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RESUMEN

La via de sefalizacién de la proteina diana de la rapamicina (TOR, por sus siglas
eninglés) desempefia un papel fundamental en la respuesta de las plantas al estrés,
ya que regula el ciclo celular para mantener un equilibrio entre la proliferaciény la
diferenciacion celular. En mamiferos uno de los principales blancos del complejo
TOR de mamiferos (mTOR) es la proteina Akt, la cual regula diversos procesos
celulares entre los que se encuentra el crecimiento y diferenciacion celular. En
plantas no se ha reportado una proteina Akt, sin embargo, varios componentes de
la via de sefalizacion de mTOR se conservan en plantas, como es el caso de la
proteina cinasa dependiente de 3-fosfoinositidos 1 (PDK1), un regulador maestro
conservado de las cinasas AGC (familias de proteina cinasa A, G y C (PKA, PKC,
PKG) en organismos eucariotas. La activacion de TOR por PDK1 en plantas no se
comprende por completo. En este proyecto, se estudio la participacion de algunos
elementos de la via de sefializacién de TOR en plantas. Como primer enfoque se
realizé una busqueda de proteinas que pudieran cumplir la funcién de la proteina
Akt ya que en el genoma de Arabidopsis thaliana no esta presente un ortélogo de
Akt. Se realizaron inmunoprecipitaciones con anticuerpos monoclonales originados
contra Akt, utilizando extractos de proteinas de plantas silvestres del ecotipo
Columbia-0 (Col-0). La secuenciacion de las proteinas obtenidas de esas
inmunoprecipitaciones indico elementos propios del ciclo celular, interesantemente
entre los elementos encontrados esta presente la cinasa WEE1 un regulador
maestro del sistema de rescate de dafios en el ADN en los meristemos, por lo tanto,
como segundo enfoque se estudid la participacién de dicha cinasa en la via de
sefalizacion de TOR en A thaliana. Para llevar a cabo esta evaluacion se utilizo el
inhibidor BX517, un inhibidor de PDK1 de mamiferos. La actividad de la proteina
TOR y la expresion de WEE1 se analizaron a través de transferencias de proteinas
y la actividad del gen reportero, respectivamente. Su relacion con la progresion del
ciclo celular meristematico se probd a través de analisis genéticos, los cuales
demostraron que BX517 redujola actividad de la cinasa TOR, activando la expresién

de WEE1 en los meristemos de los brotes, las raices y las raices laterales, e inhibid




la progresién del ciclo celular meristematico en las raices. Esto sugiere que PDK1
es un elemento critico para las respuestas de las plantas a los factores mitogénicos
a través de la modulacién de la actividad de TOR. Nuestros hallazgos sugieren una
relacion entre un ortdlogo de PDK1 con la modulacién de la actividad de TOR y la

expresion de la cinasa WEE1 para el crecimiento y las respuestas al estrés en las
plantas.
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ABSTRACT

The Toll-like protein of rapamycin (TOR) signalling pathway plays a key role in the
plant stress response by regulating the cell cycle to maintain a balance between cell
proliferation and differentiation. In mammals, one of the major targets of the
mammalian TOR complex (mTOR) is the Akt protein, which regulates a variety of
cellular processes including cell growth and differentiation. However, several
components of the mTOR pathway are conserved in plants, such as 3-
phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1), a conserved master regulator
of the AGC kinase (protein kinase A, G and C (PKA, PKC, PKG)) families in
eukaryotic organisms, which could directly activate the TOR complex, but TOR
activation by PDK1 in plants is not fully understood. In this project, the involvement
of some elements of the TOR signalling pathway in plants was investigated. The first
approach was to search for proteins that could perform the function of the Akt protein,
since there is no Akt ortholog in the Arabidopsisgenome. Immunoprecipitations were
performed with monoclonal antibodies against Akt, using protein extracts from wild-
type Columbia-0 (Col-0) plants.

Sequencing of the proteins obtained from these immunoprecipitations revealed cell
cycle elements; interestingly, among the elements found was the WEE1 kinase, a
master regulator of the DNA damage repair system in meristems, so as a second
approach the involvement of this kinase in the TOR signalling pathway in A. thaliana
was studied. The inhibitor BX517, a mammalian PDK1 inhibitor, was used for this

evaluation. TOR protein activity and WEE1 expression were analysed by protein
transfer and reporter gene activity, respectively.

Their relationship with meristematic cell cycle progression was tested by genetic
analysis, showing that BX517 reduced TOR kinase activity, activated WEE1
expression in shoot, root and lateral root meristems, and inhibited meristematic cell
cycle progression in roots, suggesting that PDK1 is a critical element in plant

responses to mitogenic factors through modulation of TOR activity. Our results




suggest a link between an orthologue of PDK1 with modulation of TOR activity and

WEE1 kinase expression for growth and stress responses in plants.




1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos sésiles que han adaptado su desarrollo en funcion de
los diversos factores de su entorno, que incluyen cambios en las condiciones
ambientales como la luz, la temperatura, la disponibilidad de agua y nutrientes, asi
como sus interacciones con otros organismos (Jurgens, 2001; Fu et al. 2020).
Ademas, las respuestas al estrés de la planta siempre van acompafadas de
extensos cambios transcripcionales, traduccionales y metabdlicos para redirigir la
energia y los recursos de nutrientes para la adaptacion del estrés, en donde la
senalizacion por la via de TOR (del inglés, Target Of Rapamycin) es esencial en la
integracion de estimulos ambientales, disponibilidad de nutrientes y energia. La
proteina TOR se ha considerado un regulador maestro del mantenimiento de la

energia y la homeostasis metabdlica en todos los organismos eucariotas (Fu et al.
2020).

En animales y levaduras, la proteina TOR forma dos complejos proteicos llamados
TORC1 y TORC2. EIl primero consiste en la cinasa TOR, LST8 (Lethal with Sec
Thirteen8) y RAPTOR (Regulatory Associated Protein of mTOR) que regula el
crecimiento celular, la traduccion y la autofagia en una manera sensible a la
rapamicina. El complejo TORC2, ademas de la cinasa y LST8, estd compuesto por
la proteina RICTOR (Rapamycin Insensitive Companion of TOR) y, a diferencia de
TORC1, es insensible a la rapamicina. TORC2 regula el crecimiento de células
polarizadas, el citoesqueleto y la proliferacion celular (Sarbassov et al. 2014). La
mutacion de cualquierade los componentes principalesde TORC1,2 es letal, lo que
desencadena la detencion del crecimiento durante el desarrollo embrionario. En
2002, se describié la proteina TOR en la planta modelo Arabidopsis thaliana
(Menand et al. 2002). Hasta ahora, solo se ha identificado un complejo tipo TORC1

en las plantas, ya que no tienen ortélogos para RICTOR.

El complejo TOR de Arabidopsis es un centro de integracion para sefiales
nutricionales, hormonales y de crecimiento, que traduce esta informacion a través

de sus blancos, lo que permite la adaptacion sistémica a los cambios ambientales.
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Los principales componentes rio arriba de la via de sefializacion de TOR no han
sido completamente descritos en plantas. Sin embargo, la disponibilidad de
genomas secuenciados ha permitido explorar la homologia y proponer los
componentes rio arriba de la via de sefalizacidn en plantas, como es el caso de la
cinasa PDK1, que es uno de los componentes principales de la via de senalizacion
de TOR. PDK1 es una proteina cinasa de serina/treonina conservada en eucariotas
(Xiao y Offringa, 2020), conocida por su papel clave como activador de otras cinasas
AGC que desempenan funciones celulares cruciales en levaduras, humanos y
ratones. En Arabidopsis, PDK1 se une a una amplia gama de fosfolipidos,
especificamente fosfoinositoles, cuya abundancia esta controlada por la fosfatasa
PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome) (Yang et al.
2013). Arabidopsis tiene dos genes PDK1 homologos, AT5G04510 (ATPDK1.1) y
AT3G10540 (ATPDK1.2), a diferencia de las levaduras y animales, las mutantes de
PDK1, PDK2 con pérdida de funcion en Arabidopsis son viables (Xiao y Offringa,
2020). Las mutantes con pérdida de funcion muestran defectos de desarrollo
severos, incluidos los cotiledones fusionados, una raiz primaria corta, una estatura
enana y defectos en la fertilidad masculina (Xiao y Offringa, 2020), destacando el
papel crucial de la proteina PDK en el crecimiento de las plantas. Sin embargo,
existe evidencia escasa sobre el papel de las proteinas PDK1 en la sefializacion de

TOR en las plantas.

La via de sefalizacion TOR tiene una funcion vital en permitir que las plantas se
adapten al estrés regulando el ciclo celular para mantener el equilibrio entre la
proliferacién celular y la diferenciacion (Anthony et al. 2014). Por ejemplo, la
distribucidn del azucar en las plantas promueve las transiciones del ciclo celular G2
a My S-fase (Anthony et al. 2014) y activa la cinasa TOR para controlar la
proliferacion celular. Ademas, PDK1 se expresa de manera ubicua en todos los
tejidos vegetales, es abundante en 6rganos de rapido crecimiento y células
divisorias y se activa durante el reingreso de las células en el ciclo celularen la fase
G1 después de lainaniciondel azucar, lo que indicaque la activacion de PDK 1 tiene

un papel fundamental en el crecimiento y la division celular (Anthony et al. 2014).
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La regulacién del ciclo celular en el meristemo juega un papel critico en el patrén de
las plantas, el crecimiento y el desarrollo en condiciones normales y de estrés (Ko
et al. 2018). Al igual que en otros organismos eucariotas, el ciclo celular en las
plantas esta compuesto por tres fases preparatorias durante la interfase, G1, Sy

G2, seguido de mitosis y citocinesis (Adachi et al. 2011).

Los dos puntos de control clave G1/S y G2/M en el ciclo celular eucariota
representan umbrales para el inicio de la replicaciony la mitosis, respectivamente
(Zhao et al. 2012). En cada punto de control, un complejo protein-cinasa
dependiente de ciclina (CDK) controla el ciclo celular fosforilando un conjunto
diferente de proteinas (De Schutter et al. 2007; Dissmeyer et al. 2007, 2009;
Harashima et al. 2007). Las plantas poseen la activacién transcripcional de la cinasa
reguladora del ciclo celular WEE1, que en Arabidopsis ocurre en respuesta a los
agentes que dafian el ADN (por ejemplo, irradiacion y y zeocina). Ademas,
recientemente Pan et al. 2021 han reportado una nueva via de sefalizacion para
WEE1 en donde indican que esta cinasa de Arabidopsis interactua directamente
con la ubiquitina ligasa E3 FBL17 que promueve la degradacion de los inhibidores
de CDK. En mamiferos la cinasa WEE1 también fosforila y desestabiliza la
proteccidon equivalente a FBL17, indicando que esto es un mecanismo conservado
(Pan et al. 2021). Ademas, se ha reportado que, en los metazoarios, la regulacion
de WEE1 por la sefializacién de TOR es un mecanismo conservado que ayuda a
acoplar los controles del ciclo celular y el crecimiento (Atkin et al. 2014), sin
embargo, como las plantas integran PDK1, TOR vy la sefializacién de WEE1 en la

cascada de division celular permanece desconocido.




2. ANTECEDENTES

2.1 Arabidopsis thaliana

En las ultimas tres décadas, A. thaliana ha sido el modelo vegetal mas usado para
el estudio de procesos genéticos, fisioldgicos, moleculares y del desarrollo vegetal.
Dentro de las caracteristicas que presenta se encuentra que es una planta
dicotiledénea nativa de Europa y Asia que pertenece a la familia Brassicaceae, es
usada ampliamente en el campo de la investigacién cientifica; en parte, porque se
adapta bien a las condiciones de crecimiento del laboratorio, su germinacion in-vitro
dura 2 dias, tiene una alta tasa de autofertilizaciéon y su tamafo de planta adulta es
de alrededor de 30cm (Woodward y Bartel, 2018). Su desarrollo comienza con la
protrusion de la radicula, el hipocatilo y los cotiledones, estructuras primordiales del
sistema radicular y el follaje (Sliwinska et al., 2009). Durante el crecimiento
vegetativo, Arabidopsis desarrolla una roseta basal de donde surgen los tallos
florales. En la etapa de reproduccion, de las flores hermafroditas emergen frutos
alargados llamados silicuas que pueden contener de 30-50 semillas. Finalmente,
alcanza su maduracion y senescencia hasta las 6-8 semanas de edad cuando crece

en fotoperiodo largo (Kramer, 2015).

Las caracteristicas principales de esta planta modelo que han favorecido su uso
son: Tiene uno de los genomas vegetales mas pequefios, el cual esta
completamente secuenciado y anotado (Nature, 408:796-815; 2000). Su ciclo de
vida corto, de entre 6 a 8 semanas desde la germinacion hasta la produccion de
semillas y la planta adulta es pequeia, aproximadamente 30 cm, por lo que se
puede cultivary manipular facilmente en condiciones de laboratorio (Kramer, 2015).

Ademas, muestra una alta eficiencia para la transformacién genética.

Los ecotipos Columbia (Col-0 — Col-8), Wassilewskija (Ws-0 — Ws-4) y Landsberg
erecta (Ler-0 y Ler-1) han sido los fondos genéticos mas populares debido a que se
cuenta con numerosas lineas mutantes generadas mediante el uso de métodos

tradicionales como el tratamiento con metanosulfonato de etilo e irradiacion gamma




(Maple y Mgller, 2007). Incluso, pueden ser transformadas por la bacteria patégena
Agrobacterium tumefaciens, la cual es capaz de integrar ADN de transferencia (T-
ADN) al genoma para formar lineas mutantes y reporteras que proveen informacion
sobre los patrones de expresion y los mecanismos moleculares de regulacion

genética (Hwang et al., 2017).

2.2 Vias de transduccion de sefales

En los organismos, la percepcion correcta de los cambios en las condiciones
variantes de su entorno es un importante mecanismo de supervivenciaque involucra
una amplia gama de vias de transduccion de sefales, las cuales cobran mayor

importancia en las plantas dada su naturaleza sésil (Heyman et al., 2013).

De manera general, una via de transduccion de sefales involucra a receptores,
tipicamente anclados a la membrana plasmatica, aunque también pueden
localizarse libres en el citoplasma o en el nucleo. Cuando un receptor interacciona
con su ligando, ocurre un cambio conformacional que altera su actividad y el
reconocimiento de los blancos proteinicos con los que interactua, en consecuencia,
se puede inducirla produccion intracelular de segundos mensajeros como el calcio,

el inositol 3 fosfato y las especies reactivas de oxigeno (ROS), que amplifican y
transducen la actividad sensorial hacia efectores membranales o citoplasmicos.

En plantas se han identificado diversos tipos de modificaciones postraduccionales
entre las que destacan los procesos de sumoilacion, acetilacion, glucosilacion,
ubiquitinaciény fosforilacion (De la Fuente van Bentem et al., 2007; Piquerez et al.,
2014). Especificamente el proceso de fosforilacion es llevado a cabo por proteinas
con funcién cinasa (“protein kinases”), que catalizan la adicién de grupos fosfato en

residuos de aminoacidos especificos (generalmente serina, treonina o tirosina).

Estas reacciones de fosforilaciéon desempefian un papel fundamental en las vias de

sefalizacion, ya que ademas de ser un proceso rapido, es reversible por la accion




de enzimas con actividad de fosfatasa que remueven el grupo fosfato. De esta
manera, la actividad coordinada de cinasas y fosfatasas es muy util para regular la
amplitud, la especificidad y la duracion de una sefial determinada de manera
eficiente y sutil, ademas es uno los mecanismos mas estudiados para el control de
los procesos celulares (Mishra et al., 2006; De la Fuente van Bentem et al., 2007,
Piquerez et al., 2014). Las mas de 1500 cinasas anotadas en el genoma de A.
thaliana, se han clasificado en familias y subfamilias en funcion de su similitud con
cinasas de otros organismos eucariontes (Lehti-Shiu y Shiu, 2012). Una de las
proteinas cinasas de mayor importancia en A. thaliana es la proteina blanco de la
rapamicina (TOR, por sus siglas en inglés), la cual es una proteina cinasa
evolutivamente conservada relacionada a la cinasa de 3-fosfoinostol (PI3K), que
controla multiples procesos celulares como el metabolismo, el ciclo celular, la

autofagia y la sintesis de proteinas, bajo varios estimulos intra y extracelulares
(Dobrenel et al., 2016; Rexin et al., 2015; Tatebe y Shiozaki, 2017).

2.3 Via de sefnalizacion de TOR en mamiferos

La via de TOR ha sido ampliamente estudiada, principalmente en mamiferos y
levaduras, donde se han encontrado una gran cantidad de componentes de dicha
via. El complejo 1 de mamifeos (mMTORC1) puede ser activado por factores de
crecimiento (por ejemplo, insulina), nutrientes (como aminoacidos) y por el estado
energético (alta disponibilidad de ATP) (Bakshi et al., 2019; Shimobayashi y Hall,
2014). Los factores de crecimiento, como la insulina, activan a mTORC1 a través
de lavia PIBK/(PDK1)/AKT, denominada como via clasica (figura 1). Posteriormente
AKT fosforila al complejo 2 de esclerosis tuberosa (TSC2, también llamadotuberina)
para inducir la inhibicién de TSC1 (también llamado hamartina) por disociacion del
complejo TSC1/TSC2, este complejo actia como una proteina activadora de
GTPasa (GAP) de la proteina GTP pequena homologa de RAS enriquecida en
cerebro (RHEB) (Shimobayashiy Hall, 2014; Tatebe y Shiozaki, 2017). Al ser parte

de la familia de GTPasas Ras, RHEB necesita de la hidrdlisis de un fosfato en la
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molécula de guanosin trifosfato (GTP), produciendo guanosin difosfato (GDP), para
estimular la actividad de mTORC1 al unirse directamente en su dominio cinasa.
(Dibble & Cantley, 2015). Una vez activo el complejo mTORC1 interactua con
diversos factores diana, entre ellos se encuentran las proteinas 4E-BPs (proteinas
de unién al factor de iniciacién de la traduccion 4E eucariota, elF4E), las cuales son
fosforiladas permitiendo la liberacion de elF4E y su asociacion con elF4G para

estimular el inicio de la traduccién (Bjornsti & Houghton, 2004).

El complejo mTORC1 también activa a la cinasa S6K1, la cual interactia con
diversos efectores para el control de la traduccién. En S6K1, mTORC1 media la
fosforilacion de la Thr389 en el motivo hidrofébico, mientras que PDK1 es
responsable de la fosforilacion de la Thr229 en el bucle-T. La fosforilacion por
MmTORC1 esta auxiliada por RAPTOR, este ultimo media la interaccion entre TOR y
S6KA1. El sitio Thr389 se encuentra conservado en la S6K1 de plantas (Dinkova et
al., 2007; Xiong & Sheen, 2015).

Cuando S6K1 se encuentra activa, ésta fosforila a la proteina ribosomal S6 (S6rp)
en la subunidad 40S lo que provoca un aumento en la traduccién de un conjunto de
MARNSs que contienen en su extremo 5’ un tracto oligopirimidinas (5’ TOP). Entre
los productos codificados por este tipo de mMARNs se encuentran componentes del
aparato de la traduccion tales como otras proteinas ribosomales y factores de

elongacion (Wullschleger et al., 2006).
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Figura 1. La via PI3K/Akt/mTOR en mamiferos.

Los factores de crecimiento, una vez reconocidos por su receptor, activan a PI3K'y
Akt, quien directamente fosforila a mTOR e inhibe a los complejos TSC1/2,
propiciando la activacion de la via. Rio abajo se lleva a cabo la fosforilacion de la
cinasa S6K y de 4E-BP lo cual afecta en el equilibrio del crecimiento, proliferaciony

supervivencia celular. (Modificado de Ruggeroy Sonenberg, 2005).

2.4 Via de sefalizacion de TOR en plantas

La via de TOR es esencial para la regulacion del crecimiento y desarrollo, procesos

que requieren ser altamente regulados y por lo cual, la via de TOR participa en todas
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las etapas de crecimiento y desarrollo importantes durante el ciclo de vida de las
plantas, desde la germinacién, el crecimiento vegetativo, la floracién, hasta la
senescencia (Quilichini et al., 2019). Como se menciond anteriormente, la mayor
parte del conocimiento de la via de TOR se ha obtenido por el estudio de la via en
mamiferos y levaduras. A pesar de que se han realizado un gran numero de
investigaciones de la via en plantas, no se han logrado encontrar ortélogos
funcionales para todos los componentes de la via encontrados en mamiferos y
levaduras, por ejemplo, en plantas no se han encontrado proteinas ortélogas para
formar un TORC2 (Rexin et al.,, 2015; Schepetilnikov y Ryabova, 2017). Sin
embargo, se han identificado homoélogos de los componentes de TORC1, RAPTOR
(RAPTOR1 y RAPTOR2) y LST8 (LST8-1 y LST8-2) (Rexin et al., 2015;
Schepetilnikovy Ryabova, 2017).

La via de sefializaciéon de TOR en plantas responde a sefiales como la luz, estrés
bidtico y abidtico, disponibilidad de energia (ATP), nutrientes (como aminoacidos),
factores de crecimiento (similares a insulina) y hormonas (como auxinas) (Xiong y
Sheen, 2014). Ademas de la glucosa, otros nutrientes funcionan como reguladores
de lavia de TOR, por ejemplo, en mamiferos, la leucinay arginina activan la via por
diferentes sensores, pero convergen en la activacion de GTPasas RAG
heterodiméricas para reclutar a TORC1 a la membrana lisosomal, donde las
GTPasas RAG se asocian con el complejo Regulador, v-ATPasa y RHEB, por lo que
actuan como activador de mTOR. Aunque, las plantas carecen de estos sensores
de aminoacidos de mamiferos y RAGs, los aminoacidos pueden activar la
senalizacion de TOR en plantas (Shi et al., 2018; Tatebe y Shiozaki, 2017).

Ademas, los niveles de otros nutrientes como nitrégeno, fosfato y azufre funcionan
como reguladores de la actividad de TOR en plantas (Shi et al., 2018; Wu et al.,
2019). A pesar de que varios componentes de la via en plantas estan ausentes,
existe una gran conservacion de las proteinas blanco de TOR, por lo que dicha via
de sefalizacidn participa en la regulacion de procesos similares a los reportados en
levaduras y mamiferos.




En plantas no se han reportado homélogos para la principal cinasa productora de
PI3P de animales (una PI3K de clase |), sin embargo, esta presente la proteina
Vps34 (vacuolar protein sorting 34), una PI3K de clase lll, la cual cataliza la
formacion de PI3P a partir de fosfatidilinositol y tienen secuencias homologas en
plantas (Rexin et al., 2015). Estas cinasas se relacionan con el trafico vesicular, la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y respuesta a estrés. Dentro
delavia de sefalizaciéonde TOR, la cinasa PDK de Arabidopsisse une a una amplia
gama de fosfolipidos, especificamente a fosfoinositoles, cuya abundancia es
controlada por la fosfatasa PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome 10). Sin embargo, la funcion de estas proteinas en la senalizacion
hacia TOR no se ha comprobado aun en plantas. En célulasanimales, en respuesta
a altos niveles de nutrientes se produce acido fosfatidico (PA) que activa TOR a
través de su union al dominio FRB. En plantas, se ha propuesto que la sefalizacion
por fitohormonas induce la produccién de acido fosfatidico derivado de PI3P por la
enzima fosfolipasa D (PLD) (Bogre et al., 2013), lo cual podria contribuir a la
activacion de TOR (Rexin et al., 2015), como se muestra en la figura 2. En plantas
dentro de las sefiales que activan a TOR rio arriba se encuentran la disponibilidad
de nutrientes (luz, azucares) y la presencia de hormonas vegetales como las
auxinas (acido indolacético y analogos) o el acido abscisico (ABA) (Bogre et al.,
2013).

2.5 Cinasa S6K en Arabidopsis

En mamiferos rio debajo de TOR se encuentra una cinasa Ser/Thr denominada
p70S6K, para la cual en Arabidopsis se descubrieron dos ortélogos, AtS6K1 y
AtS6K2, que tienen una gran similitud en su secuencia. Por splicing se pueden
producir dos isoformas de cada una, p70 y p85 de S6K1;p54 y p56 de S6K2 (Turck,
2004; Yaguchi et al., 2020). De estos, AtS6K1 presenta mayor similitud con p70S6K.
Para Arabidopsis, se ha descrito la interaccién entre RAPTOR, TOR y S6K1. La




manera en la que TOR regula la traduccion en las plantas es a través de S6K1, ya

gue no se han observado ortélogos para las proteinas 4E-BPs (Rexin et al., 2015).

Las S6Ks de mamiferos contienen cuatro dominios, el dominio amino terminal, el
dominio cinasa, la regién enlazadora y el dominio carboxilo terminal. Las S6Ks de
plantas, comparadas con mamiferos, contienen un dominio amino terminal mas
largo, no contienen un dominio carboxilo terminal, pero conservan una alta identidad
en el domino cinasay conservacién en los tres sitios importantes de fosforilacién, el
sitio T-loop, el sitio TM y el sitio HM (Yaguchi et al., 2020).

La fosforilacion del sitio HM es mediada por TOR 'y la fosforilacion del sitio T-loop es
mediada por PDK1 y se considera que la fosforilacion en el sitio TM es mediada por
TOR, aunque aun no se conoce a detalle (Yaguchi et al., 2020). La fosforilacion
ocurre en orden jerarquico, ocurriendo primero la fosforilacion en TM y después
puede ser fosforilado el sitio T-loop (Turck, 2004). Una vez que S6K es fosforilada,
se considera que esta completamente activa y desarrolla su actividad cinasa sobre
varias proteinas blanco, de las cuales, la que fue descubierta primero y ha sido mas
estudiada es la proteina ribosomal S6 (S6RP) que es fosforilada en S240 por S6K.
Una vez que S6RP es activada induce la sintesis de proteinas, por la traduccion de
ARNmM que poseen una regién no traducida (UORF) en su extremo 5 (5 UTR)
(Schepetilnikov y Ryabova, 2017).

Se hadescrito que aminoacidos, auxinas e infecciones virales promueven que TOR
fosforile a S6K1, quien a su vez induce la hiperfosforilacion de S6rp y la fosforilacion
de elF3h, resultando en la traduccién selectiva de mRNAs 5TOP o con uORF

(marco de lectura abierto ascendente), cuyos productos son necesarios para el
crecimiento celular (Schepetilnikovy Ryabova, 2017).

La funcion de la via en la regulacion traduccional también se conserva en plantas,
donde se ha descrito su importancia para la biogénesis ribosomal y la traduccion de
MRNA especifcos (Dinkova et al., 2007; Schepetilnikov & Ryabova, 2018; Xiong &
Sheen, 2015).
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Figura 2. Via de senalizacion de TOR en plantas.

TORC recibe las sefales relacionadas con la disponibilidad de nutrientes, energia,
factores de crecimiento (GF) y condiciones de estrés en la célula y mediante el
control de la actividad de sus proteinas blanco regula la expresion génica, el
metabolismo, la proliferacién celular y la adaptacién a estrés en las plantas. PDK
podria activar directamente al complejo TORC, o a través de la produccion de acido
fosfatidico (PA), un activador directo de TOR en animales, por la enzima fosfolipasa-
D (PLD). La activacién de TORC por auxinas permite la activacion por la pequefa
GTPasa ROP (proteina similar a Rho) en respuesta a la hormona vegetal. En
condiciones de déficit energético y estrés otra fitohormona, acido abscisico (ABA),
activa la cinasa SnRK (cinasa similar a Snf1) que fosforila a Raptor e inhibe la

formacion del complejoy su actividad. Modificado de (Salazary Dinkova 2021).

2.6 Activacion de la proteina cinasa dependiente de fosfoinositoles (PDK) en
plantas.

En las células animales, PDK1 es un integrador central para la sefializacion de
eventos rio debajo de varios receptores que estimulan a PI3K, y por lo tanto regula

procesos entre los cuales se encuentran el mantenimiento del equilibrio entre el
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crecimiento, la division celular y la apoptosis (Alessi, 2001). En plantas, es incierto
como se regula la actividad de PDK1 y cdmo es que se modifica su localizacién,
activacion, y estabilidad (Storz y Toker, 2002). Se ha identificado un homologo
funcional de PDK1 de mamiferos en Arabidopsis, llamado AtPDK1, el cual se
demostré que complementa a PDK1 de mamiferos y activa a cinasa PKB in vitro
(Deak et al, 1999). La PDK1 de Arabidopsis se une a una amplia gama de
fosfolipidos, especificamente a fosfoinositoles, cuya abundancia es controlada por
la fosfatasa PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome
10). Sin embargo, la funcion de estas proteinas en la sefializacion hacia TOR no se
ha comprobado aun en plantas. En células animales, en respuesta a altos niveles
de nutrientes se produce acido fosfatidico (PA) que activa TOR a través de su union
al dominio FRB. En plantas, se ha propuesto que la sefalizacion por fitohormonas
induce la produccion de acido fosfatidico derivado de PI3P por la enzima fosfolipasa
D (PLD) (Bogre et al., 2013), lo cual podria contribuir a la activacion de TOR (Rexin
et al., 2015). El sitio de fosforilacion de TOR se conserva en los homdlogos de la
cinasa S6K de Arabidopsis, al igual que el sitio de fosforilacion de PDK1. Al igual
que en los mamiferos, PDK1 fosforila directamente la AtS6K (Otterhag et al., 2006),
una de las principales dianas de TOR. En mamiferos, la activacion completa de
p70S6K por TOR, que se ha utilizado como indicador de la actividad de TOR, se
lleva a cabo por fosforilacién del residuo Thr-389 después de la fosforilacion de Thr-
229 por PDK1 (Bogre et al., 2017). En plantas, se ha sugerido que la cinasa PDK1
activaala AtS6K1 en los residuos de S290 y S431 para activara S6rp y la traduccién

de mRNA (Bogre et al., 2017) (figura 3), sin embargo, existe escasa evidenciasobre
el papel de la proteina PDK1 en la sefalizacion de TOR en estos organismos.
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Figura 3. Activacion de la cinasa AtS6K.

Se muestra la activacion de AtS6K1, la cual probablemente requiere una variedad
compleja de fosforilaciones concurrentes separadas, de multiples sitios, catalizados
por varias proteinas cinasas, incluidas PDK1y TOR. Estas cinasasrio arriba estan
activadas por una variedad de factores de crecimiento que incluyen hormonas y
nutrientes. S6rp activada media la traduccién rio debajo de 50 ARNm especificos

para llevar a cabo el crecimiento celular (Modificado de Bogre et al., 2017).

2.7 Regulacién del ciclo celular en plantas

En organismos multicelulares; incluyendo humanos, hongos y plantas, el ciclo
celular se constituye por las fases Gap1 (G1), S, Gap2 (G2), mitosis (M) y
citocinesis. Enla fase S, el genoma de las células se duplicamediante la replicacion
del ADN promovida por las enzimas ADN polimerasas (Bryant, 2014). Por otra parte,
la mitosis marca los pasos de segregacion del genoma y el nucleo al pasar por la
profase, metafase, anafase y telofase. La formacion del huso mitético es esencial
para la mitosis debido a que interviene en el alineamiento y la segregacion de

cromatidas de los cromosomas replicados (Bannigan et al., 2007; Herrmann et al.,
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2020). Finalmente, en la citocinesis el citoesqueleto y las vesiculas de membrana
promueven la separacion del citoplasma y la fusidon de las membranas para formar

dos células hijas (Jurgens, 2005).

Las fases G1 y G2 funcionan como fases de preparacion y contienen puntos de
control que retrasan la progresion del ciclo celular hasta que las condiciones
ambientales, energéticas y de proteinas sean las adecuadas para el crecimiento, la
replicacién y la mitosis (Jones et al., 2017). Alternativamente, las células pueden
escapar del ciclo celular convencional y entrar a la fase GO o a la endorreplicacion.
La fase GO es una forma de arrestar al ciclo celularen lafase G1 durante un periodo
de tiempo indefinido, manteniendo de esta forma a las células en reposo o
quiescentes (Velappan et al., 2017), mientras que durante la endorreplicacion las
célulasincrementan los nivelesde ploidia mediante la replicacion del ADN sin entrar
a la mitosis. En la raiz se ha relacionado a la fase GO y la endorreplicacién con el
desarrollo y la tolerancia al estrés (Heyman et al., 2013; Bhosale et al., 2018).

La progresion del ciclo celular depende de la actividad coordinada de las cinasas
Ser/Thr CYCLIN-DEPENDENT KINASES (CDKs) y de las proteinas transitorias
CYCLIN (CYC), las cuales interactuan y controlan la activacion de las CDK. La
quiescencia celular es regulada por las proteinas RETINOBLASTOMA RELATED1
(RBR1) que reprimen y secuestran a los factores de transcripcién E2F (Desvoyes
et al.,, 2005; Park et al.,, 2005; Wildwater et al., 2005). Los factores E2F son
esenciales para el ciclo celular debido a que forman dimeros con las proteinas
DIMERISATION PARTNERS (DP) y activan la expresion de genes asociados con la
fase S y la replicacion del ADN (Inzé y Veylder, 2006; Magyar et al., 2012). No
obstante, la decisién de comenzar con un nuevo ciclo celular depende de las
proteinas CYCD. Arabidopsis cuenta con siete miembros conservados de CYCD
(CYCD1-7) que interactuan con las proteinas cinasas CDKA (Menges et al., 2007;
Tank y Thaker, 2011). El heterodimero formado por CDKA-CYCD fosforila al
represor RBR1, causando la liberacion del factor E2F y la progresion de la fase G1
a S (Nakagami et al., 2002; Menges et al., 2006; Collins et al., 2015).




Las proteinas CYCA/BYy las cinasas CDKA/B controlan la transicion de la fase G2/M
(De Veylder et al., 2007). Durante esta fase, las células evaluan la integridad de los
cromosomas Yy activan mecanismos que reparan el dafio y los errores en el ADN
(Weimer et al., 2016). Ademas, se marcan las pautas para continuar con la mitosis
o la endorreplicacion, los cuales dependen de la acumulacion de las proteinas
CYCA, CYCB y CDKB (Boudolf et al.,, 2009). En este mismo sentido, se ha
observado que la endorreplicacién esta controlada por el complejo ANAPHASE
PROMOTING COMPLEX/CYCLOSOME (APC/C), el cual es una ubiquitina E3
ligasa que promueve la degradacién de las proteinas CYCAy CYCB en la fase G2

y M (profase) como se muestra en la figura 4 (Willems et al., 2020; Saleme et al.,
2021).

La actividad de las CDKs se regula por sus niveles de sintesis (regulacion
transcripcional), fosforilaciones, interaccién con ciclinas y con otras proteinas. La
activacion de la CDK se produce por un cambio conformacional que le permite la
unioén al sustrato tras la fosforilacion de la treonina 160. Este proceso esta mediado
por cinasas activadoras de CDKs (CAKs). Existen dos tipos de CAKs en
Arabidopsis, una CAK dimérica relacionada con la CDK7 de humanos que se une a
la ciclinaH, que es la CDKD1;3 y otra CAK monomeérica que es la CDKF (Umeda et
al.,, 1998; Vandepoele et al., 2002). En Arabidopsis la regulacion negativa por
fosforilacion de residuos sobre los complejos CDKs-ciclinas se lleva a cabo por los
inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (KRPs/ICKs) (Umeda et al., 1998;
Vandepoele et al., 2002).
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Figura 4. Regulacién del ciclo celular en plantas (acorde al modelo de
Arabidopsis thaliana).

Dependiendode la actividad que se llevaa cabo en el proceso, se divide en 4 etapas
clave (G1, S, G2, M). ElI complejo CDKF o CDKD/CYCH activa el complejo
CDKA/CYCD para iniciar el evento. La activacion de la transcripcion de diferentes
CYCD depende de la clave mitotica. Tras la activacion, el complejo CDKA/CYCD
disociados factores de transcripcion E2F, DP de su pareja represora RBR, mediante
hiperfosforilacién de RBR. Una vez libre E2F, DP junto con diferentes proteinas
necesarias para la replicacién del ADN también transcribe CYCA. En la fase G1-S,
el CYCAreemplaza a CYCD y gobierna la fase S. Desde la fase M media hasta la
tardia, CDKBy CYCB se unen al proceso. Todos juntos guian el proceso a través
de G2 tras la finalizacion exitosa de la sintesis de ADN. En la fase M, el complejo
CDKA/B y CYCA/B activa el complejo APC/C mediante fosforilacion. EI APC/C
gobierna los diferentes eventos de la fase M. Una de las funciones del APC/C es
degradar CYCB para completar con éxito la fase M y lograr el evento del ciclo

celular. En el evento completo, diferentes proteinas inhibidoras del ciclo celular




regulan estrechamente el proceso. Las KRP, un grupo de inhibidores de CDK,

inhiben CDKA en situaciones desfavorables (Modificado de Banerjee et al., 2020).

2.8 Mecanismos de regulacién en las transiciones G1/S y G2/M en
condiciones favorables y en situaciones de estrés

Se ha demostrado que la subunidad CKS se une a las CDKs, teniendo un importante
papel en la interaccion de la CDK con reguladores positivos 0 negativos en la
regulacién del ciclo celular (Bourne et al., 1996). La CDK activa es capaz de llevar
a cabo varias funciones imprescindibles para la division celular y, en general, para
la actividad proliferativa de la célula, tales como fosforilar la histona 1 en los
cromosomas mitdticos, fosforilar componentes del citoesqueleto y del
retinoblastoma (Rb), asi como puede mediar la destruccion de componentes

celulares utilizados en etapas anteriores por la via de la ubiquitina (King et al., 1996).

El hecho mas destacado en la regulacion de la transicion G1/S en condiciones
favorables de crecimiento, en presencia de factores que estimulan ladivision celular
como son auxinas, azlcares, citoquininas, etc., es la induccién de la sintesis de
ciclinas tipo D, y su unién ala proteina CDK correspondiente. Este complejo es
inactivo y necesita ser activado por CAKs, permitiéndose asi la expresion de
factores de transcripcion (E2F), necesarios para la fase de sintesis (replicacion del
DNA). Este mecanismo se lleva a cabo gracias a la destruccion de la proteina
inhibidorade retinoblastoma (Rb), mediada por la activacién de CDKs (Figura5). En
cambio, en condiciones desfavorables de crecimiento, causantes de situaciones de
estrés, como por ejemplo el frio, se activan las proteinas KRP ¢ ICKs, inactivando
el complejo CDKciclina, e impidiendo la progresién del ciclo celular (Inze y De
Veylder, 2006).




2.9 Cinasa WEE1 en Arabidopsis thaliana

La cinasa Wee1 (Umeda et al., 1998), proteina descrita en animales y en levaduras,
tiene actividad de fosforilacion inhibitoria para la CDKA en la transicion de G2/M.
Aunque se haidentificado la proteina WEE1 en plantas, no esta clara su implicacion
en la regulacion del ciclo celular en plantas del mismo modo que sus presuntos
homodlogos de animales y levaduras, debido a que también se ha detectado

expresion de WEE1 en condiciones favorables de crecimiento (Dissmeyer et al.,
2009; Malladiy Johnson, 2011).

Latransicion G2/M también esta reguladapor la activacidén/inactivacion del complejo
CDK-ciclina. El mecanismo de accién y de regulacion por las proteinas activadoras
e inhibidoras es igual al anterior. Sin embargo, en este punto parecen tener
importancia en la regulaciébn dos proteinas adicionales, WEE1 (mencionada
anteriormente) y CDC25, presumibles homélogas de las proteinas del mismo
nombre de animales y levaduras, bien caracterizadas en cuanto a su estructuray
funcidénen estos grupos taxondmicos (Ferreira et al., 1991; Inzey De Veylder, 2006;
Francis, 2007). El gen de la cinasa WEE1 se activa transcripcionalmente en
respuesta a dafios en el DNA o ante situaciones de estrés con consecuencias en la
replicacion fosforilando la CDKA en el denominado P-loop (Thr-14 y Tyr-15), y otras
CDKs (Shimotohnoetal., 2006), y bloqueando la progresion del ciclo celularen fase
G2, hasta que se complete lareplicacion o se repare el dafioen el DNA. La proteina

CDC25 es capaz de desfosforilar los residuos fosforilados por WEE1, permitiendo
la entrada en mitosis (Figura 7).

Sin embargo, la regulacion de CDKs por las proteinas WEE1 y CDC25 (mecanismo
de fosforilacion/ desfosforilacion de la treonina 14 y tirosina 15) no esta clara en
Arabidopsis. Se haencontrado una proteina homoéloga a CDC25, la cual ha perdido
el dominio regulador N-terminal y no es capaz de complementar mutantes cdc25 de
levaduras;sin embargo, es capaz de activar la CDK de Arabidopsisin vitro (Landreu
et al., 2004). Experimentos llevados a cabo por Dissmeyer et al. (2009),

demostraron que la actividad CDKA, promovida por la fosforilacion en el T-loop (Thr-
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161), era similar y comparable a la encontrada en animalesy levaduras, pero la
regulacion por fosforilacion/desfosforilacion del P-loop, donde estan implicadas las
proteinas WEE1 y CDC25, no es relevante en plantas para el mantenimiento de la
funcién CDKA-ciclina. Esto indicaria la no implicacion directa de estas proteinas en
la regulacion del ciclo celular, una caracteristica que seria exclusiva de plantas.
Lineas mutantes para estos dos genes (weel y cdc25) mediante el mecanismo de
insercion por T-DNA, dieron resultados similares, en cuanto a la no implicacion de
estas dos proteinas en el mecanismo de regulacién en la transicién G2/M del ciclo
celular (Boudolf et al., 2006). La falta de regulacion por estas dos proteinas podria
ser sustituida porla CDKB (Andersen et al., 2008).

En lineas celulares BY-2 de tabaco se ha visto que la sobreexpresion de CDKB2
puede estimular la entrada en mitosis, indicando que la regulacion transcripcional
de ciclinas mitéticas podria modular en parte la transicion G2/M (Weingartner et al.,
2003). En la misma linea se ha detectado que la CDKB1 reprime la salida del ciclo
celulary la endorreduplicacion (o, lo que es lo mismo, estimula la division celular)
mediante la fosforilacién de la proteina ICK2/KRP2; en estado desfosforilado,
ICK2/KRP2 es capaz de inhibirla actividad de CDKA, pero la fosforilacion de esta
proteina por CDKBL1 la marca para su destruccion (figura 5; Boudolf et al., 2006).
Asi pues, seria la inhibicién/desinhibicion de CDKA mediante ICK2/KRP2,y no la
fosforilacion/desfosforilacion por WEE1/CDC?25, el factor clave de la regulacién de
la entrada en mitosis en plantas (Boudolf et al., 2006; Dissmeyer et al., 2009).

Recientemente (Francis, 2011) ha postulado unainterpretacion de la regulacion de
la transicion G2/M que trata de conciliar los resultados previos, aparentemente
divergentes. Este autor destaca el hallazgo de la sobreexpresion de WEEL y del
incremento de la actividad cinasa de WEE1 en condiciones de estrés inducido que
afectan a la replicacion del DNA, las cuales resultan en |la parada del ciclo antes de
la entrada en mitosis por la no superacién del checkpoint de integridad del DNA (De
Schutter et al., 2007; Lentz-Gronlund et al., 2009). En lo relativo a CDC25, el
mutante knockout cdc25 es hipersensible a la hidroxiurea, un inhibidor de




replicacion, indicando que la fosfatasa CDC25 estéa efectivamente implicada en el
checkpoint de integridad de DNA previo a la mitosis (Spadafora et al., 2011).
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Figura 5. Representacion grafica de la regulacion del ciclo en las transiciones
G1/S (A) y G2/M (B). A) En condiciones favorables de crecimiento la CDKD se une
al complejo CDK-ciclina activando la progresién del ciclo, mediante la destruccion
de la proteina del retinoblastoma (Rb) y permitiendo la transcripcion génica. B) La
fase de transicion G2/M esta regulada por la activacion/inactivacién del complejo
CDKA-ciclina, donde existen varias teorias de regulacién, una idéntica a la de
animales basada en la regulacion complejo CDK-CDC25-WEE1 (flechas en azul) 6

mediante la actividad de la CDKB (flechas en rojo). Modificado de Francis, 2007 .




En Arabidopsis, la cinasa WEE1 controla la progresion de la fase S en respuesta a
estrés de replicacién transitorio y genotdéxico mediante la fosforilacion de las
proteinas CDKy las ligasas de ubiquitina (Cools et al., 2011; Ko et al., 2018; Pan et
al., 2021).

En células de mamiferos, la activacion de mTOR y WEE1 contribuye sinérgicamente
a reprimir el crecimiento de tumores ovaricos, mientras que la inhibicién de TOR
condujo a niveles reducidos de WEE1 en células de levadura y mamiferos (Li et al.,
2020), lo que sugiere un vinculo entre ambas cinasas para acoplar el ciclo celular
con el control del crecimiento (Atkin et al., 2014). Ademas, el control de la proteina
SOG1 sobre la division celular ocurre a través de la regulacion de las proteinas
SIAMESE-RELATEDS/7 (SMR5/7), la cinasa WEE1 y los factores de transcripcion
ANACO044/085, los cuales inhiben la actividad de las cinasas CDK 'y promueven la
acumulacion del factor de transcripcion MYB3R3 para el arresto del ciclo celular en
las fases G2/M (De Schutter et al., 2007; Chen et al., 2017; Bourbousse et al., 2018;
Ogita et al., 2018; Takahashi et al., 2019). Las plantas con la perdida de funcién de
cualquier de estos genes presentan a una respuesta ineficiente ante el dano, porlo

gue se consideran como genes esenciales que mantienen la integridad celular.




3. JUSTIFICACION

Las vias de sefalizacidon consisten, en su mayoria, en una cadena de proteinas que
interactuan una con la otra en una secuencia establecida. La via de sefalizacion
PI3K/PDK/AKtTOR en mamiferos regula una variedad de procesos centrales para
las células. Al igual que en otros eucariontas la proteina TOR en plantas también
juega un papel central para las células, sin embargo, en estos organismos se
desconoce la participacion de proteinas efectoras que sean los intermediarios entre
PDK1 y la modulacion de la actividad de TOR, por lo que es de nuestro interés

identificar componentes rio arriba de la via de sefalizacion TOR/S6K en
Arabidopsis.

4. HIPOTESIS

En Arabidopsis thaliana estan presentes proteinas cinasas activadas por PDK1 que
regulan la actividad de TOR modificando procesos del desarrollo.




5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar proteinas cinasa activadas por PDK1 que regulan la actividad de
TOR/S6K y que modifican procesos del desarrollo.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Identificar proteinas interactoras a la via de senalizacién PDK/TOR/S6K en
Arabidopsis thaliana.

e Evaluar la participacién de las proteinas encontradas en presencia de
inhibidores y activadores de la via de sefalizacion PDK/TOR/S6K en A.
thaliana.

e Estudiar la participacion de las proteinas cinasas encontradas en la via de
senalizacion PDK/TOR/S6K en A. thaliana.




6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Condiciones de crecimiento de las plantas

Las semillas de Arabidopsis thaliana Col-0 se esterilizaron superficialmente con
etanol al 70 % (v/v) durante 5 min y una solucion de cloro comercial al 20 % (v/v)
durante 5 min. Después de siete lavados con agua destilada estéril, se realiz6é una
vernalizacién a 4 °C durante 48 h. Las semillas se germinaron y se cultivaron en
placas de agar que contenian medio Murashige y Skoog (MS) 0,2x (0,866 g/L de
sales carentes de aminoacidos y vitaminas, 10 g/L de fitagar [grado de
micropropagacion] y 6 g/L de sacarosa). Las plantas se colocaron en una camara
de crecimiento vegetal (Percival Scientific AR-95L, Perry, lowa, EE. UU.) con un
fotoperiodo de 16/8 h de luz/oscuridad (intensidad de luz de 100 pmol m2/s), 80 %
de humedad y temperatura de 22 °C.

6.2 Analisis de proteinas mediante Western blot

Las plantulas de Arabidopsis thaliana (50 plantulas) se molieron en nitrégeno liquido
y el polvo se transfirié a un tubo que contenia buffer de extraccion (o-vanadato de
sodio 1 mM, molibdato de sodio 1 mM, benzamidina 1 mM, fluoruro de sodio 20 mM,
fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,2 mM, ditiotreitol 2 mM, &cido 4-(2-hidroxietil)
piperazina-1-etanosulfénico 50 mM, pH 7,6). Después de agitar con vortex, el
homogenado se centrifugd a 9000 x g a 4 °C durante 30 min. Se recuper6 el
sobrenadante y se cuantificé la proteina utilizando el método de Bradford (Bradford,
1976). Se utilizo el reactivo comercial BioRad Protein Assay y como proteina para
la curva patrén, la albumina sérica bovina (BSA). Los valores de concentracion de
proteina se obtuvieron por extrapolacion de aquellos procedentes de la curva patron
de BSA, en un rango de 0 a 10 ug/ml. Posteriormente se realiz6 el analisis de
Western blot, esta técnica permite detectar y comparar entre diferentes extractos

proteicos los niveles de una proteina determinada mediante electroforesis en gel de




poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sodico (SDS), la cual se realiz6 en

condiciones desnaturalizantes.

Se transfirieron las proteinas a una membrana de PVDFy sobre ella se llevo a cabo
la hidratacién con el anticuerpo primario monoclonal de Akt (dilucion 1:1000) (Cell
Signaling Technology #5G3 2966) durante toda la noche, posteriormente se
incubaron con el anticuerpo IgG de cabra anti-ratén (dilucién 1:3000) (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE. UU.) a temperatura ambiente (~25 °C). La
reaccion de peroxidasa se revelo utilizando luminol y se detectd en un sistema
ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad Laboratories, Inc.). El analisis densitométrico de los
puntos resultantes se realizd utilizando el software Image Lab (Bio- -Rad
Laboratories, Inc.).

6.3 Inmunoprecipitacion

Se utilizaron perlas magnéticas de proteina G (ChlP-Grade Protein G Magnetic
Beads #9006. Cell signaling) las cuales son una matriz de afinidad para el
aislamiento a pequena escala de inmunoprecipitaciones (ensayos IP). Para iniciar
la inmunoprecipitacion se realizd una pre-aclaracién de las perlas magneticas con
el fin de reducirla unién de proteinas no especificas, se agité brevemente con voértex
el tubo que contenia las perlas magnéticas, posteriormente se transfirio 20 pl de
suspension de perlas a un tubo limpio. El cual se colocé en unarejillade separacion
magnética (3 carriles, tecnologia de sefalizacion celularn.® 01923) durante 10 a 15
segundos.

Se retird con cuidado el buffer una vez que la solucion estaba transparente,
agregando 500 pl de buffer de lisis celular 1X al sedimento de perlas magnéticas,
agitando brevemente para lavar las perlas. Se colocé el tubo nuevamente en la
rejilla de separacién magnética retirando el buffer una vez que la solucién fuese
transparente. Repitiendo este paso 2 veces mas.




Se agregaron 200 pl de lisado celular a 20 pl de perlas magnéticas prelavadas. La
concentracion optima de lisado dependid del nivel de expresion de la proteina de

interés. Con una concentracion inicial entre 250 pg/ml y 1,0 mg/ml.

Se incubd con rotaciéon durante 20 minutos a temperatura ambiente, posteriormente

se separaron las perlas del lisado utilizando una rejilla de separacién magnética,
desechando el sedimento de perlas.

Se agreg6 el anticuerpo primario Akt (dilucion 1:1000) (Cell Signaling Technology
#5G3 2966) (a la dilucién adecuada segun lo recomendado en la hoja de datos del
producto) a 200 ul de lisado celular, incubando con rotacién durante la noche a 4 °C

para formar el inmunocomplejo.

Se transfirié la solucién de lisado y anticuerpo (inmunocomplejo) al tubo que
contiene el pellet de perlas magnéticas prelavadas, con rotacion durante 20 minutos
a temperatura ambiente, posteriormente se separaron las perlas con una rejilla de
separacion magnética, se lavaron los pellets cinco veces con 500 pl de buffer de

lisis celular 1X. Manteniendo en hielo entre lavados.
El analisis se realizé mediante transferencia por Western blot e inmunodeteccion.

Las membranas se incubaron con anticuerpo monoclonal anti-Akt (dilucién 1:1000)
(Cell Signaling Technology #5G3 2966) o anticuerpo monoclonal anti-P-Akt/1/2/3
(dilucién 1:1000) (Santa Cruz Biotechnology #L1520) a 4 °C durante la noche.
Luego, las membranas se incubaron con anticuerpo IgG de cabra anti-ratén (dilucion
1:3000) (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE. UU.) atemperatura ambiente
(~25 °C). La reaccion de peroxidasa se revel6 utilizando luminol y se detecté en un
sistema ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad Laboratories, Inc.). El analisis densitométrico
de los puntos resultantes se realizé utilizando el software Image Lab (Bio- -Rad

Laboratories, Inc.).




6.4 Electroforesis bidimensional

Para este ensayo se utilizd el producto de inmunoprecipitacién anteriormente
obtenido, el cual se transfirié a un tubo que contenia un buffer de extraccion (fenol
50 % [v/v], EDTA 10 nM, sacarosa 900 mM, B-mercaptoetanol 0,4 % [v/v], O-
vanadato de sodio 5 mM, fluoruro de sodio 5 mM, B-glicerofosfato de sodio 25 mM,
Tris-HCI 100 mM, pH 8,8), se homogeneizd y se centrifugé a9000 x g a4 °C durante
15 min. La fase organica se recupero y se lavo con este buffer de extraccion. A
continuacion, se afiadié solucion de precipitacién (acetato de amonio 100 mM sobre
metanol) en una proporcion de 1:4 y se dejé la precipitacion durante la noche a -20
°C. Posteriormente, se obtuvo un pellet por centrifugacion a 9000 x g a 4 °C durante
15 min. El pellet se lavé tres veces con solucion de precipitacion y se realizé un
lavado final con acetona fria al 80 %. Después del lavado, se realizé una
centrifugacion a 9000 x g a 4 °C durante 10 min. El pellet resultante se disolvié en
tampon de isoelectroenfoque (urea 8 M, CHAPS 4 % [p/v], ditiotreitol 7 mM, anfolitos
2 % pH 3-10 [p/v]) y las proteinas se cuantificaron de acuerdo con las
especificaciones del 2-D Quant Kit (GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh,
Pennsylvania, EE. UU.). Para la rehidratacion nocturna de tiras de 13 cm, se
utilizaron 200 g de cada muestra de proteina con un gradiente de pH inmovilizado
de 3 a 10 (IPG DryStrip pH 3-10 NL, 13 cm, GE Healthcare Life Sciences). Se realizé
un enfoque isoeléctrico hasta alcanzar 18 000 Vh en una unidad de enfoque
isoeléctrico Ettan IPGphor 3 para la separacion en primera dimension.
Posteriormente, las tiras se sometieron a SDS-PAGE al 12 % para la separacion en
segunda dimensioén, para poder visualizar las proteinas obtenidas se realizé una

tincion del gel, con Coomasie G-250 o coloidal.

Los spots obtenidos fueron recortados y enviados para su secuenciacion mediante
cromatografia liquida con espectrometria de masas.




6.5 Cromatografia liquida con espectrometria de masas (LC/MS/MS)

Los spots de gel en 2D se colocaron en tubos eppendorf de 1,5 mL con 1 mL de
agua durante 30 min. Se eliminé el agua y se afiadieron 50 uL de bicarbonato de
amonio 250 mM. Para la reduccion, se afiadieron 5 pL de solucidon de 1,4-ditiotreitol
(DTT) 45 mM y las muestras se incubaron a 50 °C durante 30 min. Las muestras se
enfriaron a temperatura ambiente de 25 °C y luego, para la alquilacion, se afiadieron

5 pL de solucion de yodoacetamida 100 mM y se dejo reaccionar durante 30 min.

Los spots del gel se lavaron dos veces con alicuotas de 1 mL de agua. Se elimino
el agua y se colocd 1 ml de bicarbonato de amonio 50 mM:acetonitrilo (50:50) en
cada tubo y las muestras se incubaron a temperatura ambiente de 25 °C durante 1
h. Luego se elimind la solucion y se agregaron 200 yL de acetonitrilo a cada tubo,
momento en el que los cortes de gel se volvieron blancos opacos. Se eliminé el
acetonitrilo y las manchas de gel se secaron aun mas en un Speed Vac. Las
manchas de gel se rehidrataron en 50 pL de 2 ng/uL de tripsina (Sigma) en 0,01 %
de surfactante ProteaseMAX (Promega): 50 mM de bicarbonato de amonio. Las
muestras se incubaron a 37 °C durante 21 h. Luego se elimind el sobrenadante de
cada muestra y se coloc6é en un tubo Eppendorf de 1,5 mL por separado. Las
manchas de gel se deshidrataron aun mas con 100 pL de acetonitrilo:1% de acido

formico (80:20). El extracto se combind con los sobrenadantes de cada muestra.

Las muestras se disolvieron en 16 pL de acetonitrilo al 5% en acido trifluoroacético
al 0,1% antes de la inyeccion en LC/MS/MS.




7. RESULTADOS

7.1 Identificacion de Akt en el genomade Arabidopsis thaliana

Se han identificado diferentes isoformas de Akt en vertebrados e invertebrados
debido a que la estructura de Akt muestra una alta conservacion molecular y
funcional (Gonzalez y McGraw, 2009); es por ello que en este estudio realizamos
una comparacion in silico de la proteina Akt (1, 2, 3) de mamiferos en A. thaliana,
donde se encontraron 7 secuencias con un porcentaje de identidad de 28 a 40%,
dichas secuencias pertenecen al igual que la proteina Akt de mamiferos a la familia
de cinasas AGC (Fig. 5 A), sin embargo ninguna de ellas presenta el dominio de
homologia de pleckstrina (dominio PH) (Fig 5B), ademas varian entre los 600 y 900
aminoacidos, lo cual difiere de Akt que presenta alrededor de 500 aa, con estos
resultados se indica que en cuanto a secuencia no se encuentra presente ninguna
proteina homologa a la cinasa Akt en el genoma de A. thaliana.

Sin embargo, no se descarta que pudiese estar presentes algunas proteinas que
cumplan dicha funcién de Akt en plantas, debido a que esta proteina se encuentra
involucrada en la via de senalizacion de TOR, la cual esta altamente conservada en
eucariontes y es un eje central que percibe el estatus de la célulay en respuesta
regula la expresion geénica, la distribucion de recursos energéticos, nutricionales y
permite la adaptacion del organismo (Salazar y Dinkova 2021). En este trabajo se
realizo la inmunodeteccionde la proteina con anticuerpos monoclonales Anti-Aktde
mamifero, obteniendo como resultado un reconocimiento del anticuerpo

demostrado con la presencia de dos bandas una de 50 y otra de 37KDaen extractos
de proteina de A thaliana (Fig. 5 A).




7.2 Inmunoeteccién de Akt en extractos de proteina de
Arabidopsis thaliana

Conlafinalidad de aislary concentrar la proteina obtenida de A. thaliana, realizamos
una inmunoprecipitacion con perlas magnéticas y anticuerpos monoclonales Akt de
mamiferos, obteniendo como resultado la identificacion de una proteina de 50 KDa,
la cual corresponde al peso de Akt en mamiferos (Fig 5B). Debido a que existe la
posibilidad de que se estén enmascarando algunas isoformas o restos de
anticuerpo, se realizd una electroforesis en segunda dimension (2D) de la
inmunoprecipitacion ya obtenida anteriormente, lo cual permite separar las
proteinas en una primera dimension mediante isoelectroenfoque (IEF), donde se
separa segun su punto isoeléctrico (pl) y en una segunda dimensién, se separa por
su peso molecular en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE. La proteina se tifid con
Coomassiie G ya que es de mayor sensibilidad, con lo cual se obtuvo como
resultado 5 senales diferentes (spots) con un punto isoeléctrico que se encuentra
entre 5y 6 de pH (Fig. 5C). Los spots obtenidos fueron recortados y enviados para
su secuenciacion mediante Cromatografia liquida con espectrometria de masas
(LC/MS/MS), interesantemente en los resultados obtenidos por la LC/MS/MS (Tabla
1) se identificaron cinasas involucradas en el ciclo celular, como es el caso de la
cinasa WEE1 y la proteina F-box de acuerdo con el papel de WEE1 en la detencién
del ciclo celular en respuesta al estrés de replicacion, se ha descubierto que WEE1
forma parte del mecanismo que acopla el inicio de la mitosis con la finalizacion de
la reparacion del ADN en células que han sufrido dafio del ADN (Chen et al., 2017,
Bourbousse et al., 2018)

Las proteinas F-box regulan diversos procesos celulares, incluida la transicion del

ciclo celular, la regulacion transcripcional y la transduccidon de sefiales (Kuroda et
al., 2002)




Estos resultados sugieren la presencia de una y/o algunas proteinas cinasas
involucradas en la via de senalizaciéon PDK1/TOR debido a que el resultado de la
inmunoprecipitacién fue realizado con el anticuerpo de Akt y dicha proteina se
encuentra involucrada en la via de sefalizacion PDK/TOR directamente en
crecimiento celularlo cual, sugiere que los elementos encontrados en la LC/MS/MS

(Tabla 1) podrian estar relacionados con la via de sefalizacion de TOR en A.

thaliana.
A)
% de identidad
AT2G36350 AGC cinasa. 40.52
No caracterizada.
AT5G03640 Cinasa AGCVIII involucrada en el fototropismo. 39.87
AT1G79250 AGC cinasa.
: 38.96
No caracterizada.
AT2G26700 CinasaAGC VIIIA, PINOID2. 3386
AT1G16440 Cinasa AGC VIIIA. 29.87
AT3G12690 AGC cinasa. 28.85
Proteina no caracterizada.
AT3G14370 Proteina relacionada con PINOID. 28.01
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Figura 6. Identificacion de proteinas Akt en A. thaliana.

A) Comparacién in silico de la proteina Akt (1, 2, 3) de mamiferos en el genoma de
A. thaliana. B) Comparacion de las secuencias encontradas en el genoma de A.
thaliana, se muestran las secuencias que presentan mayor porcentaje de identidad
comparadas con la proteina Akt de mamiferos, mostrando los dominios que las

conforman.
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Figura 7. Identificacion de Akt en extractos de proteina de A. thaliana.

Los extractos de proteinas de plantulas de A. thaliana Col 0 de 8 dias de edad se
resolvieron mediante electroforesis en gel de poliacrilamidacon SDS y se analizaron
mediante ensayos de transferencia de proteinas utilizando anticuerpos anti-AKT (A).
Como control de carga de proteinas, se incluye en (A) (panel inferior) un fragmento

de un gel teidido con Coomassie ejecutado en paralelo con el utilizado para el
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(B) se muestra el resultado de la inmunoprecipitacion (IP) realizada con anticuerpos
anti AKT y purificada mediante perlas magnéticas, la identificacion de proteinas se
realiz6 utilizando anticuerpos anti-Akt de mamiferos. (C) Se muestra el resultado de
la electroforesis en 2D posterior a la IP, el gel fue tefiido con coomasie G y los spots

obtenidos para posterior identificacidén con las flechas en negro.

Las transferencias de proteinas se realizaron a partir de dos experimentos

independientes con resultados similares.




Protein ID Spot # Accession % Molecular
confidence  weight (kDa)

Receptor protein 1l ZAR1 ARATH 97 78 kDa
kinase
Weel Protein 1 WEE1_ARATH 96 57 kDa
Kinase
Cyclin D2-1 2 CCD21-ARATH 95 41 kDa
Receptor protein 2 ZAR1_ARATH 98 78 kDa
kinase

2 WEE1_ARATH 96 57 kDa
Weel Protein
Kinase
ATP Syntase 2 ATPB_ARATH 95 48 kDa
subunit beta
F-box protein like 2 FBL79 ARATH 96 52 kDa
Weel Protein 3 WEE1 ARATH 96 57 kDa
Kinase
Cyclin D2-1 5 CCD21-ARATH 95 41 kDa

Tabla 1. Proteinas identificadas en Arabidospsis thaliana por LC/MS/MS

Se usaron los algoritmos de busqueda de la base de datos MASCOT para asignar
los resultados; de los cuales, los péptidos encontrados con un porcentaje de
confianza >95% fueron aceptados como asignaciones correctas. Porcentaje de
cobertura de proteina es aquel identificado por los algoritmos de busqueda de
MASCOT.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The target of rapamycin (TOR) signaling pathway is critical for plant growth and stress adaptation through

Sucrose ini !he proper bal by cell proliferation and differentiation. Here, by using BX517, an inhibitor

_';g': protein inhibitor of the inositide-dependent protein kinase 1 (PDK1), we tested the hypothesis that a plant
protein

ortholog of PDK1 could mﬂuence the TOR complex activity and its target, the S6 ribosomal protein kinase (S6K)
in Arabidopsis seedlings. Through locally applying sucrose to leaves, which promotes root growth and plant
biomass producuon via TOR ignaling, we could d rate the opposite trend upon BX517 treatment, which
d sucrose-induced plant growth and overly decreased root develop h inhibiting the
expreslon of mitotic cyclins CYCB1 and CYCAS3 in root meristems. Evidence was gathered that the WEE1 klnase.
a master regulator of the DNA damage rescue syslcm in mcns(ems. operatcs downstream of a plant BX517 target
(s). TOR protein activity and WEE1 exp were d through protein blots and neponer gene activity,
respectively, and their relationship with meristematic cell cycle progression was tested through genetic analyses.
BX517 reduced TOR kinase activity, activated WEE1 expression in shoot, root, and lateral root meristems, and
inhibited meristematic cell cycle progression in roots, suggesting that PDK1 is a critical element for plant re-
to mitogenic factors througt dulating TOR activity. Our data uncover a relation between a PDK1

ortholog with TOR activity and the expression of WEEI kinase for growth and stress responses in plants.

WEE1 kinase
Plant growth promotion

1. Introduction expression (Fu et al., 2020). Extensive transcriptional and/or trans-
lational reprogramming are tightly linked to metabolic cell conditions

Plants, as sessile organisms, adapt to biotic and abiotic stimuli closely depending on sugar availability.
through dynamic cell responses orchestrated by signal transduction The target of rapamycin (TOR) kinase is considered a key regulator

pathways, which coordinate environmental stresses with gene of metabolic homeostasis and energy maintenance in eukaryotic
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organisms (Fu et al., 2020; Xiong et al., 2013). In yeast and animal cells,
it forms two protein complexes called TORC1 and TORC2, the former in
association with Lethal with Sec Thirteen 8 (LST8) and Regulatory
Associated Protein of mTOR (RAPTOR), which regulates cell growth,
translation, and autophagy in a rapamycin-sensitive manner. The
TORC2 complex, besides TOR and LST8, recruits Rapamycin Insensitive
Companion of TOR (RICTOR), and unlike TORCI, it is insensitive to
rapamycin (Henriques et al., 2022; John et al., 2011). TORC2 plays a
role in polarized cell growth, configuration of the actin cytoskeleton,
and cell proliferation (Sarbassov et al., 2004; Thorner, 2022). Mutation
of any of the main components of TORC1/2 triggers growth arrest
during embryonic development. Although TOR protein was described
more than twenty years ago in Arabidopsis thaliana (Menand et al.,
2002), so far, only a TORC1-like complex has been identified in plants,
which lacks orthologs for RICTOR (Henriques et al., 2022),

The TORC1 complex of Arabidopsis integrates nutritional, hormonal,
and growth signals, allowing adaptation to environmental changes.
However, upstream elements of the TOR signaling have been poorly
characterized in plants. In yeast and mammals, the phosphoinositide-
dependent protein kinase 1 (PDK1), a conserved protein serine/threo-
nine kinase, is one of the main components of the TOR signaling
pathway. It activates cAMP-dependent, cGMP-dependent, and protein
kinase C (AGC) kinases for basal cellular functions (Xiao and Offringa,
2020). An Arabidopsis ortholog of PDK1 binds to phosphatidylinositol
(P1), whose abundance is controlled by the Phosphatase and Tensin
(PTEN), a protein showing lipid phosphatase activity (Yang et al., 2013).
Arabidopsis has two highly homologous PDK1 genes, At5g04510 (PDK1)
and At3g10540 (PDK2), and the corresponding pdk] pdk2 double mu-
tants are viable but displayed growth and developmental defects (Xiao
and Offringa, 2020).

Interestingly, the fact that either PDK1 or PDK2 proteins can com-
plement a yeast pdk1 mutant suggests ubiquity for substrate recognition.
Thus, their downstream targets may determine specificity in regulating
cellular functions (Xiao and Offringa, 2020). PDK1 loss-of-function
mutants show fused cotyledons, short primary roots, male infertility,
and reduced height (Xiao and Offringa, 2020), highlighting its crucial
role in growth. As in mammals, PDK1 phosphorylates the AtSek
(Otterhag et al., 2006), another main TOR target, and full activation of
p70S6K by TOR, which has been used as an indicator of TOR activity, is
carried out by phosphorylation of Thr-389 residue upon the phosphor-
ylation of Thr-229 by PDK1, both these residues are conserved in the
plant S6K proteins (Turck et al., 1998; Reyes de la Cruz et al., 2004).
Nevertheless, scarce evidence exists about the role of PDK1 protein in
TOR signaling in plants.

TOR signaling enables stress adaptation by regulating the cell cycle
to maintain the balance between cell proliferation and differentiation.
For example, sugar sink to source distribution from leaves to roots
promotes the transition from G2 to M and S-phases in root meristem cells
(Kircher and Schopfer, 2012; MacGregor et al., 2008; Skylar et al., 2011)
and activates TOR kinase to control cell proliferation (Van Leene et al.,
2019). Moreover, PDK1 is ubiquitously expressed in all plant tissues,
becoming particularly abundant in fast-growing organs and dividing
cells. Furthermore, it is activated upon nutritional recovery from sugar
starvation during the re-entry of cells into the cell cycle (Anthony et al.,
2006).

Cell cycle maintenance in the root meristem is critical for patterning,
growth, and development under normal and stressful conditions
(Harashima and Schnittger, 2010; Jakoby and Schnittger, 2004; Ko
et al., 2018; Zhao et al., 2012). In response to DNA-damaging agents (i.
e., y-irradiation and zeocin) or replication-blocking agents (i.e., hy-
droxyurea (HU) and aphidicolin) a DNA-damage rescue system is acti-
vated to protect highly dividing cells from passing mutations to their
progeny (Adachi et al., 2011; Fulcher and Sablowski, 2009; Furukawa
et al., 2010; Ko et al., 2018). In Arabidopsis, the WEE1 kinase controls
S-phase progression in response to genotoxic and transient replication
stresses by phosphorylating cyclin-dependent protein kinases (CDKs)
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and ubiquitin ligases (Cools et al.,, 2011; Ko et al., 2018; Pan et al,
2021).

In mammalian cells, activation of mTOR and WEE1 synergistically
contributes to repressing ovarian tumor growth, whereas TOR inhibition
led to reduced WEEL1 levels in yeast and mammal cells (Li et al., 2020),
suggesting a link for both kinases to couple the cell cycle with growth
control (Atkin et al., 2014). However, possible relations among PDK1,
TOR, and WEE1 with the regulation of root architecture, plant biomass
production, or cell division in plants remain unknown. In the present
work, we aimed to advance into these important issues using BX517, a
potent inhibitor of PDK1 in mammals, to assess their effects in Arabi-
dopsis. Our data show the relation of a BX517 target, probably a PDK1
ortholog, with TOR activity and WEE1 kinase expression, which may be
necessary for plant growth and stress responses.

2. Materials & methods
2.1. Chemicals

BX517 (10 mM 1 mL) Cat. # HY-13842/CS-6066 from Med Chem
Express was dissolved in dimethyl sulfoxide. AZDB055 Base Cat. # A-
2345 from LC Laboratories was dissolved in dimethyl sulfoxide. Hy-
droxyurea Cat # 40046 was purchased from Sigma and dissolved in
water or dimethyl sulfoxide. PF4708671, Cat. # PZ0143 from Sigma-
Aldrich was dissolved in dimethyl sulfoxide. N-(1-naphthyl)phtalamic
acid (NPA) 10 mM 1 mL. Cat. # 33371 was purchased from Sigma-
Aldrich and dissolved in dimethyl sulfoxide. In control treatments, the
solvents were used in equal amounts as present in the greatest concen-
tration of each compound tested.

2.2. Plant treatment and growth conditions

Arabidopsis thaliana (Col-0, weel-2, and weel-3 mutants, transgenic
CyeBl::uidA, CYCA3;1pro:CYCA3;1-GUS, DR5:GUS and WEEI:GUS
lines) seeds were disinfected upon tr with 70 % (v/v) ethanol for
5 min and 20 % (v/v) commercial bleach solution for 5 min. After seven
washes with sterile distilled water, vernalization at 4 *C was performed
for 48 h. The seeds were germinated and grown on agar plates con-
taining 0.2X Murashige and Skoog (MS) medium (0.866 g/L of salts
lacking amino acids and vitamins, 10 g/L phytagar [micropropagation
grade], and 6 g/L sucrose) (standard medium). Plants were placed in a
plant growth chamber (Percival Scientific AR-95L, Perry, lowa, USA)
with a photoperiod of 16/8 h light/darkness (light intensity of 100 mmol
m2/s), 80 % humidity and temperature of 22 *C.

For the sucrose treatments, Arabidopsis seedlings were grown as
indicated above. After 4 days of growth, the plantlets were transferred to
fresh MS medium without sucrose, and the sucrose (6.0, 4.8, and 9.6 %)
treatments were applied to a droplet maintained in contact with the
shoot. On the other hand, a different set of plantlets was transferred to a
standard MS medium (0.6% sucrose), and different concentrations of
BX517 (2, 4, and 8 pM) were added in a droplet over the aerial tissue. In
both cases, the seedlings were grown in the same conditions as above for
8 days, and then the primary root length and the root and shoot fresh
weight were registered, and gene expression was analyzed for transgenic
plants harboring reporter genes.

For treatments on liquid MS medium, Arabidopsis thaliana lines (Col-
0, weel-2 and weel-3 mutants, transgenic CycBl:uidA, CYCA3;1pro:
CYCA3;1-GUS and WEE1:GUS) were disinfected, germinated and grown
as described above. After 4 days of growth, seedlings were transferred to
fresh liquid MS medium containing 0.6% sucrose supplemented with 3
uM AZD8055, 9.6% sucrose, 8 pM BX517, or 10 pM hydroxyurea.
Seedlings were grown at 16/8 h light/darkness photoperiod (light in-
tensity of 100 mmol/m?/s), 80% humidity, and a ature of 22 °C
for 12, 24, and 48 h. Analysis of gene expression in the transgenic plants
and protein assays by protein blotting in the Col-0, weel-2, and weel-3
mutant lines were performed. DR5::GUS plants were grown in the same
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conditions for 8 days and then incubated in liquid MS medium supple-
mented with 8 pM BX517, 2 uM NPA, 1 yM PF4807671, or 3 pM
AZDS8055 for 48 h.

2.3. Transgenic plant analyses

Transgenic A. thaliana CycBI::uidA (Colon-Carmona et al., 1999),
WEEL:GUS (De Schutter et al, 2007), CYCA3:;1pro:CYCA3;1-GUS
(Bulankova et al., 2013), and the DR5::GUS (Ulmasov et al., 1997) that
express the uidA reporter gene (Jefferson, 1989) were incubated into 0.1
% 5-bromo-4- chloro-3-indolyl-p-d-glucuronide (X-Gluc) dissolved in
phosphate buffer (0.1 M NaH;PO4, 0.1 M NazHPOy, pH 7) and supple-
mented with 2 mM potassium ferrocyanide (K4[Fe(CN)s]-3H20) and 2
mM potassium ferricyanide (K3[Fe(CN)g]) for 18 h at 37 °C. Plants were
cleared and fixed as previously described (Malamy and Benfey, 1997).
At least 10 transgenic plants were analyzed for each marker line and
each treatment.

2.4. Protein gel blot analyses

50 seedlings from each treatment were ground in liquid nitrogen
using a mortar. The powder was placed in an extraction buffer (1 mM
dium ortho-vanad 1 mM sodium molybdate, 1 mM benzamidine,
20 mM sodium fluoride, 0.2 mM phenylmethylsulphonyl fluoride, 2 mM
dithiothreitol, and 50 mM 4-(2-Hydroxyethyl) piperazine-1-ethane sul-
fonic acid; pH 7.6). The homogenate was centrifuged (9000xg, 30 min
at 4 °C), the super were coll d, and the protein content was
quantified using the Bradford method (BioRad). Protein extract samples
(10 pg) were resolved by 12 % SDS-PAGE and blotted on polyvinylidene
fluoride (PVDF) membranes (Millipore, Burlington, MA, USA). Mem-
branes were incubated with anti-ZmS6K polyclonal antibody (1:5000
dilution) (Abbiotec) or anti-phospho-p70S6K monoclonal antibody
(1:5000 dilution) (Santa Cruz Biotechnology SC-8416 B0717) at 4 °C
overnight. For S6 ribosomal protein (S6rp) blot analyses, membranes

A)
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were incubated with anti-Sérp polyclonal antibody (1:1000 dilution)
(Santa Cruz Biotechnology, SC-20085) or anti-phosphorylated (Ser 235/
236) Sérp polyclonal antibody (1:1000 dilution) (Santa Cruz Biotech-
nology SC-54279-R) at 4 °C overnight. Then, the membranes were
washed and incubated with horseradish peroxidase-conjugated goat
anti-rabbit IgG antibody (1:10000 dilution) (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, USA) at room temperature (~25 °C) for 2 h. The peroxi-
dase reaction was revealed using luminol and detected in a ChemiDoc™
XRS + system (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

3. Results
3.1. Leaf-applied sucrose promotes plant growth

In Arabidopsis seedlings, TOR is mainly expressed in root meristems,
which support root growth (Diaz-Granados et al., 2020; Montané and
Menand, 2013). Sucrose was applied owing its reported effects as
growth promoter activating TOR in meristems and promoting the cell
cycle (Raya-Gonzdlez et al., 2017; Van Leene et al., 2019), following the
procedure described by Raya-Gonzilez et al. (2017), which consists of
growing Arabidopsis seedlings in agar plates with MS medium without
sucrose and supplementing low (0.6%), mild (4.8%) or a high (9.6%)
sucrose concentration in an agar droplet to support shoot growth for
several days. Fig. 1A shows representative photographs of seedlings
grown in the different treatments. As expected, increasing sucrose into
the droplets promoted primary root growth, lateral root formation, and
shoot and root biomass production of seedlings (Fig. 1B-E). These data
show that supplementing sugar as the energy source to leaves drives
overall growth throughout the plant.
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Fig. 1. Effect of sucrose on A. thaliana development
(A) Photographs of A. thaliana Col-0 plants transferred to agar plates with 0.2X MS medi ith The indicated sucrose (0.6, 4.8, and

9.6%) were added in droplets on the seedling’s aerial tissue and grown for 8 days. Quantitative data of primary root length (B), Lateral root number (C), shoot fresh
weight (D), and root fresh weight (E) were recorded. Data present the means - SE (n = 10). Different letters represent statistically different means in a one-way
ANOVA, with a posthoc Tukey test (P < 0.05). The experiment was repeated three times, with similar results.
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insight into the direct regulation of TOR activity by PDK1 in Arabi-
dopsis, we used BX517, a potent inhibitor that binds to the ATP-binding
pocket of mammalian PDK1. To establish whether plant homologous of
PDK1 could orchestrate the beneficial effects of sucrose for growth,
Arabidopsis seedlings were placed on standard MS medium, and 0, 2, 4,
and 8 uM of BX517 were added to the agar droplets and plants allowed
to grow. An additional treatment combining 9.6% sucrose and 8 pM
BX517 was included to analyze potential synergic or antagonistic ac-
tivities. Noteworthy, BX517 affected all physiological parameters
measured in a dose-dependent manner, being the greatest concentration
(8 uM) the most inhibitory; 4 uM significantly reduces the root fresh
weight and the lateral root number, whereas 2 pM only reduces the
lateral root number (Fig. 2A-E). Indeed, the plant growth promotion by
9.6% sucrose (Fig. 1) was antagonized by 8 yM BX517 in the combined
treatment (Fig. 2). These results indicate that BX517 probably targets a
PDK1 ortholog, which mediates sucrose growth responses in plants.

3.3. BX517 represses the expression of plant mitotic cyclins CYCB1,1 and
CYCA3; 1 and antagonizes sucrose-induced cyclin gene expression

Cell division and elongation are two key determinants for root

growth. The cell division domain within the root meristem is also the
major TOR expression zone greatly influenced by sucrose and BX517

A)
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(Raya-Gonzalez et al.,, 2017; Van Leene et al., 2019). To establish
whether the growth reduction observed upon BX517 application in-
volves the cell cycle downregulation, the expression of the mitotic cyclin
B1; 1 was analyzed in six-day-old Arabidopsis seedlings expressing the
CycB1::uidA gene construct (Colon-Carmona et al., 1999). For this pur-
pose, the transgenic plants expressing the construct were incubated in a
medium with sucrose as a TOR inducer for 96h or treated with BX517.
As expected, 9.6% sucrose promoted CycB1 expression in the root
meristem compared to control plants (Fig. 3A). In contrast, 8 pM BX517
substantially decreased CycB1 expression alone or combined with 9.6%
of sucrose abrogating the growth-promoting effects of the sugar.

Cyclin A3;1 (CYCA3;1) is another mitotic cyclin closely related to
cyclin B that accumulates at the G1/S phase of the cell cycle in meri-
stematic tissues (Takahashi et al., 2010). To analyze whether the
decrease in cyclin B expression by the mammalian PDK1 kinase inhibitor
also affects CYCA3;1, we tested the change in GUS expression pattern in
response to 9.6% sucrose or 8 pM BX517. Our results showed an in-
duction of CYCA3;1 expression by sucrose and repression by BX517,
respectively, when compared to the controls, and the inhibitor antago-
nized sucrose when applied in combination (Fig. 3B). Collectively, these
data suggest that the mammalian PDK1 inhibition affects the expression
of mitotic cyclins in plants.
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(A) Photographs of A. thaliana Col-0 plants transferred to agar plates with 0.2X MS standard medium (with sucrose 0.6%). The indicated BX517 concentrations (0, 2,
4, and 8 pM) were added in droplets on the seedling’s aerial tissue and grown for 8 days. A combined treatment was included in which sucrose 9.6% plus BX517 8 yM
were added to the droplet (S-B). Quantitative data of primary root length (B), lateral root number (C), shoot fresh weight (D), and root fresh weight (E) were
recorded. Data are presented as mean + SE (n = 10). Different letters represent statistically different means in a one-way ANOVA, with a posthoc Tukey test (P <

0.05). The experiment was repeated three times, with similar results.
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Fig. 3. Effect of sucrose or BX517 on CycB1, and CycA3 expression, and TOR protein activity

Representative photographs of (A) CycB1::uidA or (B) CYCA3;1pro:CYCA3;1-GUS marker expression of 6-day-old seedling roots treated for 96 h with BX517 8 uM or
sucrose 9.6% or both compounds. The scale bar in (A) represents 50 ym, and in (B), 100 ym. Images are representative of 10 seedlings per treatment. (C) Protein
extracts from 6-day-old A. thaliana Col-0 seedlings treated with AZD8055 3 pM (AZD), sucrose 9.6% (Suc), BX517 8 yM (BX), or hydroxyurea 10 pM (HU) were
resolved by SDS-PAGE and analyzed by protein blots assays using anti-ZmS6K (S6K) or anti-phospho p70S6K (Thr 449) (p-S6K) antibodies. As a protein loading

control, a fr: of a Ce ie-stained gel run in parallel with that used for protein blot analysis is included in (C) (lower panel). The protein blots were
performed from two independent experiments with similar results. Densi i lysis was perf d using the ImageJ software (number under blots).

3.4. BX517, AZD8055 and hydroxyurea comparatively reduce S6K Sucrose-induced TOR activity, as observed by an increased S6K
phosphorylation phosphorylation at Thr-449 (Fig. 3C). In contrast, a decrease in the S6K

phosphorylation was observed in the treatment with AZD8055 or with

To determine whether the effect of BX517 could affect the TOR ~ BX517, suggesting that the activation of TOR occurs downstream of
pathway, Arabidopsis seedlings were treated with this compound and PDK1 (Fig. 3C). HU also reduced the S6K phosphorylation, suggesting a
analyzed through S6K phosphorylation assays. Different sets of Arabi- negative loop between WEEI1 activation and TOR inhibition.
dopsis seedlings were supplemented with 9.6% sucrose; 3 uM of the
specific TOR inhibitor AZD805S5, or 10 pM hydroxyurea (HU), which
stops the cell cycle while inducing DNA damage response (Ko et al., 3.5. BX517 reduces DR5::GUS expression and S6rp phosphorylation
2018).

Genetic analysis points to PDK1 as a crucial factor in polar auxin
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transport (PAT) (Xiao and Offringa, 2020). To understand in more detail
how BX517 modulates the PDK-TOR-S6K pathway, its effect was
compared with that of PF4708671, a S6K1 protein inhibitor (Ye et al.,
2022), the auxin transport inhibitor N-1-naphthylphtalamic acid (NPA),
or with the TOR inhibitor AZD855 on the auxin response using the
Arabidopsis DR5::GUS transgenic line (Ulmasov et al., 1997), BX517
strongly reduced the auxin response in root tips and leaves, even more
markedly than NPA. The S6K1 inhibitor shows DRS expression compa-
rable to the control. On the other hand, AZD8055 also strongly inhibited
the expression of the reporter gene, more than NPA, in a different way
than PF4708671 and similarly to BX517, further suggesting that TOR
acts downstream of PDK1. Next, the effects of PF4708671 on plant
growth and S6 ri 1 (Sé6rp) phosphorylation were analyzed
in WT (Col-0) plants. The inhibition of primary root growth and lateral
number was observed upon PF4708671 treatment (Fig. 4B), as well asa
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decrease in S6rp phosphorylation (Fig. 4C). Interestingly, the decrease
in S6rp phosphorylation was also evident with BX517, suggesting that
the PDK1 inhibition affects S6K kinase activation, therefore reducing
Sérp phosphorylation levels.

3.6. BX517 induces WEE1:GUS expression in shoot and root meristems
and emerging lateral roots

To determine whether the WEEI1 kinase is involved in the reduction
of plant growth and development observed upon BX517 treatment, six-
day-old Arabidopsis WEE1:GUS transgenic seedlings were treated with
sucrose, BX517, AZD8055, or hydroxyurea to analyze changes in gene
expression. The seedlings were grown in MS medium with 0.6% sucrose
for 4 days and then treated with the compounds for 12, 24, and 48 h. HU
induced WEEI1 expression in the apical meristem and primary roots after
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! d with BX517 8 pM (b, g), NPA 1 pM (c, h), PF4708671 1 uM (d, i) or AZD80S5 3 pM (e-j). Images are

represen(auve of 10 seedlings per treatment. Scale bars a-e 50 pym, f-j 200 ym. (B) Photographs of A. thaliana Col-0 plants transferred to agar plata with 0.2X MS

dium (with 0.6%). Plants were grown with PF4708671 1 M added in droplets on the aerial tissue for 8 days. Grap

data of primary root length and lateral root number. Data are presented as mean + SE (n = 10). Asterisk represent statistically different rnea.ns ina onevway ANOVA,

with a posthoc Tukey test (P < 0.05). The experiment was repeated three times, with similar results. (C) Protein extracts from 6-day-old A. thaliana Col0 seedlings

treated with BX517 8 uM, and PF4708671 1 pM were resolved by SDS-PAGE and analyzed by protein blots assays using anti-S6rp or anti-phospho-S6rp (Ser 235/236)

tibodies. A fragr of a C ed gel run in parallel with that used for protein blot analysis was included as a protein loading control. The protein blots
were performed from two independent experiments with similar results. Densitometric analysis was performed using the ImageJ software (number under blots).
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12 h of treatment. No differences were observed with sucrose, AZD8055,
or BX517 compared with the control at this time (Fig. 5A). However,
both HU and BX517 could induce WEE] expression in the apical meri-
stem, primary roots, and leaf vasculature at 24 h (Figs. 5B) and 48 h
(Fig. 6). Surprisingly, sucrose induced WEEI exp only in the
shoot but not in the root system at 24 or 48 h (Figs. 58 and 6)), an effect
observed in HU and BX517 treatments in the meristem of the lateral root
at 48 h (Fig. 6). Likewise, WEE] expression influenced by AZD8055 was
comparable to the control in the roots and reduced in the shoot. These
results indicate that BX517 is an inducer of WEEI expression and the
link with PDK1.

3.7. BX517 did not change S6K1 phosphorylation in two Arabidopsis
weel mutants

To gain insight into the role of WEE1 kinase in modulating TOR
activity by PDK1, we monitored the activation of the TOR pathway by
analyzing the S6K1 phosphorylation in two Arabidopsis weel mutants
treated with TOR inhibitors or inducers for 48 h, a time by which BX517

A)
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clearly induced WEEl. With this aim, two mutant alleles were
employed, namely weel-2, which has a T-DNA insertion in the first exon
of the WEEI gene that eliminates most of the protein, and weel-3, which
has a deletion of 112 amino acids in the kinase domain (De Schutter
et al., 2007).

The results showed no significant changes in S6K protein phos-
phorylation levels with any treatment in both WEEl-related mutants
(Fig. 7) and no changes in total S6K protein levels were observed. These
results indicate that the TOR inhibition or activation requires the pres-
ence of a functional WEEI kinase. Moreover, in the presence of BX517,
the growth of both mutants is similar to that of control plants (Fig. 51),
further indicating that a functional WEE1 kinase is required for the ef-
fects of PDK1 inhibition on plant growth.

4. Discussion
Sucrose, one of the main products of photosynthesis, provides energy

and acts as an essential signal molecule for regulating growth and
development (Aluko et al., 2021). Raya-Gonzalez et al. (2017) showed

WEE1:GUS (12 h)

HU 10 pM

Suc 9.6%

o 0

AZD8055
3uMm

BX517

Fig. 5. Effect of sucrose and BX517 treatment on WEE1:GUS expression

Photographs of the WEE1:GUS marker expression in the shoot apical meristem (a—e) and primary root (f=j). WEE1:GUS exp

lyzed in

was

fo.plants

growing in control liquid media or in transgenic lines treated with hydroxyurea 10 uM, BX517 8 uM, AZD8055 3 uM, or sucrose 9.6%, (A) for 12 h, or (B) for 24 h in
liquid MS medium. The images are representative of 10 seedlings per treatment. Scale bars a-e 200 ym, f-j 100 pm.
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WEE1:GUS (48 h)

HU 10 pMm

Fig. 6. Effect of 48 h of sucrose and BX517 treatment on WEE1:GUS expression

Suc 9.6%

BX517
8um

Photographs of the WEE1:GUS marker expression in the shoot apical meristem (a—e), primary root (f-j), and lateral root primordium (k-0). WEE1:GUS expression was
analyzed in transgenic plants growing in control liquid media or in transgenic lines treated with hydroxyurea 10 M, BX517 8 uM, AZD8055 3 pM, sucrose 9.6%, for
48 h in liquid MS medium. The images are representative of 10 seedlings per treatment. Scale bars a-e 200 pm, f-j and k-0 50 pm.

that increasing sucrose levels in the shoot promotes growth and root
branching triggering the emergence of lateral roots, which leads to a
highly modified root system architecture (Raya-Gonzalez et al., 2017).
Our findings are consistent with this report since the promotion of
lateral root formation by sucrose already occurred in our experiments,
even though the sucrose treatments were applied to agar droplets that
supported the growth of the shoot system (Fig. 1). Clearly, plant growth
and development can be regulated by the availability of in the
medium.

It has been proposed that environmental stimuli (i.e., light), nutrient
availability (i.e., sugars), or treatment with plant hormones such as
auxins promote the localized production of phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate (PI3P) by vacuolar protein sorting-34 (Vps34), which
activates the PDK1 (Xiong and Sheen, 2015). It activates AGC kinases
that play crucial cellular roles in yeast and multicellular (human/-
mouse) eukaryotes (Xiao and Offringa, 2020). In this context, the Ara-
bidopsis PDK1 kinase shares a high percentage of homology with its

repression of CycBI and CycA3 expression (Fig. 3). It is tempting to
speculate that such alterations arose through the inhibition of a plant
PDK1 ortholog. On the other hand, sucrose stimulated both the plant
growth and cell cycle progression in the root meristem, and the BX517
treatment noticeably reverts this phenotype, suggesting a crucial role of
PDK1 in plant g p ing driven by sucrose.

The TOR p is mainly exp d in meri where it pro-
motes cell division and avoids differentiation, which would arrest root
growth, thus compromising surveillance (Kircher and Schopfer, 2012;
Skylar et al., 2011). Accordingly, decreased TOR activity reduces mer-
istem size and root hair growth and changes mitosis to differentiation
(Diaz-Granados et al., 2020). Cell division and elongation in Arabidopsi
roots involve the TOR signaling pathway; accordingly, sucrose and
PDK1 are involved in the TOR protein activation (Dittrich and Devar-
enne, 2012; Liu et al., 2020). BX517 has been reported to inhibit the
activation of PDK1-TOR signaling, arresting the cell cycle in the GO-G1
phase, mainly affecting cyclin D1, CDK4, and CDK6 in non-small lung

part and p kinase B cells (Liu et al., 2020).
(PKB/AKT) in the presence of PIP3. It, in fact, rep the d In resp to growth stimuli, such as plant hormones or sugar
plant protein reported to possess a pleckstrin homology domain and the ilability, an i d abund of G1 cyclins fine-tunes auxin

first plant protein shown to bind 3-phosphoinositides (Deak et al., 1999;
Dittrich and Devarenne, 2012). In mammals, BX517 is a potent and
selective inhibitor of PDK1 that binds to the ATP binding pocket of the
protein (Islam et al., 2007). BX517 blocks the activation of AKT in tumor
cells (Islam et al., 2007). To the best of our knowledge, our study is the
first one introducing BX517 to potentially inhibit plant PDK1 (Fig. 2),
opening the possibility for the extended use of this inhibitor to dissect
plant biological responses associated with this pathway. This compound
disrupted root development, inhibiting primary root growth and lateral
root formation (Fig. 2) and meristematic cell cycle activity through

sensitivity and distribution in plants, promoting G2 to M and S-phase
cell cycle transitions (Kircher and Schopfer, 2012; MacGregor et al.,
2008; Skylar et al., 2011), and activate TOR to control cell proliferation
through the PDK1 (Kircher and Schopfer, 2012). In this context, cellular
responses such as repression of root growth observed in BX517-treated
plants correlated with rep of CycB1 and CycA3 (Fig. 3), sug-
gesting a role of PDK1 for cell cycle regulation. In addition, the
expression of CycBI and CycA3 induced by sucrose was antagonized by
BX517 treatment (Fig. 3), thus implying that a plant PDK1 ortholog
leads to cell cycle arrest in proliferative tissue. A pdk1 loss-of-function
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questioned (Détain et al,, 2021). WEEI transcripts are upregulated by
replication-inhibiting drugs (De Schutter et al., 2007). Indeed, we found
that BX517 treatment induces WEEI expression in proliferative tissue
(Figs. 5 and 6), suggesting that WEE1 influences primary root growth
and lateral formation upon PDK1 inhibition as a response to environ-
1 cues such as drought, salinity, or DNA damage agents, TOR ac-

p-sax—||—— e Pt o """"|

B)
weel-3
Control AZD Suc BX HU
S6K — |.-—- . - |
p-S6K — | me e W L A
-~ . —

Fig. 7. Effect of sucrose and BX517 on TOR activity in weel mutants

Protein extracts (10 pg) from 6-day-old A. thaliana weel-2 (A) or weel-3 (B)
mutant seedlings untreated (control), or treated with AZDBOSS 3 pM (AZD),
sucrose 9.6% (Suc), BX517 8 pM (BX), or Hydroxyurea 10 pM (HU), were
resolved by SDS-PAGE and analyzed by protein gel blot assays using anti-
ZmS6K or anti-phospho-p70S6K (Thr 449) antibodies. As a protein loading
control, a frag; of a Ce ie-stained gel run in parallel with that used for
protein blot analysis is included (lower panel} in each set of blots. The protein
blots were performed from two independent experiments with similar results.

mutant revealed a role for PDK1 in polar auxin transport (PAT) and
activation of AGC1 clade kinases (Xiao and Offringa, 2020). The fact
that S6K1 belongs to the family of AGC protein kinases raises the pos-
sibility that the effects observed by treating plants with BX517 are also
due to non-specific inactivation of S6K1. To elucidate whether BX517
could inhibit PDK1, PAT was examined in the DRS5::GUS Arabidopsis
transgenic line, where it strongly reduced the expression of the auxin
response marker, even more than NPA, indicating its invelvement in the
regulation of an as-yet-unidentified mechanism that keeps plant auxin
homeostasis.

In contrast, in plants treated with an S6K1 inhibitor, the DR5 re-
porter gene expression was similar to control plants (Fig. 4A). The
expression of the auxin response marker was also drastically reduced by
the TOR inhibitor AZD8055, suggesting that TOR, but not S6K1, par-
ticipates downstream of PDK1 in the auxin response regulation, prob-
ably involving PAT. The fact that 56K1 inhibition does not affect the
DR5:GUS expression suggests that the S6K1 inhibitor does not have
activity in plants. However, plants treated with the S6K1 inhibitor
showed reduced primary root growth and lateral root development
(Fig. 4B). S6rp is the substrate of S6K, and its phosphorylation in plants
mainly depends on the TOR-S6K and PDK1 (Meyuhas, 2015).
PF4708671, the inhibitor of S6K, strongly decreased the Sérp phos-
phorylation (Fig. 4C). Additionally, Sérp phosphorylation was also
reduced with BX517, suggesting that the PDK1 inhibition affected the
S6K kinase activity, reducing S6rp phosphorylation.

A key aspect of replication stress responses involves the activation of
cell eycle checkpoints, which trigger cell cycle arrest and allow cells to
have enough time to clear these perturbations (Pan et al., 2021). The
kinase WEE1 is located within the checkpoints and is ubiquitously
present througl plant devel particularly under genotoxic
stresses, and its phosphorylation negatively regulates the cell cycle.
However, its analogies in controlling the human cell cycle by tyrosine
phosphorylation of cyclin-dependent kinases (CDKs) have been

tivity inhibition was observed by hydroxyurea treatment, an inducer of
WEE1 expression that arrests the cell cycle; concomitant effects were
observed in the plant response to BX517 (Fig. 3C), which suggests the
involvement of WEE1 expression in TOR activity. Studies in ovarian
cancer lines reported that a dual WEE1/mTOR inhibition induced
massive DNA replication stress, leading to fork stalling and DNA damage
rescue system activation (Li et al., 2020).

The growth of WEEI Arabidopsis mutants treated with BX517 was
similar to that of untreated plants (Fig. 51), suggesting that WEE1 is
required for PDK1 function. On the other hand, a reduction in WEE1
levels upon acute TORCI1 inhibition was observed in yeast and human
cells (Atkin et al., 2014). Protein blot analysis of WEEI mutants revealed
that WEE1 protein is required for TOR activation or inhibition (Fig. 7).
Thus, although plants evolved particular mechanisms to control the cell
cyele, central protein players like PI3K, PDK1, TOR, S6K, WEE1, and
cyclins g others, are involved in regulating this process to ensure
plant growth and stress adaptation.

5. Conclusions

This study presents evidence suggesting that a plant ortholog of
PDK]1 is involved in plant growth promotion by sucrose. The mammalian
PDK1 inhibitor BX517 antagonized sucrose-induced plant growth,
diminished TOR activity, cyclin Bl and A3 expression, and cell cycle
progression, and activated the expression of the master regulator of DNA
damage response WEEL. Taken together, these results suggest a role of
plant PDK1 in modulating checkpoints that lead to cell cycle progression
in plant growth-stimulating conditions. In mammals and yeasts, acute
TOR inhibition leads to reduced WEE1 expression, and the fact that in
the present work, we found that the BX517 treatment induces WEE1
expression and TOR inhibition and that the TOR inhibition or activation
requires WEEL, the possibility is open that an interaction between TOR
and WEE1 protein could be important for growth.
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SupplementaryFig. 1. Photographs of weel mutant plants transferred to agar plates
with 0.2x standard MS medium (containing 0.6% sucrose). Plants were grown
without (Control) or with 8 uM of BX517 added in droplets on the aerial tissue for 8
days. The graphics represent each indicated mutantline's primary root length and
lateral root number (weel-2, weel-3). Data are presented as mean = SE (n = 10).
Differentletters represent statistically differentmeans in a one-way ANOVA, with a
posthoc Tukey test (P < 0.05). The experiment was repeated three times, with

similar results.
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Supplementary Fig. 2. Uncropped protein blot corresponding to total S6K protein
from Col-0 pants treated with the indicated compounds. The dotted box corresponds
to the cropped area of the blot in Fig. 3C, upper panel. Reported refers to the blot
usedin the manuscript. The lines correspondto the molecularweightladders in KDa.
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Supplementary Fig. 3. Uncropped protein blot corresponding to the phosphorylated
form of the S6K protein (p-S6K). The dotted box corresponds to the cropped area of

the blot in Fig. 3C, middle panel. Reported refers to the blot used in the manuscript.

The lines correspond to the molecular weight ladders in KDa.



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161724002177?via%3Dihub#fig3

Col 0

Coomassie Ponceau
kDa
C AZD Suc BX HU A
250 w— 150 =
150 = 100 s—
100 === 75
75 =i
50 m—
....................................................... S 3
37 —_—
37—
25 w— |
20 w—
25—
m—

Supplementary Fig. 4. Uncropped Coomassie gel runs in duplicate with the one used
for the protein blot. The dotted box corresponds to the cropped area of the gel in Fig.
3C, lower panel. The membrane used for the protein blots was also stained with
Ponceau red; similar amounts of protein were observed in each lane. The molecular

weight ladders in KDa are indicated.
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Supplementary Fig. 5. Uncropped protein blot corresponding to total S6K protein

from wee1-2 mutant plants. The dotted box corresponds to the cropped area of the

blot in Fig. 7A, upper panel. Reported refers to the blot used in the manuscript. The

lines correspond to the molecular weightladders in KDa.
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Supplementary Fig. 6. Uncropped protein blot corresponding to the phosphorylated
form of the S6K protein (p-S6K) from weei-2 mutant plants. The dotted box
corresponds to the cropped area of the blot in Fig. 7A, middle panel. Reported refers
to the replicated blot used in the manuscript. The lines correspond to the molecular

weight ladders in KDa.
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Supplementary Fig. 7. Uncropped Coomassie gel, run in duplicate with that used
for protein blots from weei1-2 mutant plants. The dotted box corresponds to the
cropped area of the gel in Fig. 7A, lower panel. The membrane used for the protein
blots was stained with Ponceau red, and similar amounts of protein were observed

in each lane. The molecular weight ladders in KDa are indicated.
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Supplementary Fig. 8. Uncropped protein blot corresponding to total S6K protein
from wee1-3 mutant plants. The dotted box corresponds to the cropped area of the
blot in Fig. 7B, upper panel. Reported refers to the blot used in the manuscript. The

lines correspond to the molecular weight ladders in KDa.
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Supplementary Fig. 9. Uncropped protein blot corresponding to the phosphorylated
form of the S6K protein from wee1-3 mutant plants. The dotted box corresponds to
the cropped area oftheblotin Fig. 7B, middle panel. Reported referstothe blot used

in the manuscript. The lines correspond to the molecular weight ladders in KDa.
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Supplementary Fig. 10. Uncropped Coomassie gel, run in duplicate with that used
for protein blots from weei1-3 mutant plants. The dotted box corresponds to the
cropped area of the gel in Fig. 7B, lower panel. The membrane used for the protein
blots was also stained with Ponceau red; similar amounts of protein were observed

in each lane. The molecular weight ladders in KDa are indicated.
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Supplementary Fig. 11. Uncropped protein blot corresponding to total Sérp protein
from Col-o0 plants. The blot corresponds to the upper panel of Fig. 4C. The lines

correspond to the molecular weightladders in KDa.
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Supplementary Fig. 12. Uncropped protein blot corresponding to the
phosphorylated form of the Sérp protein from Col-0 plants. The blot corresponds to
the middle panel of Fig. 4C. The lines correspond to the molecular weight ladders in
KDa.
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Supplementary Fig. 13. This is an Uncropped Coomassie gel run in duplicate with
that used for protein blots from Col-0 plants. The figure corresponds to the gel of
the lower panel in Fig. 4C. Similar amounts of protein were observed in each lane.

The molecular weight ladders in KDa are indicated.
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10. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La proteina cinasa Akt (PKB) controla diversas funciones celulares, incluyendo la
modulacion del crecimiento, la supervivencia, la proliferacion y el metabolismo. La
familia de las cinasas Akt esta compuesta por tres isoformas altamente homodlogas:
Akt1 (PKB alpha), Akt2 (PKB beta) y Akt3 (PKB gamma) (Gonzalez y McGraw,
2009). Las funciones de las diferentes Akt no se superponen completamente y la
sefalizacion especifica de la isoforma contribuye a la diversidad de las actividades
de Akt (Gonzalez y McGraw, 2009). Se han identificado diferentes isoformas de Akt
en vertebrados e invertebrados debido a que la estructura de Akt muestra una alta
conservacion molecular y funcional; en este estudio la comparacién in silico de la
proteina Akt (1, 2, 3) de mamiferos con A. thaliana, mostr6 un resultado de 7
secuencias con un porcentaje de identidad de entre 28 y 40%. Estos resultados
indican que en cuanto a secuencia no se encuentra presente un ortélogo de la
proteina Akt en el genoma de A. thaliana. Sin embargo, los resultados de la
secuenciacion obtenida de la inmunoprecipitacion realizada con anticuerpos
monoclonales contra AKT (Tabla 1), identificaron la presencia de la cinasa WEE1,
la cual es clave para reparacion del dano al ADN ya que inhiben la actividad de las
cinasas CDK para el arresto del ciclo celular en las fases G2/M (De Schutter et al.,
2007; Chen et al., 2017; Bourbousse et al., 2018; Ogita et al., 2018; Takahashi et
al., 2019). Estos hallazgos llevaron a la hipotesis de si la cinasa WEE1 esta
involucrada en la via de sefalizacion de TOR, debido a que dicha via se expresa
principalmente en los meristemos y controla su tamafio regulando el crecimiento
celularen la zona de division, el numero de células proliferantes y el paso de células

a la zona de diferenciacion (Skylar et al., 2011; Kircher y Schopfer, 2012).

Los cambios en los nivelesde TOR modifican la estructura de la raiz (Xiongy Sheen,
2012; Diaz y Dinkova, 2021) ademas la actividad disminuida de TOR reduce el

tamano del meristemo y la diferenciacién avanzada, y reduce el crecimiento de los




pelos radiculares (Diaz y Dinkova, 2021). Gonzalez et al. En 2016, demostraron que
el aumento de los niveles de sacarosa en los tejidos aéreos y el posterior
metabolismo de la sacarosa estimulan la emergencia de las raices laterales,
demostrando que el metabolismo de la sacarosa estimula esa etapa especifica de
la formacion de las raices laterales y que el aumento del metabolismo de la sacarosa
conduce a un cambio de desarrollo para crear una arquitectura del sistema radicular
mas ramificada. Nuestros hallazgos son consistentes con los reportados por
Gonzalez et al. 2016, mostrando que la formacion de raices laterales en cultivo esta
fuertemente influenciada por si las hojas absorben o no sacarosa del medio, lo que
promueve la proliferacion celular, determina el crecimiento y el desarrollo del
sistema radicular. TOR actua como el interruptor molecular central para regular el
metabolismo, la proliferacion celulary el crecimiento de plantulas y plantas adultas
en respuesta a la sacarosa derivada directa o indirectamente de la fotosintesis. (Wu
et al. 2018), Nuestros datos muestran que el crecimiento y desarrollo de las plantas

pueden ser regulados por la disponibilidad de sacarosa en el medio, posiblemente
influyendo en la actividad de la via de sefializacion TOR.

Dentro de la via de sefalizacion TOR en plantas se encuentra la proteina cinasa
PDK1, cuya activacion no se conoce en detalle; se ha propuesto que la
disponibilidad de nutrientes (luz, azucares) y la presencia de hormonas vegetales
como las auxinas promueven la produccion localizada de fosfatidilinositol -3-fosfato
(PI3P) por Vps34 (vacuolar protein sorting-34), que activa la proteina cinasa PDK1
(Xiongy Sheen 2015). Es bien conocido por su papel clave como activador de otras
cinasas AGC que juegan papeles cruciales en las funciones celulares basales en
eucariotas inferiores (levadura) y superiores (humanos/ratones) (Xiao et al. 2020).
En este contexto, la cinasa PDK1 de Arabidopsis comparte un alto porcentaje de
homologia con la PDK de mamiferos y la cinasa PDK1 de Arabidopsis es capaz de
activar la proteina cinasa humana BK (PKB/AKT) en presencia de PtdIns (3,4,5) P3,
y es solo la segunda proteina vegetal que se informa que posee un dominio de
homologia de pleckstrina y la primera proteina vegetal que se ha demostrado que

se une a 3-fosfoinositidos (Deak et al. 1999; Dittrich y Devarenne. 2012), En
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mamiferos, BX-517 es un inhibidor potente y selectivo de PDK1 que se une al
bolsillo de unidn de ATP de la proteina. Ademas, BX-517 bloquea la activacion de

Akt en células tumorales (Islam et al. 2007).

Este estudio utilizé el compuesto BX517, el primer informe de su uso en Arabidopsis.
Nuestros resultados indican que la inhibicién de la cinasa PDK1 altera el programa
normal de desarrollo de la raiz, lo que resulta en una proliferacién reducida y
acortamiento de las raices primarias y laterales, en contraste con el fenotipo
inducido por sacarosa. Claramente, las vias de sefalizacion que promueven la
divisidon y elongacién de las células de la raiz en plantulas de Arabidopsis WT,
posiblemente en ambos tratamientos esté involucrada la via de sefalizaciéon TOR,
ya que la sacarosa y la cinasa PDK1 estan involucradas en la activacién de la via
de sefalizacién TOR en Arabidopsis. Se ha informado que el compuesto BX517
inhibe la progresion de la sefializacion PDK1-TOR, ademas de detener el ciclo
celular en la fase G0O-G1, afectando principalmente a la ciclina D1, CDK4 y CDK6
(Liu et al. 2020).

En respuesta a condiciones que estimulan el crecimiento, como las hormonas
vegetales o la disponibilidad de azucares, se observa una mayor abundancia de
ciclinas G1, particularmente en los azucares que afinan la sensibilidady distribucion
de las auxinas en las plantas, promoviendo las transiciones del ciclo celular de las
fases G2 a My S (MacGregor et al. 2008; Skylar et al. 2011; Kircher y Schopfer
2012), y activan la cinasa TOR para controlar la proliferacién celular a través de la
cinasa PDK1 (Kircher y Schopfer 2012), en este contexto, las respuestas celulares
al fenotipo de raiz corta de los tratamientos con BX517 mostraron una expresion
disminuida de CycB1 y CycA. Esto sugiere que la inhibicién de las cinasas PDK1
reduce la capacidad proliferativa de las células, lo que lleva a la detencién del ciclo
celular. Ademas, el inhibidor BX517 muestra un efecto competitivo con la sacarosa
sobre la expresidn de ciclina B1 y ciclina A, ya que se muestra que los niveles de
expresion de ciclina se reducen en comparacion con los tratamientos con altos

niveles de sacarosa. Ademas, nuestros resultados sugieren que la inhibicion de




PDK1 en Arabidopsis WT puede causar estrés celular que conduce a la detencion

del ciclo celular.

Uno de los aspectos clave de las respuestas al estrés de replicacion es activar los
puntos de control del ciclo celular, que desencadenan la detencion del ciclo celular
y permiten que las células tengan tiempo suficiente para eliminar estas
perturbaciones (Pan etal. 2021). La cinasa WEE1 se encuentra dentro de los puntos
de control, es ubicua en el plan El WEE1 vegetal interviene en el desarrollo celular
y regula negativamente el ciclocelular a través de su fosforilacion. Sin embargo, sus
analogias con el control del ciclo celular humano por la fosforilacion de tirosina de
las cinasas dependientes de ciclina (CDK) son a veces cuestionadas (Détain et al
2021). Las diferencias estructurales, que podrian ser responsables de la pérdida de
especificidad entre humanos y plantas, se destacan y sugieren la participacion de
WEE1 vegetal en mas procesos de regulacién celular (Détain et al 2021). Con base
en nuestros resultados, indicamos que la inhibicion de PDK1 por el compuesto
BX517 induce la expresion de WEE1 como una posible respuesta al estrés causado
por el inhibidor. EIl mecanismo indirecto sugiere que aguas arriba de WEE1 hay otros
pasos reguladores presentes para controlar la progresion del ciclo celular, estos
hallazgos muestran una posible actividad dual con TOR, ya que los cambios en los
niveles de fosforilacién de S6K disminuyen en presencia de BX517, estos resultados
estan relacionados con estudios en lineas de cancer de ovario donde se informo
que una combinacion de WEE1 y mTOR inhibe de manera sinérgica el crecimiento
tumoral en lineas celulares de cancer de ovario y xenoinjerto derivado de pacientes
que imitan de cerca la heterogeneidad de los tumores de los pacientes,
mecanisticamente, la inhibicion dual de WEE1/mTOR indujo un estrés masivo de
replicacion de ADN, lo que llevo al estancamiento de la horquillay dafio del ADN (Li
et al. 2020).

En conclusién, en este estudio indicamos que BX517 redujo la actividad de la cinasa
TOR, activo la expresion de WEE1 en los meristemos de los brotes, las raices y las

raices laterales, e inhibi6 la progresion del ciclo celular meristematico en las raices,




lo que sugiere que PDK1 es un elemento critico para las respuestas de las plantas
a los factores mitogénicos a través de la modulacion de la actividad de TOR.
Nuestros datos revelan una relacion entre un ortélogo de PDK1 con actividad TOR

y la expresion de la cinasa WEE1 para el crecimiento y las respuestas al estrés en

las plantas.
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