN) family of auxin transport facilitators. This
kinase belongs to a large subfamily of protein kinases termed AGC (CAMP-dependent
protein kinase, A/cGMP-dependent protein kinase, G/protein kinase C). The AGC
subfamily is subdivided into phylogenetically distinct categories (Bogre et al. 2003).
The largest and most diverse of these categories is the subfamily VIII, which contains
23 members. The majority of kinases from the Arabidopsis subfamily VIII contain a C-
terminal hydrophobic domain similar to that found in the protein kinase A (PKA),
which mediates the interaction of the protein with PDK1. PIN proteins mediate the
polar efflux of auxins from cells, and their localization determines the direction of local
intracellular auxin transport (Wisniewska et al. 2006). PIN localization can be
modulated by different cues and their localization depends on its phosphorylation
state (Friml et al. 2004). PID is recruited to phospholipid-enriched membrane fractions
and activated by phosphatidyl-dependent kinase 1 (PDK1), initiating a signal cascade
that leads to membrane localization of a polar auxin transport (PAT) complex,
modulating auxin homeostasis. In the TOR-S6K pathway, active TOR phosphorylates
S6K, but a second phosphorylation event mediated by PDK1 is required to render the
fully active S6K form. Hence a cross-talk regulation between PAT and TOR signaling

pathways could exist, but it is still elusive (Fig. 3).
6.3.8 Plant TOR-S6K regulation under abiotic stress

As described above, TOR regulates cellular activities by the phosphorylation of
downstream targets, including S6K, which in turn phosphorylates S6RP and some
translation factors to promote translation (Beltran-Pefia et al. 2002; Turck et al. 2004;
Deprost et al. 2005; Deprost et al. 2007). Arabidopsis plants with altered AtTOR
expression levels are affected in the response to osmotic stress. Particularly, AtTOR
expression level is inversely correlated with the primary root sensitivity to osmotic
stress. AtTOR-RNAI plants are hypersensitive to high sugar concentrations, while
lines overexpressing (OE) AtTOR are less affected by this condition than the control

plants (Deprost et al., 2007). Moreover, RNAI lines showing approximately 20%
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expression level of the wild type plant AtTOR accumulated high concentrations of
sugars. These results suggest that TOR activity is necessary for nutrient recycling
and its expression level or protein activity can be modulated during the osmotic
stress. Other studies have found that the S6K expression level is also modulated by
osmotic stress in Arabidopsis (Mizoguchi et al., 1995) and AtS6K overexpressing
plants are hypersensitive to osmotic stress (Mahfouz et al. 2006). These results are in
agreement with reduced S6K activity and S6RP phosphorylation upon stress in
Arabidopsis in a RAPTOR level-dependent manner (Mahfouz et al. 2006; Hong et al.
2008; Williams et al. 2003). According to the above evidences, S6K1 and S6K2 are
probably regulated transcriptionally and post-translationally to modulate growth in
response to a wide variety of environmental and developmental stimuli in plants,

through the action of different signal transducers in each case.

Recent studies have provided insights into the molecular and cellular mechanisms by
which plants respond to and tolerate salinity and drought stresses. These include the
identification and characterization of transporters and channels, as well as signaling
components (Apse et al. 1999; Zhu 2002; Chinnusamy and Zhu 2009). Modifications
of membrane lipids produce different classes of signaling messengers, such as PA,
Diacylglycerol (DAG), DAG-pyrophosphate (DAG-PP), lysophospholipids, free fatty
acids (FFAs), oxylipins, phosphoinositides and inositol polyphosphates (Wang 2004;
Bargmann and Munnik 2006; Boss et al. 2009). PA is a lipid mediator produced in
plant cells through the phospholipase D (PLD)-catalyzed hydrolysis of phospholipids
in a similar way as in mammals. PLD-derived mammalian PA has been shown to
activate TOR signaling (Fang et al. 2001). In addition to PLD-mediated hydrolysis, PA
can also be produced by other reactions, such as phosphorylation of DAG by DAG
kinases (DGKSs), dephosphorylation of DAG-PP by lipid phosphatase, and de novo
synthesis (Munnik et al. 2000; Wang et al. 2006). Plant PA has been implicated in
many processes including senescence, aging, stress responses and pathogen attack
(Munnik et al. 1998). Hyperosmotic stress in Arabidopsis (e. g. high-salinity, drought
or freezing) generates PA through PLD activation (Zhu 2002; Bray 2004). It was
shown that different PLDs have unique and overlapping functions in mediating plant

growth and development under prolonged drought, rapid dehydration and different
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levels of salinity (Hong et al. 2010). Arabidopsis has 12 PLD family members
classified as six types: PLDa(1-3), B(1-2), y(1-3), 8, € and {(1-2) (Qin and Wang 2002;
Wang et al. 2006). Recent results also indicate that different PLDs mediate plant
stress responses through different molecular and cellular events. In this way, PLDal
is the most abundant isoform and apparently is responsible for basal PA levels.
However, Arabidopsis plda3 knockout (KO) line showed decreased PA content in
control (80%) as well water deficient (60%) plants suggesting that PLDa3 contributes
to basal PA production as well as to stress modulation of this signaling component
(Hong et al. 2008). The same KO line showed decreased AGC2.1 kinase transcript
levels only under salt stress, whereas TOR expression was affected in both, salt and
water deficit conditions. PLDa3 overexpressing (OE) plants did not showed increased
PA or AGC2.1 levels above the WT plants under control, salt stress or water deficient
conditions. However, the TOR transcript levels were increased in OE plants under
both stress conditions. In addition, S6K phosphorylation was decreased in plda3 KO
as compared with WT under salt or water deficit. Considering all these results
together with the previous showing S6K regulation by hyperosmotic stress (Mizoguchi
et al 1998; Mahfouz et al., 2006), a cross-link regulation between PLD-derived PA
and the TOR-S6K pathway is evidenced in the mediation of stress responses in
plants.

Until now, the role of protein kinases in the modulation of cellular responses to stress
has been described. However, the circuit of phosphorylation and dephosphorylation
must be completed and requires the coordinated control of protein phosphatases.
Under this context the PP2A has been implied in stress response in plants (Pais et al.
2009). The Arabidopsis genome encodes five C, three A and 17 B PP2A subunits.
Considering different combinations of these subunits, up to 255 different PP2A
holoenzymes could be formed (Kerk et al. 2002). In Arabidopsis, a PP2A-A mutant
(renl; root curl in naphthylphthalamic acid: NPA) displays tightly curled roots in the
presence of the auxin transport inhibitor NPA. Furthermore, mutant plants are more
sensitive to NPA (Garbers et al. 1996).
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Fig. 3 Cross- Talking between Polar Auxin Transport (PAT) and TOR -S6K signaling pathway.

PID protein (considered as auxin efflux protein and whose expression responds to auxin) and PDK1
are recruited to PIP, enriched membrane fractions where PID phosphorylates to PIN proteins.
Hyperphosphorylated PIN proteins are endocyted and transported from the basal to the apical site of
the cytoplasmic membrane; additionally PDK1 could phosphorylate PID enhancing its activity and
modulating intracellular auxin concentration. On the other hand, the TOR-S6K pathway, which is
activated by auxin together with PDK1, phosphorylates S6K to promote cell growth. PDK1 could
represent an intermediate in the cross-talk between TOR-S6K and PAT signaling. In addition, it has
been proposed that both, PAT and TOR-S6K pathways are negatively regulated by PP2A, which could
dephosphorylate PIN and S6K proteins modulating hence PIN intracellular localization, auxin
concentration and cell growth. In this scenario, TOR activation under favorable growth conditions

would negatively impact PP2A activity, enhancing in this way cell growth.

There is a scarce knowledge about the regulatory subunits PP2A-B and PP2A-C in
plants. Since S6K activity is sensitive to osmotic stress, it has been hypothesized that
PP2A might be responsible for S6K regulation in the plant osmotic stress response.
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However, in our work group, it was recently demonstrated that PP2A activity is
diminished during osmotic stress, at least in root tissues (Chavez-Avilés et al. 2012).
Therefore, a missing regulator should cover such action. Moreover, Tap42/o4
homologs are present in plant genomes. The Arabidopsis thaliana homolog of
Tap42/a4, designated TAP46, was identified through its interaction with the PP2A
catalytic subunits in a yeast two-hybrid system and by co-immunoprecipitation (Harris
et al. 1999). In a recent report, the functions and phosphatase regulation of plant
TAP46 was characterized showing that TAP46 interacted with PP2A and PP2A-like
phosphatases PP4 and PP6, modulating PP2A activities (Ahn et al. 2011).
Additionally, Tap46 depletion reproduced the phenotype of TOR-RNAI lines including
repression of translation, activation of autophagy and nitrogen mobilization. These

results indicate that Tap46 could act as a positive effector of TOR signaling in plants.
6.3.9 Autophagy and TOR signaling

Under stress conditions or during senescence, plant cells recycle their cytoplasmic
content. This process is called autophagy, which is induced by multiple abiotic and
biotic stresses, including nutrient deficiency, oxidative, salt and drought stresses, and
pathogen invasion (Liu et al. 2005; Toyooka et al. 2006; Hofius et al. 2009; Shin et al.
2009). In this regard, a recent study in the green alga Chlamydomonas reinhardtii
showed that autophagy is induced upon rapamycin treatment (Pérez-Pérez et al.
2010). In the budding yeast and mammalian cells, rapamycin also triggers autophagy,
indicating that TOR is a negative regulator of this process. The Atgl/Atgl3 complex
[encoded by ATG (AuTophaGy) genes] is required at an early stage of autophagy
initiation to induce autophagosome formation and has been identified as TOR
substrate in metazoans. TOR phosphorylates Atg13 in a nutrient dependent-manner.
RNAI-AtTOR lines with decreased AtTOR expression have constitutive autophagy
and increased expression of some ATG genes, even in the absence of stress
conditions. Such autophagy is dependent on the autophagy gene AtATG18a (Liu and
Bassham 2010). These data suggest that TOR might negatively regulate autophagy

from photosynthetic unicellular organisms to multicellular plants.
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6.3.10 TOR signaling modulation by sucrose

Plant growth critically depends on signaling systems that provide information from the
prevailing internal and external conditions. Information of cellular metabolites
availability such as sugars and amino acids is of crucial importance for plants, which
possess sophisticated signaling systems that respond to metabolite concentrations.
Sugar availability is a powerful growth driver since sugars acts both, as immediate
substrates for intermediary metabolism and as effective signaling molecules
(Smeekens et al. 2010).

In general, sugar availability is linked to growth and development. It is unknown how
exactly the sugar availability controls growth because this disaccharide is readily
converted into fructose and glucose, and vice versa (Hummel et al. 2009; Smeekens
et al. 2010). During the day, plants generate carbon resources by photosynthesis;
During the night, carbon is remobilized to support metabolism and growth (Hummel et
al., 2009). In recent years important progress has been made identifying the dominant
plant growth controlling regulatory systems that receive input from sugars and sugars-
derived metabolic signals. These systems are either, growth promoting or growth
inhibitory. Systems that promote growth include the hexokinase (HXK) glucose
sensor, the trehalose 6-phosphate (T6P) signal, and the TOR kinase system. The
growth inhibitory systems are the SNF1-related Protein Kinasel (SnRK1) and the
C/S1 bZIP transcription factor network (Smeekens et al., 2010).

In plants, SNRK1 controls metabolism at different levels. SnRK1 phosphorylates
central enzymes involved in primary metabolism usually leading to their inactivation
(Polge and Thomas 2007; Halford and Hey 2009). In addition, ShnRK1 was shown to
be a central integrator of stress and energy signaling in plants, causing extensive
reprogramming of gene transcription and controlling plant growth (Baena-Gonzalez et
al. 2007). The function of the SNF1/AMPK/SnRK1 gene family seems to be well
conserved in plants. In mammals, activated AMPK inhibits TOR kinase by
phosphorylating the GAP (GTPase activating protein) TSC2. Phosphorylated TSC2
stimulates Rheb GTPase activity and thereby inhibits TOR, which is only activated in
the Rheb-GTP bound state. Moreover, AMPK phosphorylates and inhibits the TOR

75



11QB-UMSNH Chdvez-Avilés

activator protein RAPTOR (Gwinn et al. 2008). Recent evidence shows that glucose
strongly activates TOR activity in Arabidopsis seedlings, promoting vigorous growth.
Such effects are strongly delayed by rapamycin treatment (Xiong and Sheen 2012).
Therefore, a connection between plant SnRK1 and TOR signaling pathways would be

an important area of investigation to pursue in the future.
6.3.11 CONCLUDING REMARKS

The information depicted about the role of TOR-S6K signal transduction pathway in
the growth and development in mammals and yeast has been crucial to gain insights
about the functions of this signaling pathway in plants. However, due to the plants
nature per se, the comprehension about perception and transduction of intrinsic and
extrinsic signals greatly complicates the interpretation of its physiological and cellular
effects. Although several conserved mTORC1 complex components has been
described in plants, we are only beginning to understand the functions of the plat
TOR and its partners. Moreover, the molecular mechanisms by which they act are
poorly understood also and since several components are missing in plant genomes,
is logic to consider that plants must be developed alternative mechanisms to cover
such functions, and such mechanisms remains to be discovered yet. The scenery
described before shown us that the information obtained must be interpreted carefully
because there are unique aspects in the regulation of TOR-S6K pathway, depending
on the organism and the tissue or cell type. This will lead us to get the most
approximated understanding of TOR mechanistic regulation. Hence, we must to have
an open perspective to find novel functions developed by the closer components of
the plant TOR-S6K signaling.
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VIl DISCUSION GENERAL

7.1 Efectos del estrés osmético inducido por NaCl sobre el crecimiento de la raiz

primaria y el desarrollo de raices laterales.

La modulacién de la ASR en respuesta a diversos estimulos juega un papel decisivo en
la adaptaciébn de las plantas a condiciones de estrés, generando la respuesta
morfogenética inducida por estrés (SIMR por sus siglas en inglés) caracterizada por el
acortamiento de la raiz primaria (inhibicion de la elongacion de la raiz) y una induccién
del desarrollo de raices laterales (incremento en el nUmero de raices laterales) (Potters
et al. 2007). Estudios recientes han proporcionado datos sobre los mecanismos
moleculares y celulares por los cuales las plantas responden al estrés osmatico
generado por una elevada concentracion de sales en el medio de crecimiento. El estrés
osmatico inducido por NaCl inhibe el crecimiento de la raiz primaria reduciendo la
division y elongacion celular (West 2004). Sin embargo, las descripciones de los
efectos del estrés osmoético inducido por NaCl sobre el desarrollo de RLs son
inconsistentes, debido a que se ha reportado tanto la estimulacién como la inhibicion de
la emergencia y crecimiento de RLs en Arabidopsis (West 2004; Wang et al. 2004;
Zolla et al. 2010; Zhao et al. 2011). Por lo que no ha podido definirse si la salinidad
desencadena una SIMR caracteristica. Los resultados del presente estudio, muestran
gue a 100 mM NacCl, las plantulas exhiben un crecimiento de la raiz primaria disminuido
y una estimulacion del desarrollo de RLs, similar a lo reportado por Wang et al. (2009).
Sin embargo, los diferentes resultados que han sido obtenidos en reportes previos,
quizas se deba a las diferencias en las condiciones experimentales y formulaciones de
los medios (West et al. 2004; Wang et al. 2009; Zolla et al. 2010; Zhao et al. 2011).

7.2 El transporte polar de auxinas esté involucrado en la respuesta morfogenética

inducida por estrés

Las plantas activan diferentes mecanismos moleculares y fisioldgicos para adaptarse al
estrés salino y reprogramar su crecimiento. Por otra parte, se sabe que las auxinas son
las principales sefales intrinsecas que controlan la formacién de los organos,

incluyendo las RLs (Benkova et al. 2003; Friml et al. 2003). El desarrollo de RLs es
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regulado por la formacion de gradientes de auxinas y el establecimiento de maximos de
auxinas en el apice de la raiz (Casimiro et al. 2001; Osmont et al. 2007; Péret et al.
2009). Para demostrar la participacion de estos fitoreguladores en la SIMR inducida por
el estrés osmotico empleamos la linea transgénica DR5::uidA. El estrés osmoético
inducido por NaCl estimulé la acumulacion de auxinas activas, observada como un
incremento en la actividad de GUS en los tejidos vasculares y en las puntas de las
raices primarias y laterales. Estos resultados son consistentes con los reportados por
Wang et al. (2009), donde mostraron que el tratamiento con NaCl afecto
considerablemente la distribucion y el contenido de auxinas. Las alteraciones en la
homedstasis de auxinas observadas durante el estrés osmatico inducido por NacCl
pueden ser explicadas principalmente por tres procesos: un incremento en la
sensibilidad a las auxinas, un aumento en la produccién de éstas o mediante la
modulacion del TPA. El incremento en la densidad de RLs observada en condiciones
de estrés fue casi completamente inhibido por el inhibidor del transporte polar de
auxinas, el acido naftilptalamico (ANP), a pesar de que 1 uM ANP fue capaz de inhibir
por completo el TPA. Lo anterior sugiere que la modulacion del TPA podria ser el
mecanismo mediante el cual se altera la homedstasis de las auxinas en respuesta al
estrés osmotico inducido por NaCl. Adicionalmente, el ANP tiende a disminuir el
namero de primordios de RLs (PRLs), los cuales se incrementan durante el estrés
osmotico sugiriendo que la induccion del desarrollo de novo de PRLs inducido por el
estrés osmotico es mediado por un incremento en el TPA. La propuesta de que la
SIMR inducida por el estrés osmatico, fue originada por la modulacion del TPA el cual
desencadené el desarrollo de PRLs. Esta suposicidon es consistente con el trabajo de
Zolla et al. (2010), quienes observaron que la proliferacion de RLs es mediada por el

estrés salino, promoviendo la acumulacion de auxinas en los PRLs en desarrollo.
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7.3 La actividad de PP2A y la respuesta morfogenética inducida por NacCl

En el presente trabajo se demostré que el TPA es clave en la SIMR. En el transporte
polar de auxinas, el acarreador de eflujo de auxinas PIN2, es distribuido
asimétricamente dentro de las células (Ottenschlager et al. 2003), dicha redistribucién
es dependiente de los niveles asi como de la localizacion de las proteinas PIN2
(Paciorek et al. 2005; Wisniewska et al. 2006). La localizacion de las proteinas PIN es
regulado por su estado de fosforilacion, dicho proceso es realizado por la Ser/Thr
cinasa PINOID, la cual fosforila a las proteinas PIN guiandolas a la parte apical de las
células (Christensen et al. 2000; Benjamins et al. 2001), mientras que la defosforilacion
es realizada por las fosfatasas PP2A generando las formas hipofosforiladas de las
proteinas PIN induciéndo su localizacion basal (Michniewicz et al. 2007). La
modulacién de la ASR durante el estrés osmotico inducido por NaCl fue dependiente de
la redistribucién de auxinas; por esta razén, se determiné la actividad de la PP2A en
raices de plantulas estresadas, encontrandose una disminucion hasta del 60%.
Mutantes de Arabidospis rcnl, que codifican para la subunidad Al de la PP2A,
mostraron una sensibilidad incrementada al estrés osmoético (Blakeslee et al. 2008),
sugiriendo que la actividad de la proteina PP2A es requerida para la tolerancia al
estrés. Adicionalmente, las mutantes rcnl presentan un incremento en el transporte
basipetal de auxinas en hipocotilos y raices (Rashotte et al. 2001), el cual correlaciona
con el bajo nivel de actividad de la PP2A de la mutante (50% aproximadamente)
(Deureré et al. 1999). Juntos estos datos, soportan la hipétesis de que la actividad de
PP2A es regulada negativamente durante el estrés osmotico y que dicha regulacion
incrementa el TPA induciendo asi el desarrollo de raices laterales. Para establecer una
coneccion entre la actividad de la PP2A y la modulacion de la ARS inducida por el
estrés osmotico, analizamos el efecto del inhibidor de la PP2A, el acido okadaico (AO)
a 1 nM, dosis a la cual se inhiben especificamente las proteinas fosfatasas 2A (Rojo et
al. 1998). A esta concentracion, el AO no induce cambios en la ASR, lo cual puede ser
explicado por el hecho de que dicha concentracion fue determinada para inhibir el 50%
en extractos celulares (Rojo et al.1998), asi por lo tanto, se requieren dosis mas
elevadas para producir efectos similares a los del estrés osmotico (Deurere et al. 1999).

Adicionalmente, observamos un efecto aditivo del AO sobre el acortamiento de la raiz
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primaria y un incremento en la densidad de RLs en plantulas crecidas en el medio con
el estrés adicionado con el AO. ElI TPA también incrementd en las RLs y RP en
plantulas tratadas con el estrés mas el AO. Estos datos apoyan la hipétesis del papel
de la actividad de la PP2A durante el estrés salino, indicando que una comunicacion
cruzada entre las auxinas y la sefalizacion desencadenada por el estrés osmatico, que
modula el proceso del desarrollo de las RLs mediante la acumulacion y distribucion

espacio temporal de auxinas.

7.4 Papel de las proteinas S6Ks de Arabidopsis en la respuesta morfogenética

inducida por estrés

En el presente estudio observamos que existe una modulacion del desarrollo de la
ASR, por efecto del estrés osmotico inducido por NaCl. Debido a que la via de
sefalizacion TOR-S6K regula la sintesis de proteinas, el crecimiento celular y las
respuestas a estrés en mamiferos (Laplante y Sabatini 2012) y en plantas (Mahfouz
2006; Deprost et al. 2007), analizamos la regulacion de la expresién de los genes S6K1
y S6K2 en raices de plantulas de Arabidopsis crecidas en condiciones de estrés. El
estrés osmatico inducido por NaCl estimulé 2 y 6 veces la expresion de los transcritos
de S6K1 y S6K2, respectivamente; estos datos sugirieren que ambas proteinas podrian
estar involucradas en las respuestas de adaptacion al estrés, y especificamente S6K2
podria ser un elemento clave en dicho proceso debido a que los niveles de transcritos
S6K2 aumentaron tres veces mas con respecto a los de S6K1. Estos resultados son
consistentes con los observados por Mizoguchi et al, (1994) donde observaron que los
niveles de expresion de ambos transcritos incrementan marcadamente en respuesta a
estrés salino o estrés por frio en plantas de Arabidopsis. Adicionalmente, se ha descrito
que se estimula la expresion de S6K2 en los cultivos en suspension de Arabidopsis
cuando alcanzan la fase estacionaria (Turck 2004), reforzando la hipétesis de que
S6K2 podria desemperfiar un papel clave en la mediacion de las respuestas a estrés.
Sin embargo, Mahfouz et al. (2006) reportaron que la actividad de S6K1 en hojas
transgénicas de tabaco es sensible a estrés osmoético (disminuyendo su actividad
cuando son tratadas con manitol). Por lo que para determinar cudl es la participacion

de las proteinas S6Ks de Arabidopsis en la modulacién de la ASR en respuesta al
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estrés osmotico inducido por NaCl, se analizé el efecto del estrés osmotico en lineas
knockout s6kl y s6k2. Estas mutantes se sometieron a curvas dosis respuesta al NaCl,
en donde se observé el comportamiento antes descrito en la linea silvestre, (el
acortamiento de la RP y el incremento en el desarrollo de RLS), mientras que ambas
lineas mutantes mostraron tolerancia a la inhibicion del crecimiento de la RP hasta 100
mM NaCl. Adicionalmente, s6kl y s6k2 en condiciones control desarrollaron menos
RLs, indicando que la funcion de las dos cinasas es necesaria para el desarrollo normal
de la ASR. En los medios con diferentes concentraciones de NaCl, el numero de RLs
en las mutantes se mantuvo por debajo con respecto a la WT, y a 100 mM NacCl
solamente se observé el 50% con respecto a la WT. Por otra parte, la mutante s6k1
mostré una tendencia a aproximarse al fenotipo desarrollado por la WT en respuesta al
estrés (125 mM NacCl), no siendo asi para la s6k2, la cual mostré el efecto maximo a
100 mM NaCl. Interesantemente, la linea WT mostr6é un incremento en la DRL que no
fue observado en el crecimiento individual, situacion que pudo haber sido generada por
el crecimiento lado a lado con las lineas mutantes y que pudiera haber sido estimulado
el desarrollo de RLs por efecto de la densidad poblacional en el medio. Aunque
mediante el analisis por tratamiento se determind que ambas mutantes muestran
tolerancia a los efectos desencadenados por el estrés, se puede apreciar un
comportamiento similar en la silvestre, s6kl y s6k2, por lo que se realiz6 un analisis de
varianza (Anova) de componente principal (por linea) tomando como variable la DRLs
para determinar el efecto global de todos los tratamientos sobre el desarrollo de las
RLs. Se encontré que ambas mutantes son tolerantes al efecto de induccion de la
DRLs antes descrito. En conjunto, estos datos sugieren que las proteinas S6Ks podrian
estar participando en la mediacién de la respuesta al estrés osmatico inducido por
NacCl.
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7.5 Papel del transporte polar de auxinas, el acido fosfatidico y las proteinas

S6Ks en la respuesta morfogenética inducida por estrés

Las plantas activan diferentes mecanismos moleculares y fisioldgicos para adaptarse al
estrés osmotico. Anteriormente fue descrito que la SIMR inducida por NaCl fue
dependiente de la redistribucién de las auxinas mediante la modulacién del TPA y que
el ANP inhibia los efectos inducidos por el estrés. Los inhibidores del TPA como el ANP
afectan el flujo de auxinas mediante la inhibicién del trafico vesicular (Bailly et al. 2008).
Sobre este ultimo proceso, se ha demostrado que el PA producido por la PLDZ2 regula
el trafico vesicular el cual es requerido para la respuesta a auxinas (Li y Xue. 2007; Xue
et al. 2007). Adicionalmente, la adicion del PA al medio estimula el reciclamiento
vesicular y el TPA en la zona de transicion de la raiz (Mancuso et al. 2007). Por tal
motivo, decidimos probar si existia un enlace entre la estimulacion del TPA mediado
por el estrés osmatico con el fenotipo de tolerancia de las mutantes knockout en s6k1 y
s6k2 descrito con anterioridad en funcion de la produccion de PA, por lo que se
determind la produccion de PA en las raices de plantulas crecidas 8 ddt en medios con
100 mM NacCl. Interesantemente, encontramos que ambas mutantes en condiciones
control producen hasta 2 veces mas PA con respecto a la linea WT, sin embargo en
condiciones de estrés osmatico inducido por NacCl, la linea WT incrementé los niveles
de produccion de PA en respuesta al estrés. Este dato es consistente con lo reportado
por Yu et al. en el 2010 (Yu et al. 2010), donde se observé un incremento en los niveles
de producciéon de PA en respuesta al NaCl en hojas de plantas de Arabidopsis. Sin
embargo, en las lineas mutantes se observéo un comportamiento diferencial: en la
mutante s6k1l no se observaron cambios en la produccion de PA en respuesta al
estrés, mientras que en la mutante s6k2 se disminuyd la produccién de PA hasta en un
50% con respecto a la condicion control. Estos datos sugieren que la S6K2 desempefia
un papel preponderante en las respuestas al estrés osmotico inducido por NacCl.
Adicionalmente ambas cinasas podrian modular la produccion de PA diferencialmente,
ya que en condiciones control la ausencia de cualquiera de ellas estimula la produccion
de PA, mientras que en condiciones de estrés mostraron un comportamiento

diferencial. Estos datos sugieren que podria existir comunicacion cruzada entre la
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mediacion de las respuestas al estrés osmotico, mediado por el incremento en el TPA,

y la via TOR-S6K a través de la produccion de PA.

En sintesis, el aumento de los transcritos en S6K1 y S6K2, los fenotipos de tolerancia
al acortamiento de la raiz primaria y del incremento de la DRL de ambas mutantes,
especialmente la s6k2, asi como los datos de produccién del PA sugieren que las
proteinas S6K de Arabidopsis actian como reguladores positivos de la respuesta al
estrés osmotico inducido por NaCl. Adicionalmente, debido a los eventos fisiologicos
gue anteriormente fueron descritos, se sugiere que existe una comunicacion cruzada
en la regulacién de las respuestas al estrés osmotico entre la produccion del PA, el
TPA, la modulacion de la actividad de la PP2A asi como de la actividad de las S6Ks,
dado que la sefalizacion de TOR-S6K es activada por auxinas, estas a su vez inducen
el desarrollo de la ASR mediante la regulacién negativa de las proteinas PP2A cuya
regulacion podria ser dependiente de la sefalizacion de auxinas y que a su vez las
S6Ks podrian estar modulando la produccion de PA, autoregulando mediante un
mecanismo de retroalimentacién a la via de sefalizacion TOR-S6K y por ende la
actividad de la PP2A.
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VIl CONCLUSIONES

Las plantas como organismos sésiles emplean diferentes mecanismos de manera
coordinada para confrontar el estrés osmoético y asegurar la supervivencia. Es
importante determinar el orden en el que estos eventos ocurren, para poder describir
asi, los cambios en la fisiologia vegetal originados a través de la modulacion de los
eventos de sefalizacion en respuesta a la percepcion de las condiciones ambientales.
El objetivo del presente estudio fue tratar de establecer las posibles vias de
sefalizacion involucradas en la mediacion de las respuestas al estrés osmoético
inducido por NaCl. Se encontr6 que el estrés genera una respuesta morfogenética
caracteristica (una disminucién del crecimiento de la raiz primaria y una estimulacion
en el desarrollo de raices laterales) mediada a través de la regulacion del transporte
polar de auxinas (TPA). Se observé que durante el estrés osmatico la actividad de
fosfatasa de PP2A disminuy6 en un 50%, se observo un incremento en los transcritos
de S6K1 y S6K2 en respuesta a dicho estrés y que la mutaciéon en dichos genes
origind un fenotipo de tolerancia al estrés osmatico inducido por NaCl. Adicionalmente,
la produccion de acido fosfatidico (PA) incrementa en condiciones de estrés y que en
las mutantes en s6kl y s6k2 la regulacién de la produccion de PA fue alterada
diferencialmente. Los datos encontrados sugieren la existencia de un probable
mecanismo de retroalimentacion mediado a través de la produccion del PA. ElI PA
podria desarrollar un papel central en los eventos de sefializacion que conducen a la
modulacién de la expresion y/o actividad de las proteinas S6K y PP2A en funcion de la
regulacion del TPA. Esta hipotesis surge debido a que nuestros resultados sugieren
gue la PP2A actia como un regulador positivo sobre la arquitectura del sistema
radicular en la respuesta al estrés osmotico inducido por NaCl sobre la arquitectura del
sistema radicular, mediante un mecanismo que involucra la redistribucion de auxinas.
Dicha redistribucion es posiblemente mediada a través del PA producido durante el
estrés, el cual podria actuar como un efector positivo en la regulacion de la expresion
y/o actividad de las proteinas S6K, preponderantemente de la S6K2. Debido a que la
expresion de los genes S6Ks es inducida por el estrés por NaCl y durante este estrés

se incrementa el TPA el cual podria aumentar la actividad de S6K. Por lo tanto las
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proteinas S6Ks podrian estar regulando de manera positiva las respuestas al estrés

osmotico a traves de la regulacion diferencial de la produccion del PA.
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IX PERSPECTIVAS

En el presente trabajo nos permitié plantear una nueva hipotesis acerca del mecanismo
de sefalizacion en la mediacion de las respuestas al estrés osmatico. Por tanto, es
importante tratar de obtener la evidencia que sostenga dicha hipoétesis por lo que se

plantean las siguientes preguntas.
9.1 Movilizacién del marcador DRS5::uidA a las lineas mutantes en s6k1y s6k2.

Debido a que en el presente trabajo se determin6 que la mediacién de las
modificaciones de la arquitectura del sistema radicular estan en funcion de la
redistribucion de auxinas es importante determinar el estado del TPA en dichas

mutantes.
9.2 Modulacion de la actividad de PP2A a través de la produccion del PA.

En el presente trabajo se determind que durante el estrés osmoético inducido por el
NaCl existe una disminucion marcada en la actividad de PP2A y que se incrementa la
produccion del PA, por lo que es importante establecer si el PA podria actuar como un

regulador de actividad de la PP2A como en las PP2C.
9.3 Papel de los Inositol polifosfatos (IPn) en la regulacion de la expresion génica.

En el presente trabajo se determind que durante el estrés osmotico inducido por NaCl
hay un incremento en los niveles de expresion de S6K1 y S6K2. Adicionalmente se ha
determinado que la S6K2 es de localizacion principalmente nuclear, y ya que durante el
estrés osmotico se puede generar una disminucion de la disponibilidad de fosfato, y
bajo estas condiciones la regulacion de la expresion de ciertos genes esta en funcion
del sistema de regulacion transcripcional PHO, por lo que seria interesante determinar
si existe una correlacion entre la activacion de dicho sistema y la regulacion de la

expresion de la S6K2.
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