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RESUMEN

Los organismos vegetales integran maltiples estimulos ambientales que alteran sus patrones
de crecimiento y desarrollo, se ha sugerido que estos procesos son controlados por
pequefios compuestos organicos llamados fitohormonas, sin embargo el nimero reducido
de estas hormonas es insuficiente para explicar la gran diversidad de procesos del
desarrollo en vegetales, lo que sugiere que otro tipo de fitorreguladores también podrian
tener un papel importante en su crecimiento. Se conoce que en los vegetales existen
también reguladores del crecimiento de naturaleza peptidica y los reportes que implican a
este tipo de compuestos son cada vez mas frecuentes. Algunos de estos péptidos son la
insulina y los factores de crecimiento parecidos a insulina, que en vegetales presentan
actividad biologica similar a la presentada en animales. En el presente trabajo se demostro
que la insulina estimula el crecimiento de los pelos radiculares en Arabidopsis thaliana,
dicho crecimiento no se presentd bajo la inhibicion de TOR con rapamicina y torinl, lo
que sugiere que el crecimiento de los pelos radiculares estimulado por insulina involucra la
actividad de TOR ya que la via de sefializacion PI3BK/TOR/S6K esta altamente conservada
en Arabidopsis, y el desarrollo de estos drganos esta altamente influenciado por esta cinasa;
acompariando a este efecto se observo abultamiento y deslocalizacién de las ROS en la
punta de los pelos tratados con rapamicina y torinl. Mediante la sonda HyPer la cual revela
la produccion de H,O, en tiempo real se determind que esta hormona aumenta los patrones
oscilatorios de H,O, en el apice del pelo lo que indica una mayor actividad y crecimiento al
igual que induce mayor produccién de H,0,. Estos efectos fueron abatidos por la adicion
del inhibidor torinl, lo que indica que rio abajo de TOR existen blancos que regulan la
produccion de ROS en los pelos radiculares de Arabidopsis y que el efecto de la insulina

sobre estos 6rganos depende de la participacion de TOR.

Palabras clave: Insulina, TOR, pelos radiculares de Arabidopsis, ROS, rapamicina



ABSTRACT

Plants integrate multiple environmental stimuli that alter their growth patterns and
development, it has been suggested that these processes are controlled by small organic
compounds called plant hormones, however the reduced number of these hormones is
insufficient to explain the wide range of developmental processes in plants, suggesting that
other type of growth regulators may also have an important role in its growth. It is known
that in plant to exist growth regulators of peptide nature too and, reports involving such
compounds are increasingly frequent. Some of these peptides are the insulin and insulin-
like growth factors that in plants exhibit biological activity similar to that presented in
animals. In the present work it was shown that insulin stimulates the root hairs growth in
Arabidopsis thaliana, this growth was not presented under TOR inhibition with rapamycin
and torinl, suggesting root hairs growth involves TOR insulin-stimulated activity since
PIBK/TOR/S6K signaling pathway is highly conserved in Arabidopsis, and the
development of these organs is highly influenced by this kinase, accompanying this effect
was observed swelling and relocation of ROS on tip hairs treated with rapamycin and
torinl. By Hyper probe which reveals H,O, production in real time was determined that
this hormone increases H,O, oscillatory patterns in the hair tip which indicates a greater
activity and growth as well as induce increased production of H,O,. These effects were
reduced by the inhibitor torinl addition, indicating that downstream of TOR exist targets
that regulate ROS production in Arabidopsis root hairs and that insulin effect on organs
depends of TOR participation.

Keywords: Insulin, TOR, Root hair of Arabidopsis, ROS, rapamycin



I. ANTECEDENTES

1.1. Reguladores del crecimiento vegetal

Las plantas integran mdltiples estimulos ambientales para regular su crecimiento y
desarrollo, dichos estimulos activan vias de sefializacion especificas a través de moléculas
reguladoras del crecimiento. Estas ultimas comprenden a los fitoreguladores clasicos como
las auxinas, citocininas, giberelinas, etileno y acido abscisico entre otros. Las auxinas se
han relacionado en procesos como respuestas tropicas a la luz y la gravedad, en la
arquitectura general de la raiz y follaje, la formacion de los érganos, el desarrollo vascular
y el crecimiento de explantes en cultivo de tejidos (Teale et al., 2006). La auxina natural en
las plantas es el &cido indol-3-acético (AlA) (Kende y Zeevaart, 1997). EI AIA actGa como
molécula sefial durante los procesos de division, elongacién y diferenciacion celular desde
la embriogénesis, donde establece la polaridad basal-apical y la formacién de los
meristemos de la raiz y el follaje hasta el desarrollo post-embrionario (Bishopp et al.,
2006; Teale et al., 2006). La biosintesis de auxinas ocurre tanto en el follaje como en la
raiz de la planta, siendo las hojas jévenes de gran importancia en este proceso (Ljung et al.,
2001). Una vez sintetizadas las auxinas son movilizadas a través de transportadores
especificos hasta sus tejidos blanco, lo que permite la formacidn de un gradiente de auxinas
(Benjamins y Scheres, 2008). La acumulacién diferencial de auxinas en la punta de la raiz
ocasiona una redistribuciéon posterior hacia la zona de diferenciacion celular, donde es
esencial para los distintos procesos morfogenéticos (Rashotte et al., 2000; Casimiro et al.,
2001). Otras fitohormonas frecuentemente estudiadas son las citocininas, las cuales
originalmente fueron identificadas como moléculas capaces de inducir la division celular en
plantas (Miller et al., 1955). Posteriormente, se determind que las citocininas inician la
division celular activando el ciclo celular a través de la Ciclina D3 (CYCD3) (Riou-
Khamlichi et al., 1999; Dewitte et al., 2007). Las citocininas se han implicado en el control
de las células fuente, en el desarrollo del follaje y la raiz, la diferenciacion vascular, la
biogénesis de los cloroplastos, el desarrollo y ramificacion del follaje, raiz e
inflorescencias, el balance de nutrientes, la senescencia de las hojas, la tolerancia al estrés y
el desarrollo de las semillas (Kieber, 2002; Muller y Sheen, 2007). Las giberelinas (GAS)
son una gran familia con mas de 100 miembros de compuestos diterpenoides sintetizados a

partir de geranil difosfato (GDP). Sin embargo, solo algunos de ellos son reguladores



bioactivos del crecimiento que controlan diversos procesos como la germinacion de la
semillas, la elongacién de los tallos, la expansion de las hojas, el desarrollo de tricomas y
de flores y frutos (Olszewski et al., 2002; Yamaguchi, 2008). Durante la germinacién, las
GAs promueven el crecimiento del embridn y/o reducen las restricciones fisicas impuestas
por el endospermo Yy la testa que impiden la salida de la radicula. En el endospermo y el
cortex de ejes embrionarios de semillas de Arabidopsis se sintetizan las GAs bioactivas,
particularmente en los sitios donde las células se expanden rapidamente (Olszewski et al.,
2002). Uno de los efectos de las GAs es promover la diferenciacion de 6rganos al perder la
identidad meristematica. El acido abscisico (ABA) regula la maduracion de las semillas y
su dormancia, la apertura de los estomas y la tasa de crecimiento en respuesta a estrés
ambiental incluyendo sequia, frio y salinidad. EI ABA se sintetiza principalmente en los
tejidos vasculares y es movilizado al tejido blanco, aunque también puede ser producido en
el sitio donde se utiliza. EI ABA actla a través de una cadena de sefializacion formada por
una gran cantidad de componentes que incluyen factores de transcripcion, proteinas de
uniéon a RNA, cinasas y fosfatasas. La sefializacion del ABA incluye a las proteinas G,
lipasas, fosfatasas y cinasas en los primeros eventos, seguidos de la liberacion de un
segundo mensajero como el inositol trifosfato (IP3), Ca" y K* que actian regulando las
funciones estomaéticas y la expresion de genes de respuesta a estrés, aparentemente a traves
de cascadas de fosforilacion (Finkelstein et al., 2002, Huang et al., 2007). En la mayoria de
los tejidos vegetativos los genes regulados por ABA estan involucrados en respuesta a
estrés abiotico, principalmente en respuesta a la deshidratacion celular. En semillas en
proceso de maduracién los genes regulados por ABA incluyen aquellos necesarios para la
sintesis de reservas lo que les confiere tolerancia a desecacion (Finkelstein et al., 2002). En
resumen, se han mencionado algunos de los reguladores del crecimiento vegetal mas
estudiados, todos ellos son pequefias moléculas organicas con distintas propiedades
bioquimicas, sin embargo se considera que su numero es pequefio en comparacion con la
gran cantidad de procesos biologicos en los que participan, tal diversidad de respuestas
podria ser explicada si se considera la existencia en plantas de un tipo diferente de

moléculas de sefializacion de naturaleza peptidica.



1.2. Reguladores del crecimiento vegetal de naturaleza peptidica

Las fitohormonas son moléculas importantes para el crecimiento y desarrollo. Sin
embargo, las plantas adicionalmente controlan estos procesos a través de pequefios
péptidos sefializadores. En el genoma de Arabidopsis se han reportado aproximadamente
1000 secuencias de péptidos potenciales con actividad de sefializacion. A la fecha, un
namero reducido de estos pequefios péptidos sefializadores ha sido funcionalmente
caracterizado y muy pocos han sido ligados a un receptor especifico (Czyzewicz et al.,
2013). Estos péptidos formados por 5 a 75 aminoacidos (aa), presentan un peso que va de 5
a 75 kDa. Una gran cantidad de ellos son productos de péptidos precursores modificados
postraduccionalmente, siendo tales modificaciones criticas para su funcién. Los péptidos
pequefios sefializadores maduros y funcionales son secretados y percibidos por receptores
asociados a membranas, regulando rutas de transduccion de sefiales y algunos actdan
directamente en la célula (Butenko et al., 2009; Matsuzaki et al., 2010; Matsubayashi,
2011; Murphy et al., 2012). A la fecha, solo un nimero reducido de péptidos pequefios
sefializadores han sido funcionalmente caracterizados y pocos se han asociado a un receptor
(Butenko et al., 2009; Murphy et al., 2012). En el genoma de Arabidopsis se han
detectados aproximadamente 600 receptores putativos tipo proteinas cinasas (Shiu y
Bleecker, 2001) y alrededor de 1000 secuencias que podrian codificar para péptidos sefial
(Lease y Walker, 2006). Algunos procesos fisiologicos y de desarrollo en los que estan

implicados los péptidos sefializadores en vegetales se muestran en la figura 1.
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Figura 1. Sefializacion de péptidos pequerfios en el crecimiento y desarrollo. Una ilustracion simplificada
de Arabidopsis donde se indica la participacion de los péptidos pequefios de sefializacion en alguno de los
principales procesos de desarrollo (Czyzewicz et al., 2013).

Por ejemplo, la regulacion de la division y diferenciacion celular en los meristemos
radicular y apical es critica para el correcto desarrollo de la planta (Scheres, 2007). Algunos
de los peptidos que controlan dicho proceso pertenecen a la familia de proteinas
CLAVATA (CLV)/EMBRYO SURROUNDING REGION (ESR)-RELATED PROTEIN
(CLE) los cuales participan en el mantenimiento de los meristemos florales, apicales y la
division celular. La familia de proteinas CLE de Arabidopsis comprende 32 péptidos, cada
uno formado por 12 a 13 aa (Strabala et al., 2006; Betsuyaku et al., 2011). Se ha



encontrado que CLV3 funciona como una sefial movil que controla el tamafio del
meristemo apical (SAM) de Arabidopsis (Suzaki et al., 2008). Los péptidos ROOT
GROWTH FACTOR (RGF)/GOLVEN (GLV)/ CLE-LIKE (CLEL) pertenecen a una
familia de 11 miembros de 13 a 18 aa siete de los cuales son expresados en el RAM
(Matsuzaki et al., 2010; Whitford et al., 2012; Fernandez et al., 2013a; Fernandez et al.,
2013b). La sobreexpresion del péptido RGF1 resulta en un alargamiento de la region
meristematica, mientras que la triple mutante rgfl rgf2 rgf3 muestra fenotipo de raiz corta,
lo que sugiere que regula el mantenimiento del crecimiento del meristemo (Matsuzaki et
al., 2010). Otro péptido implicado en la regulacion de la raiz es C-TERMINALLY
ENCODED PEPTIDE (CEP). La sobreexpresion de (CEP1) presenta un fenotipo de raiz
corta, con reducido nimero de células fuente en la zona meristematica y tamafo celular
pequefio en la region madura. Un efecto similar fue observado en el tratamiento con el
péptido CEP1 que provoco un arresto en el crecimiento (Ohyama et al., 2008). Ademas de
la regulacién del desarrollo de la raiz, existen péptidos implicados en la expansion celular.
Dos péptidos sulfatados PHYTOSULFOKINE-a (PSK-a) y el glicopéptido de 18 aa.
PLANT PEPTIDE CONTAINING SULFATED TYROSINE 1 (PSY1), promueven la
proliferacion celular de cultivos (Matsubayashi et al., 2006; Matsubayashi y Sakagami,
1996; Yang et al., 2001; Amano et al., 2007; Komori et al., 2009). Sin embargo, in planta,
los PSK-o y PSY1 parecen estar asociados con la expansion celular. El tratamiento con
PSK-a resultd en un incremento significativo en la longitud de la raiz primaria de las
plantulas silvestres, como consecuencia de un incremento en la elongacién de las células
meristematicas (Kutschmar et al., 2009). Las proteinas PIN son acarreadores de eflujo de
auxinas esenciales para el establecimiento de un méximo de auxinas que regula el patron
morfogenético de la raiz (Grunewald y Friml, 2010). Respecto a la funcion de los péptidos
de sefializacion, se reportd gque la mutante pin2 es resistente al tratamiento con GLV, al
observar que el nivel de PIN2 se incremento6 en la membrana, mientras que la polaridad de
PIN2 y otros transportadores como AUX1, PIN1 y PIN3 no se alterd. Lo anterior sugiere
que PIN2 podria ser un miembro de la via de sefializacion de GLV que afecta el transporte

de auxinas y la respuesta gravitropica (Whitford et al., 2012) (Tabla 1).



Tabla 1. Familia de péptidos vy su funcién bioldgica.

Familia peptidica NUmero de | Aminoacidos del Funcién bioldgica
péptidos en | péptido maduro
la familia
CEP 5 15 (CEP1) Desarrollo de raices laterales
CLE 32 12-13 (CLV3) Mantenimiento  del meristemo,

division de las células fuente, y
desarrollo vascular

DVL/ROT: 24 41-145 Proliferacién celular (tricomas y

DEVIL/ hojas)

ROTUNDIFOLIA

EC1 5 ? Activacion espermatica

EPF-EPFL.: 11 44 (STOMAGEN) -76 Desarrollo de estomas

EPIDERMAL

PATTERNING

FACTOR-EPF-

LIKE

IDA-IDL.: 6 20 Abscision de 6rganos, emergencia de

INFLORESCENCE raices laterales

DEFICIENT IN

ABSCISSION—

IDA-LIKE

PLS 1 36 Expansion celular, desarrollo de

POLARIS raices, desarrollo  vascular 'y
formacion de las hojas

PSK-a. 6 5 Proliferacién celular y diferenciacion,
expansion celular

PSY1 3 16-18 Proliferacién celular y diferenciacion,
expansion celular

RALF-RALFL: 34 49 Expansién celular

RAPID

ALKALINIZATION
FACTOR-RALF-
LIKE

RGF/GLV/CLEL 11 13 (RGF1) 14 (GLV1) | Mantenimiento del nicho de las
-18 células fuente del  meristemo
radicular, gravitropismo y desarrollo
de las raices laterales

TPD1: TAPETUM |1 ? Desarrollo de anteras
DETERMINANT 1

? Desconocido o no investigado. (Modificada de Czyzewicz et al., 2013).

1.3. Participacion de los péptidos de sefializacion en el crecimiento unidireccional

Las células con crecimiento unidireccional son un modelo bioldgico importante para
entender los procesos de elongacién celular, en vegetales algunas de estas células son los
tricomas, los pelos radiculares y el tubo polinico. Los pelos radiculares consisten en una

sola celula (tricoblasto) que se diferencia en respuesta a su posicion sobre la conjuncion de

8



dos células del cortex (Grebe, 2012) (Ver Fig. 3.1. Capitulo 3. Fronteras en la Bioquimica
del Desarrollo de las Plantas, 2013). Tal proceso, involucra a los péptidos GLV4 y GLVS,
miembros de la familia RGF/GLV/CLEL. Dichos péptidos, son expresados en la rizodermis
y regulan tanto el tamafio como la forma de los pelos radiculares. GLV4 se expresa en
todas las células epidérmicas, mientras que GLV8 solo lo hace en las células que no forman
pelos (atricoblastos). Las raices de la mutante con pérdida de funcion glv8 y ami4Rglv4
muestran pelos radiculares cortos comparados con la linea silvestre. En contraste, la sobre
expresion de GLV4, GLV5 y GLV8 incremento el nimero de pelos radiculares ramificados
(Fernandez et al., 2013a). Por otra parte, la baja expresion de NaRALF en Nicotiana
attenuata inhibe el crecimiento en punta de los tricoblastos y muestra un hinchamiento y
frecuentes explosiones de estos 6rganos (Wu et al., 2007). La atraccién quimica del tubo
polinico, es otro ejemplo de los efectos de los péptidos sobre el crecimiento polar. Estos
organos crecen mediante la extension de la membrana (Campanoni y Blatt, 2007),
promovida por el péptido ZmEA1L, el cual funciona como un atractor quimico al ser
internalizado por accidn vesicular y degradado rapidamente (Marton et al., 2012). También
el desarrollo que involucra la percepcion de péptidos por los pelos radiculares, es la
formacion de nddulos por las leguminosas. Este fendmeno inicia cuando los factores de
nodulacion son detectados por los pelos radiculares, desencadenando asi la formacién del
nddulo y permitiendo la proliferacion de la rizobia en un ambiente 6ptimo para convertir el
nitrégeno atmosférico en amonio. Lo anterior permite el crecimiento de las plantas en
suelos deficientes en nitrato (Osipova et al., 2012). RIC1 (RHIZOBIA INDUCED CLE),
RIC2 y NIC1 (NITRATE INDUCED CLE1) pertenecen a la familia de péptidos CLE
presentes en las raices de legumbres. Dichos péptidos estan involucradas en la auto
regulacién de la nodulacion de las raices, como un mecanismo de la inhibicién de la
formacion del nodulo por la existencia de nddulos ya presentes en la raiz (Reid et al.,
2013). Aunque existen reportes de algunos péptidos sefializadores en el desarrollo de pelos
radiculares, se desconoce cuéles podrian ser sus posibles receptores; FERONIA (FER) es
uno de los pocos ejemplos de receptores involucrados en el crecimiento de estos 6rganos.
FER es un receptor tipo cinasa que se ha ligado a la sefializacion por RHO GTPasa. La
mutante fer presenta alteraciones en el desarrollo de pelos radiculares, ademas se ha

sugerido que FER regula la acumulacion de ROS dependiente de NADPH y mediada por



RAC/ROP. Esta ultima, regula la distribucién de ROS en los pelos radiculares, al tratar
mutantes fer con el colorante de ROS-H,DFDA estas plantas mostraron niveles
significativamente menores a las silvestres (Duan et al., 2010).

1.4. Cascadas de sefializacion activadas por insulina

La insulina es una hormona peptidica de 5.8 kDa, secretada por el pancreas en respuesta a
niveles elevados de nutrientes en la sangre. Su funcion méas conocida es la de mantener la
concentracion de glucosa en sangre. Sin embargo no es la tUnica funcion de la hormona, ya
que también regula el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas y promueve la
division y el crecimiento celular a través de sus efectos mitogénicos. Las acciones de la
insulina son mediadas por cascadas de sefalizacion intracelulares en las cuales la
fosforilacion inicial del receptor en residuos de tirosina (Tir) lleva a una serie de eventos de
fosforilacion/ desfosforilacion de cinasas de Tir y serina/treonina (Ser/Tre). Estas cinasas
son las responsables de transmitir la sefial de la insulina para la regulacion de eventos
metabdlicos dentro de la célula (Avruch, 1998; Saltiel y Kahn, 2001). Ademas del efecto de
la insulina sobre la regulacion de los niveles de glucosa, una vez que la hormona interactla
con su receptor y éste se activa, se inicia la activacion de dos vias de transduccién de
sefiales: MAPK y PI3K/TOR. Ambas regulan la mayoria de los efectos de la insulina
asociados al metabolismo energético, la expresion genética y efectos mitogénicos (Fig. 2)
(Avruch, 1998; Myers et al., 2002).

1.5. Via de sefalizacion PI3K/TOR

La via PI3SK/TOR es regulada principalmente por insulina y se activa cuando el receptor
une a la hormona y se autofosforila, interactuando y fosforilando al sustrato receptor de
insulina (IRS). Este Gltimo, al ser fosforilado se convierte en el sitio de unién y activacion
de proteinas que contienen dominios SH2 (de homologia al dominio 2 de la proteina Src),
como la fosfatidil-inositol 3 cinasa (P13K) (Virkamaki et al., 1999). La interaccion entre
ambas proteinas provoca que la cinasa PI3K, fosforile al lipido de membrana P14,5-P2
(fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato) generando al PIP3 (PI13,4,5-trisfosfato). PIP3 sirve como
sitio de unién para la cinasa PDK1 (cinasa dependiente de fosfoinositidos-1) y Akt /PKB

(Engelman et al., 2006). La cascada de la PI3K incluye a otras cinasas que median la
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respuesta de la insulina, entre ellas mTOR la cual regula la sintesis proteica a través de la
fosforilacion y activacion de la cinasa S6K/S6 y la proteina 4EBP1/elF4 (Fig. 2)

(Virkamaki et al., 1999; Engelman et al., 2006).

T~
-~
~ -
. -
TR

" Traducdén dipendiente
de TOP-5', biogénesis del
ribosoma vy factores de

W"’"’u elongacién

HEAT rapamiina

Sintesis de proteinas y crecimiento celular
Figura 2. Via de sefializacion PI3K/TOR en mamiferos. Los factores de crecimiento regulan a mTOR a
través de la cinasa PI3K que cataliza la generacion de 3-polifosfatidilinositidos. La activacion de PI3K
neutraliza la accion del complejo de esclerosis tuberosa (TSC). Las GTPasas pequefias como la Rheb enlazan
la actividad del TSC y mTOR. La activacibn de mTOR depende de varios estimulos: nutrientes
(aminoacidos), energia (ATP) y factores de crecimiento y ejerce su efecto fosforilando a la proteina de unién
al factor de inicio de la traduccién de eucariontes (4EBP1) y liberando al elF4E lo que permite la traduccion
de los transcritos 5°-cap. Ademas, mTOR fosforila y activa a la cinasa S6K. Los ribosomas fosforilados en
S6 reclutan y traducen mRNAs especificos que contienen tractos de polipirimidinas en el extremo 5 TOP.
Estos Gltimos transcritos codifican para varias proteinas ribosomales y factores de elongacion promoviendo la

biogénesis del ribosoma y el proceso de traduccion (Carrera, 2004).

1.6. Factores de crecimiento parecidos a insulina en plantas

Desde los primeros estudios de la insulina reportados en animales, existen evidencias que
muestran la presencia de sustancias similares a esta hormona en varias especies vegetales
como cebolla y remolacha entre otras (Best y Scott, 1923) y en germinados de papa y arroz.
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Ellis y Eyster (1923), reportaron que la insulina aceleraba la germinacion del maiz. Khanna
et al., (1974) detectaron la presencia de insulina en plantas y patentaron un proceso para la
obtencion de una proteina a partir de frutos de Momordica charantia (mel6n amargo) a la
que se denominaron v-insulina, polipéptido-p o p-insulina. Esta proteina mostré actividad
hipoglucémica, pero no reaccion6 con el anticuerpo contra insulina bovina y su
composicion de aminoécidos fue diferente a la hormona animal. Asi, parece ser que en
plantas existen péptidos similares a la insulina. Sin embargo, con todos estos péptidos la
mayor parte de las investigaciones se enfocaron en mostrar su propiedad hipoglucemiante
en mamiferos, mientras que su funcion como molécula de sefializacion en vegetales no fue
abordada hasta principios de los 90s. Goodman y Davis (1993), reportaron que la adicion
de insulina y factores de crecimiento parecidos a insulina (IGF-1, IGF-Il) aceleraban el
desarrollo post-germinativo de semillas de girasol, meldon y pepino. Experimentos de
inmunodeteccion con el anticuerpo de insulina bovina evidenciaron la presencia de
péptidos similares a insulina en zanahoria y frijol (Watanabe, 1994). En multiples
eucariontes se ha demostrado que la cascada de transduccion de sefiales conservada
evolutivamente, PIBK/TOR/S6K, regula el crecimiento y la proliferacion celular. Esta
cascada finaliza con la activacion del aparato traduccional de la célula, el cual induce
selectivamente la traduccion de mRNAs ribosomales y estimula la transicion de las fases
G1/S del ciclo celular. La via es activada por sefiales como nutrientes, niveles energéticos,
y factores de crecimiento como la insulina, cuya adicion estimula la fosforilaciéon de la
proteina S6K y acelera la sintesis de las proteinas ribosomales durante la germinacion de
ejes embrionarios de maiz (Sanchez de Jiménez, et al., 1999), o factores de crecimiento
parecidos a insulina (IGFs), que permite a los organismos regular su crecimiento y division
celular en respuesta a tales estimulos (Garrocho-Villegas y Sanchez de Jiménez, 2012).
Rodriguez-Lopez et al., (2011) aislaron de maiz un péptido de 6 kDa, al cual denominaron
ZmIGF y que al igual que la insulina, activaba la cascada PI3K/TOR/S6K induciendo con
ello el crecimiento y la sintesis de proteinas ribosomales y del DNA. Asi, parece ser que los
metazoarios superiores y las plantas conservan vias bioquimicas similares para regular el
crecimiento celular a través de agonistas y blancos equivalentes que conducen a la
activacion de la cascada PIBK/TOR/S6K. En Arabidopsis, se ha observado que la insulina

estimula el aumento de la densidad de las raices laterales, el crecimiento de hojas, flores,
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silicuas y de los pelos radiculares (Pascual-Morales et al., 2012; Rodriguez-Andrade,
2012).

1.7. Via de sefializacion PISBK/TOR en plantas

Los mecanismos que modulan el crecimiento y la proliferacion celular han sido descritos en
animales (Fingar et al., 2004; Shanbazian et al., 2006) y plantas (Robaglia et al., 2004;
Dinkova et al., 2007; Xiong y Sheen, 2014). La insulina y factores de crecimiento
parecidos a insulina (IGFs) son efectores de la via PI3K/TOR que regula el desarrollo de
metazoarios (Vanhaesebroeck y Alessi, 2000; Ruvinsky et al., 2005). En plantas, un
namero creciente de reportes han mostrado la existencia de varios componentes de la via de
sefializacion PIBK/TOR como TOR, RAPTOR, S6K1 y S6K2 (Menand et al., 2002; Reyes
de la Cruz et al.,, 2004; Mahfouz et al., 2006) y otras proteinas involucradas en la
regulacién de la actividad de TOR como la FKBP12 (Menand et al., 2002; Sormani et al.,
2007) y la proteina TCTP (Berkowitz et al., 2008). En las bases de datos del genoma de
Arabidopsis se encuentran reportadas proteinas putativas de la via de sefializacion
PI3K/TOR (Tabla 2).

Tabla 2. Proteinas de la via PIBK/TOR/S6K descritas para Arabidopsis

Proteina Gen para Arabidopsis
PI3K At1g60490
PDK1 At5g04510
TOR At1g50030
FKBP12 At5g64350
mLST8 At3g18140
At2g22040
Raptor At5g01010
At3g01015
S6K At3g08730
At3g08720
S6 At4g31700
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http://arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G31700

En maiz se ha descrito que existen ortdlogos de TOR y S6K (Reyes de la Cruz et al., 2004;
Agredano-Moreno et al., 2007). Sin embargo, casi no hay informacion respecto a los
factores de crecimiento que activan esta ruta en vegetales, en Arabidopsis, se conoce que
esta via es activada por los niveles energéticos, nitrégeno, fitohormonas, estrés y glucosa,
pero, los intermediarios que regulan el censado de estos compuestos y la actividad de TOR
no se han esclarecido del todo (Xiong y Sheen, 2012; Xiong y Sheen, 2014). En maiz, el
péptido ZmIGF (maize insulin-like growth factor), similar estructuralmente a la insulina,
promueve el crecimiento e incrementa la sintesis de DNA y proteinas ribosomales en ejes
embrionarios y callos de maiz (Garrocho-Villegas y Sanchez de Jiménez, 2013). Ademas
ZmIGF al igual que la insulina induce la fosforilacion de dos componentes principales de
esta via TOR y S6K y acelera la sintesis de proteinas ribosomales. Estos datos, ademas son
consistentes con una gran movilizaciéon de SRNAm TOP 5 a polisomas, permitiendo una
traduccion selectiva durante la germinacion (Jiménez-Lopez et al., 2011). ZmIGF e
insulina, ademas de ser reconocidos por anticuerpos contra esta hormona, comparten una
estructura terciaria demostrada por ensayos de dicroismo circular (Rodriguez-Lopez et al.,
2011). Los ensayos de modelado molecular en base a la secuencia de aminoacidos,
revelaron que el ZmIGF adquiere una conformacion espacial con plegamientos de tipo o
hélice en la cadena P, caracteristica de la familia de factores de crecimiento parecidos a
insulina (IGFs) e insulina. El receptor putativo de este péptido también fue propuesto al ser
reconocido por el anticuerpo contra el receptor de insulina y por ensayos de competencia
(Garrocho- Villegas et al., 2013) (Fig. 3).
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Control traduccional del crecimiento y sintesis de proteinas
Figura 3. Ruta PI3K/TOR/S6K putativa en plantas. La activacion de la via por insulina y factores de
crecimiento parecidos a insulina (ZmIGF) activan una cascada de reacciones que culminan con la
fosforilacion de las cinasas TOR y S6K. Las flechas indican activacion mientras que las lineas truncadas
inhibicion, los signos de interrogacién denotan funciones no confirmadas (Modificado de Garrocho Villegas y
Sanchez de Jiménez, 2012).

1.8. Cinasa TOR involucrada en el desarrollo vegetal

TOR pertenece a la familia de proteinas (PIKK) relacionadas al fosfatidil inositol que
representan un grupo de proteinas cinasas serina/treonina. TOR en la region N- terminal
presenta un grupo de 20 dominios HEAT (Huntingtin, elongation factor 3 [EF3], protein
phosphatase 2A [PP2A], yeast PI3-kinase TOR1) en tandem, seguidos del FAT
(FRAP/ATM/TRRAP), el FRB, y el dominio cinasa FATC (Fig. 2). El nombre de TOR
(Target Of Rapamicin) describe su caracteristica principal es decir, su inhibicion por
rapamicina, este Ultimo compuesto de origen bacteriano consiste de un anillo de lactonas.
Esta sensibilidad de la cinasa TOR a la rapamicina, la convierte en una herramienta muy
importante para la investigacion clinica y basica por su capacidad anticancerigena al
modular directamente la actividad del regulador central del crecimiento (Schmelzle y Hall,
2000; Huang et al., 2003; Schieke y Finkel, 2006). La inhibicion de TOR por rapamicina
requiere de la formacion de un complejo ternario entre la rapamicina, la peptidil-prolil
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cis/trans isomerasa FKBP12 y el dominio FRB (FKBP12 rapamycin binding) de TOR
(Schmelzle y Hall, 2000; Wullschleger et al., 2006; Soulard y Hall, 2009). En eucariontes
la cinasa TOR muestra un alto grado de conservacion y en Arabidopsis posee un solo gen
que codifica para esta proteina (Menand et al., 2002). Se ha reportado que diferentes
organismos presentan variados grados de sensibilidad a la rapamicina (Huang et al., 2003).
En animales la actividad de TOR puede ser inhibida por rapamicina, de igual manera en
maiz y en algas unicelulares como Chlamydomonas reinhardtii (Crespo et al., 2005;
Cunningham et al., 2007; Sotelo et al., 2010). Sin embargo, algunos autores han sugerido
que las plantas terrestres perdieron la sensibilidad al macrolido (Xu et al., 1998). En
Arabidopsis se reporté que dicha pérdida de la sensibilidad a la rapamicina se debia al
cambio en algunos aminoacidos clave de la FKBP12 involucrados en la interaccién con la
rapamicina (Sormani et al., 2007). Por lo anterior, para restaurar la sensibilidad de
Arabidopsis a la rapamicina, se crearon lineas transgénicas que expresan FKBP12 de
Saccharomyces cerevisiae (Sormani et al., 2007; Leiber et al., 2010; Ren et al., 2012) o
FKBP12 humana (Xiong y Sheen, 2012; Xiong et al., 2013). Tanto en plantas como en
animales, TOR ejerce funciones generales en los procesos anabélicos como el crecimiento
y catabolicos como la autofagia. La construccion del promotor de GUS fusionado a TOR
reveld su expresion durante el desarrollo temprano del endospermo, tejidos embrionarios y
proliferativos. En plantulas y plantas adultas la expresion de TOR fue alta en los
meristemos primarios, lo que sugiere que TOR participa durante la proliferacion celular
acoplada con el crecimiento citosolico. Lo anterior, contrasta con las células de mamifero y
Drosophila, donde la expresion de TOR ocurre en todos los tejidos (Brown et al., 1994;
Chiu et al., 1994; Menand et al., 2002). Datos de microarreglos mostraron que la expresion
de TOR se presenta en todos los tejidos de Arabidopsis (Zimmermann et al., 2004),
mientras que en maiz su expresion inicia durante la germinacion (12h) y se incrementa
hasta su mas alto nivel a las 48h. Ademéas, TOR esta presente en todos los tejidos de 13
dias de edad a niveles similares sin importar su estado de desarrollo (Agredano-Moreno et
al., 2007). El estudio de las funciones de TOR por mutaciones en Arabidopsis, ha sido
limitado debido a que mutantes KO de TOR son letales a nivel embrionario (Menand et al.,
2002). Por lo antes mencionado, se han tratado de caracterizar algunas funciones de TOR

usando lineas de baja expresion (RNAI) inducibles por etanol o estradiol (Deprost et al.,
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2007; Xiong y Sheen, 2012). Después de ser inducido el silenciamiento de TOR, las plantas
muestran un arresto total en el crecimiento de hojas y, sintomas ligados a la senescencia
como el amarillamiento debido a la ruptura de la clorofila, acumulacion de azlcares
solubles en alto grado en las hojas y, niveles de actividad de la glutamina sintetasa y
glutamato deshidrogenasa 2 a 3 veces mas altos que el control (Deprost et al., 2007).
Mientras que lineas de baja expresion de TOR inducibles por estradiol mostraron bajos
niveles de fosforilacion en la proteina S6K, fendmeno acompafiado de una disminucion en
el crecimiento general de la planta y de los pelos radiculares (Xiong y Sheen, 2012). Otro
fendmeno asociado con la baja expresion de TOR fue el incremento en la autofagia
constitutiva (Kim et al., 2011). El silenciamiento de TOR también impacté en la eficiencia
en la traduccion de RNAm, reflejada por una reduccién en la abundancia de polisomas de
alto peso molecular y decremento en la sintesis de proteinas solubles. Por otra parte, altos
niveles de RNAm de TOR estimularon el crecimiento de érganos y produccion de semillas
(Deprost et al., 2007). Plantas de Arabidopsis sometidas a estrés osmético presentaron
raices primarias cortas; sin embargo, cuando TOR se expresd constitutivamente, dicho
efecto no se observd (Deprost et al., 2007). La cinasa TOR ha sido encontrada en gran
cantidad de genomas de eucariontes, excepto en algunos patdgenos intracelulares
pertenecientes a especies de micropodios (Garbardi y Baroletti, 2010). La totalidad de los
organismos fotosintéticos incluyendo a Arabidopsis contienen al menos un gen para TOR.
La secuencia de los genes de TOR ha sido relativamente conservada en levaduras y
animales; alrededor de un 40% de identidad total, 70% en FATC, mientras que el dominio
FRB12 (FKBP12 (FK506-binding protein 12)-rapamycin-binding) estd pobremente
conservado. El gen TOR parece que se expresa en todos los tejidos de Arabidopsis,
mientras que la proteina TOR se encuentra principalmente en los tejidos jovenes en
crecimiento como las puntas de las raices y las hojas emergentes, lo que sugiere una
regulacion traduccional. Sorprendentemente, el crecimiento de una gran cantidad de plantas
terrestres, desde musgos hasta angiospermas, parece no estar afectado por la presencia de
rapamicina incluso a concentraciones altas (McMahon et al., 2011). Xiong y Sheen (2012),
recientemente reportaron que Arabidopsis es sensible a la rapamicina a 10 uM, mientras
gue en maiz, Sdnchez de Jiménez et al., (1999) determinaron sensibilidad a este farmaco a

una concentracion de 100 nM, la cual ha sido usada reiteradamente (Reyes de la Cruz et al.,

17



2004; Agredano-Moreno et al., 2007; Rodriguez- Lopez et al., 2011; Jiménez-Lbpez et al.,
2011; Garrocho-Villegas y Sanchez de Jiménez, 2012; Garrocho-Villegas et al., 2013).
Ademaés, las algas verdes unicelulares como C. reinhardtii presentan sensibilidad a
rapamicina (Knutson, 2010). La carencia de efectos de la rapamicina en plantas terrestres se
ha atribuido a que los homologos de la proteina FKBP12 son ineficientes para enlazarla
(Soulard y Hall, 2009), mientras que el dominio FRB de TOR, si es capaz de formar el
complejo ternario entre la rapamicina y FKBP12 de levaduras (Sormani et al., 2007;
Leiber et al., 2010; McMahon et al., 2011) o humana (Dames et al., 2005).

1.9. Participacion de TOR en el crecimiento de los pelos radiculares

Existen varios antecedentes de la participacién de TOR en el crecimiento de los pelos
radiculares y en general en el desarrollo vegetal. En plantulas de Arabidopsis con baja
expresion de TOR, se ha observado que se detiene el crecimiento de los pelos radiculares,
al igual que al interrumpir la sefializacion de TOR con rapamicina (Xiong y Sheen, 2012).
La represion del crecimiento de los pelos radiculares mediante rapamicina en Arabidopsis,
se ha relacionado con la disminucién en los niveles de especies reactivas de oxigeno
(ROS), importantes para el crecimiento de los pelos radiculares. Leiber et al., 2010,
sugirieron que TOR regula las propiedades de la pared celular, modulando la dureza de la
misma para permitir su crecimiento (Baumberger et al., 2001; Baumberger et al., 2003). La
mutante de Arabidopsis Irx1, que no forma la proteina LRX (LRR- extensina 1) presentd
defectos en la formacion de pelos radiculares, fenébmeno restaurado por otra mutacion en
rol5 -represor de Irx1_5-. La doble mutante Irx1 rol5 presento caracteristicas similares a la
linea silvestre, mientras que la mutante simple rol5 desarroll6 pelos radiculares y células
epidérmicas cortas y alteraciones en la estructura de la pared celular (Leiber et al., 2010).
La proteina ROL5 presentd 54% de identidad y 70% de similitud con Ncs6p/Tucl de
levadura. Ncs6p y las proteinas parecidas a Ncs6p de diferentes organismos muestran
motivos conservados incluso un dominio PP-loop con actividad ATP pirofosfatasa el cual
también esta presente en ROLS. Mutantes Ancs6 son hipersensibles a la rapamicina, lo que
sugiere una funcion potencial de Ncs6p en la sefializacion de TOR (Bork et al., 1994; Chan
et al., 2000; Goehring et al., 2003; Bjork et al., 2007). Un segundo fenotipo presentado por

la mutante Ancs6 fue la carencia de uridinas tioladas en la posicion bamboleante de los
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anticodones de los RNAt. Estas modificaciones no son cruciales para la viabilidad celular
pero si para una eficiente traduccion de proteinas (Leidel et al., 2009). Una construccion
con la proteina completa de ROL de Arabidopsis, fue capaz de complementar el fenotipo de
la mutante Ancs6, de levadura mostrando asi que ROL5 es funcionalmente similar a Ncs6p.
Otros estudios han mostrado acumulacion de tRNAs en el nucleo lleva a una actividad
reducida de TORCL1 (Leidel et al., 2009). Estos hallazgos sugieren un enlace entre la
sefializacion de TOR y la abundancia de tRNAs. Para probar si ROL5 estaba involucrado
en la sefializacion de TOR en Arabidopsis, mutantes rol5 en plantas sensibles a la
rapamicina por sobre-expresion de SCFKBP12, en presencia del farmaco presentaron raices
mas cortas respecto al control. Esto demostré que la mutacion de rol5 hace a las plantas
hipersensibles a la rapamicina, lo que sugiere que ROL5 es un componente en la via de
sefializacion de TOR (Leiber et al., 2010).

1.10. Participacion de ROS en la regulacion del desarrollo vegetal

Las ROS incluyen la siguientes moléculas: O,", H,O,, ‘OH, las cuales han acompafiado el
metabolismo aerobio desde hace aproximadamente 2.7 billones de afios (Halliwell et al.,
2007) oxidando mdltiples sustratos. Dichas moléculas presentan multiples funciones en la
sefializacion de diferentes organismos desde bacterias hasta animales. Inicialmente se
reportaron como subproductos toxicos del metabolismo aerobio, sin embargo actualmente
la percepcion ha cambiado y ahora se consideran moléculas clave en la red de sefializacion
de las células (Mittler et al., 2004). Se propone que las ROS activan respuestas rapidas en
vegetales (Miller et al., 2009), llevando mensajes a distancias largas, incluso se ha
reportado que esta sefial puede ser propagada a una tasa superior a 8.4 cm/min en
Arabidopsis (Miller et al., 2009). El superoxido O, es una molécula cargada bajo maltiples
condiciones fisioldgicas que no puede ser transferida de manera pasiva a través de la
membrana. Sin embargo, dicha molécula puede ser facilmente convertida en peréxido de
hidroégeno (H,0,), el cual es transferido a través de la membrana pasivamente o mediante
canales de agua (Miller et al., 2010). El superdéxido y el H,O, median la formacion de
lipidos peroxidados solubles en membrana. Las ROS tienen ventajas sobre otro tipo de
moléculas de sefializacion al ser compuestos versatiles con mdltiples propiedades y

movilidad en la célula y su alta reactividad. Ademés, como parte de las redes de
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sefializacion celular, las ROS pueden integrar rutas de sefializacion ligadas a ellas como los
gradientes de calcio y vias de fosforilacion de proteinas, como el caso de las ROS
producidas por RBOHC (proteina NADPH oxidasa) que contiene el dominio EF de unién a
calcio activado por fosforilacion (Kobayashi et al., 2007; Ogasawara et al., 2008). Ademas,
los niveles de ROS estan relacionados a las redes que regulan el estado redox en la célula
como las tiorredoxinas, peroxirredoxinas, glutarredoxinas y/o NADPH (Moon et al., 2003;
Dietz et al., 2010; Rouhier, 2011). Otro punto importante en el estudio de las especies
reactivas de oxigeno es la dinamica de su naturaleza rapida en las células, que resulta de la
produccién y de la actividad de los sistemas barredores de ROS, es decir, la homeostasis de
las ROS (Mittler, 2002; Mittler et al., 2004; Foyer y Noctor, 2005; Halliwell y Gutteridge,
2007). Usando herramientas de imagen como microscopia confocal o microscopia de
epifluorecencia, a nivel de tejidos en plantas completas se ha revelado que la explosion de
ROS puede disparar una cascada de eventos de comunicacion célula a célula usando esta
molécula como sefial hacia otros tejidos (Miller et al., 2009). Debido a que las plantas
tienen la capacidad de barrer las ROS, los aspectos de la sefializacion a larga distancia
pueden ser explicados por una produccién continua de ROS en células individuales que
mantiene la red encendida (Miller et al., 2009). Se ha observado que existen cambios en
los niveles de ROS y patrones oscilatorios en pelos radiculares, células guarda, polen y, en
la interaccion polen-estigma (Mclnnis et al., 2006; Monshausen et al., 2007; Jammes et
al., 2009; Nishimura et al., 2010)

1.11. Efecto de las ROS sobre el crecimiento de los pelos radiculares
En plantas, los pelos radiculares son un modelo experimental para la investigacion de
procesos de elongacion que han permitido determinar la participacion de componentes
clave para el crecimiento como los gradientes de protones y las ROS (Herrmann y Felle,
1995; Jones et al., 1995; Foreman et al., 2003; Jones et al., 2007). El pH ha sido
especialmente implicado en el control de la expansion celular (Consgrove, 1999)
incluyendo a los pelos radiculares (Bibikova et al., 1998). Se ha reportado que la RBOHC
(respiratory burst oxidase homologue) (RBOHC/RHD2/ homélogo de gp91 en mamiferos
que corresponde a una NADPH oxidasa) es necesaria para el establecimiento de un

gradiente de calcio en el apice de crecimiento (Schiefelbein y Somerville, 1990; Foreman et
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al., 2003; Carol et al., 2005). En este sentido, Monshausen et al., 2007 reportaron que el
crecimiento de los pelos radiculares no es un proceso constante, sino que ocurre en
episodios discretos seguidos de lapsos sin crecimiento. Dichos autores observaron que cada
periodo de crecimiento correlaciona con la alcalinizacion del pH externo, lo que coincide
con la acidificacion intracelular, sugiriendo que se lleva a cabo un influjo de protones al
interior del pelo radicular. Debido a que este influjo coincidié con la fase de crecimiento,
estos autores proponen que la acidificacién en el apoplasto, guia el crecimiento polar
durante la fase de elongacion (que coincide con la pérdida de componentes de la pared
celular en el apice del pelo para permitir su crecimiento). En este contexto el crecimiento de
los pelos radiculares estd limitado solo a la punta, mientras que los flancos muestran
paredes celulares reforzadas que previenen su expansion. También observaron que la
elevacion artificial del pH externo, detiene el crecimiento a la par de una rigidificacion
global de la pared celular lo que concuerda con esta hipotesis. La reduccion en el pH, llevo
a la explosion de los pelos radiculares, causada por una expansion celular no localizada y
desregulada (Monshausen et al., 2007). Estos datos son consistentes con trabajos previos
donde el pH regula las propiedades de la pared celular (Bibikova et al., 1998; Consgrove,
1999). Monshausen et al., (2007) también mostraron el nuevo papel de las ROS sobre el
crecimiento de los pelos radiculares, similar al observado en las oscilaciones de pH. En este
caso la oscilacion de la concentracién apoplastica de ROS en los flancos de los pelos
radiculares se detectd6 mediante el colorante OXIBURST-BSA impermeable a la
membrana. Las oscilaciones de ROS correlacionaron en forma negativa con las tasas de
crecimiento de los pelos radiculares y la manipulacion artificial de la concentracion de ROS
reveld que el incremento en los niveles de ROS en el apoplasto conlleva a una inhibicién en
el crecimiento de los pelos radiculares, mientras que la reduccion de ROS produce el
estallamiento de los pelos radiculares (Monshausen et al., 2007). Estos datos son
consistentes con el papel reportado para las ROS en la regulacion de la capacidad de
extension de la pared celular (Schopfer, 1996; Pedreira et al., 2004). Debido a que RBOHC
ha sido implicada en el crecimiento de los pelos radiculares, diversos autores decidieron
evaluar el papel de esta proteina en su crecimiento. Encontrando que las mutantes rbohc,
presentan un namero reducido de pelos radiculares elongados (Schiefelbein y Somerville
1990; Wymer et al., 1997; Foreman et al., 2003; Jones et al., 2007; Carol et al., 2005).
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Algunos reportes previos sugieren que el desarrollo de los pelos radiculares en rbohc se
detiene antes de la iniciacién (Schiefelbein y Somerville, 1990; Foreman et al., 2003; Carol
et al., 2005) y otros reportaron que los pelos radiculares explotan después de la iniciacion
(Jones et al., 2007; Monshausen et al., 2007). Monshausen y colaboradores, observaron que
niveles bajos de las ROS en el apoplasto de la mutante rbohc, llevé a una expansion celular
descontrolada y no polarizada. RBOHC media la actividad de los gradientes de calcio a
través de su producto de ROS (Schiefelbein y Somerville, 1990; Cramer y Jones, 1996;
Wymer et al., 1997; Foreman et al., 2003). Las ROS también estan involucradas en la
regulacién de la flexibilidad de la pared celular, en la mutante rbohc el crecimiento de los
pelos radiculares puede ser rescatado al crecer las plantulas en pH alcalinos (Monshausen et
al., 2007). Los resultados anteriores muestran que RBOHC a pesar de no ser una molécula
esencial para el crecimiento de los pelos radiculares, esta implicada en dos procesos
indispensables: la regulacion de la dureza de la pared celular y la sefializacién que activa
componentes para el desarrollo, un modelo que engloba estas dos propuestas se muestra en
la figura 4.

Figura 4. Modelos que explican los patrones de las ROS
y la localizacién de la proteina RBOHC en los pelos
radiculares en crecimiento. (A) RBOHC produce ROS
(especificamente el radical hidroxilo) en la punta del pelo
radicular (a y b), aqui se considera que existe un gradiente
de ROS en la punta de crecimiento del pelo radicular basado
en la actividad de RBOHC en la punta. El radical hidroxilo
estimula los canales de Ca*" para producir un gradiente
enfocado en la punta (c). (B) este modelo propone que los
gradientes de Ca®*, son independientes de ROS (a"). A pHs
alcalinos, RBOHC genera el radical hidroxilo en la region
del apoplasto justo por debajo del apice (b"). Estos radicales
son las responsables de la rigidificacion de la pared celular
durante la fase de no crecimiento (c”). La fase de
crecimiento subsecuente correlaciona los niveles reducidos
del anion superdxido (Modificado de Knight, 2007).
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1.12. Pelos radiculares como modelo de estudio

Los pelos radiculares son un ejemplo de células con crecimiento polarizado. Estas células al
igual que otras en las plantas, crecen a través de la secrecion de componentes de la pared
celular flexible en un sitio particular. Asi, regulan la presion de turgencia, lo que dirige la
expansion celular por la formacién de un sitio de crecimiento especifico, denominado
punta. El crecimiento unidireccional depende de una sefializacion intracelular de gradientes
ionicos y regulacion de los componentes del citoesqueleto (Cheung y Wu, 2008; Michard et
al., 2009; Wu et al., 2010; Konrad et al., 2011; Craddock et al., 2012; Hepler et al., 2012).
Sin embargo, el crecimiento de estos érganos depende de multiples factores (ver figuras
3.3, 3.4 y 3.5. Capitulo 3. Fronteras en la Bioquimica del Desarrollo de las Plantas). El
crecimiento de los pelos radiculares es analogo al de estructuras celulares de crecimiento en
punta de linajes inferiores de plantas vasculares como las licofitas y monilofitas que
contribuyen al igual que los pelos radiculares al anclaje del organismo al suelo (Jones y
Dolan, 2012). Entender los procesos implicados en el crecimiento polarizado, ayudaria a
comprender el crecimiento de organismos como el protonema en los musgos, el tubo
polinico para la propagacion de especies y los hongos. Asi como los mecanismos que
confieren la plasticidad en las dendritas de las neuronas (Carol y Dolan, 2002). Los pelos
radiculares de angiospermas como Arabidopsis son un excelente sistema para estudiar las
bases moleculares del crecimiento polarizado. Como modelo genético molecular en plantas
es una herramienta importante para el estudio de la funcion de genes. El hecho de que los
pelos radiculares no son esenciales para la viabilidad de las plantas, la identificacion de
varias mutantes afectadas en su crecimiento y diferenciacion ha sido posible. Gran cantidad
de estas mutaciones se presentan en genes que codifican para factores de transcripcién
esenciales para la diferenciacion de las células epidérmicas (ver figura 3.1. Capitulo 3.
Fronteras en la Bioguimica del Desarrollo de las Plantas) (Schiefelbein et al., 2009). Otras
mutaciones interrumpen los genes que codifican para proteinas asociadas con el
citoesqueleto y vias secretoras, las cuales estan implicadas en el crecimiento de los pelos
(Libault et al., 2010). Ademas, los pelos radiculares son facilmente observables, accesibles
y altamente sensibles a las condiciones ambientales. Algunos de los mecanismos que

controlan el crecimiento de los pelos radiculares se esquematizan en el modelo propuesto
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por Libault et al., (2010) (Fig. 5), donde después de la diferenciacion de las celulas
epidérmicas y del establecimiento de la polaridad, comienza la fase de elongacion. Esta
ultima, se produce por exocitosis de vesiculas a la membrana plasmatica y de componentes
de la pared celular al apice de la célula. Dicho proceso, también requiere de moléculas
involucradas en el rearreglo de componentes del citoesqueleto, como la ACTINA 2 y
ACTINA7 (ACT2 y ACT7) (He et al., 2006; Ketelaar et al., 2007; Kandasamy et al.,
2009); miosinas de la clase XI (Ojangu et al., 2007; Peremyslov et al., 2008; Prokhnevsky
et al., 2008) y tubulinas (Bibikova et al., 1999; Bao et al., 2001). Todas las proteinas antes
mencionadas constituyentes del citoesqueleto, son esenciales para el crecimiento
polarizado. Algunos cambios fisiolégicos que ocurren durante la elongacion de los pelos
radiculares son: i) una alta concentracién de calcio citolégico (Ca*) en el &pice de los pelos
radiculares, ii) oscilaciones de pH en los niveles intra y extracelulares y iii) la produccion
de ROS extracelulares. Ademas, moléculas sefializadoras importantes han sido propuestas,
como los fosfolipidos reguladores de la polaridad y la liberacion de Ca** mitocondrial al
citosol después de la ruptura de los filamentos de actina, lo cual resalta las relaciones entre
la integridad del citoesqueleto y el incremento polarizado de Ca®* (Wang et al., 2010) (Fig.
5)
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Figura 5. Desarrollo y elongacion de pelos radiculares de Arabidopsis. El citoesqueleto y sus proteinas
asociadas son componentes importantes en la elongacion del pelo radicular. A pesar de las funciones
bioguimicas redundantes, algunas actinas parecen estar preferentemente involucradas en los procesos de
elongacion de los pelos radiculares (AtACT2 yAtACT8). La polimerizacién y despolimerizacién de actinas
en los pelos radiculares depende de proteinas AIP1 que interactian con la actina. Ademas las miosinas
interactian con la actina XI-K, XI-2 y XI-B contribuyendo a la regulacion del crecimiento del pelo. La
perturbacion en el trafico de los sacos de Golgi, peroxisomas y mitocondrias en las mutantes XI-K y XI-2
sugieren un papel crucial del trafico del reticulo y organelos durante la elongacién del pelo radicular. A
diferencia de las actinas, los microtibulos juegan un papel importante en la direccidn del crecimiento polar
mas que en la elongacion. Variaciones en iones y metabolitos ocurren durante la elongacién de los pelos
radiculares. Los cambios en las concentraciones de calcio citoplasmico (cCa®") estimulan la actividad de la
NADPH oxidasa (RHD2) permitiendo la produccion de las ROS extracelulares. Ademas, las ROS actlan
como moduladores positivos del influjo de Ca** en las células de la raiz en elongacion a través de la
regulacion de los canales de calcio. Como se ha sugerido previamente, estos datos soportan una posible
retroalimentacion entre la (cCa®") y la produccién de ROS a través de la activacion de la NADPH oxidasa y
canales de calcio localizados en el &pice de los pelos radiculares (Modificado de Lilbaul et al., 2010).
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I1. JUSTIFICACION

En mamiferos la insulina activa a TOR, y en Arabidopsis esta cinasa ha sido implicada en
el crecimiento de los pelos radiculares y en la produccién de ROS. En el presente estudio
determinaremos si el crecimiento de los pelos radiculares estimulado por insulina depende

de la activacion de TOR a través de alteraciones en los niveles de ROS.
111. HIPOTESIS

La insulina estimula el crecimiento de los pelos radiculares aumentando la produccion y

localizacion de ROS en el apice del pelo radicular a traves de la activacion de TOR
IV. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Determinar si el crecimiento de los pelos radiculares inducido por insulina depende de la

actividad de TOR asi como de los cambios en la produccion de ROS
4.2. Objetivos especificos

e Evaluar la participacion de TOR sobre el crecimiento de los pelos radiculares
estimulado por insulina mediante los inhibidores rapamicina y torinl en medio

solido y liquido.

e Evaluar el efecto de la insulina sobre el crecimiento de los pelos radiculares en la

linea de baja expresion de TOR (tor-esl) inducible por estradiol.

e Determinar la participacion de las ROS sobre el crecimiento de los pelos radiculares

mediante el analisis de sus niveles por tincion histoquimica con H,DFDA
e Analizar en tiempo real los patrones de produccion de peroxido de hidrégeno por

efecto de la insulina y del inhibidor de TOR, torinl, en la linea transgénica de

Arabidopsis, HyPer.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1. Material biolégico y condiciones de crecimiento.

Semillas de A. thaliana del ecotipo Columbia (Col-O), de lineas transgenicas 25c¢ que
sobreexpresan el gen SCFKBP12 (Sormani et al., 2007), mutantes tor-esl inducibles por
estradiol (Xiong y Sheen, 2012) y la linea transgénica —HyPer- que expresa el sensor del
H.O, OxyR (Hernandez-Barrera et al., 2013) fueron usadas en los experimentos. Las
semillas fueron desinfectadas superficialmente con 1 ml de etanol al 95% por un minuto y 1
ml de hipoclorito de sodio y 10% de SDS por 5 min, lavadas seis veces con 1 ml de agua
estéril y vernalizadas a 4 °C por dos dias. Posteriormente, las semillas fueron germinadas y
crecidas en cajas de Petri (con 0.8% phytoagar) o en pozos de cajas de microtitulo que
contenian medio Murashige y Skoog (MS) 0.2X, 2% (w/v) sacarosa a pH 5.7. Después de
la esterilizacion, el medio fue suplementado con 200 ul de un stock de vitaminas (tiamina 1
mg/ml, piridoxina 5 mg/ml, y acido nicotinico 5 mg/ml) e insulina porcina de Sigma a 1.23
012.3 nM.

5.2. Preparacion de los medios de cultivo

Las sales de Murashige-Skoog (MS), se disolvieron en la cantidad correspondiente a una
concentracion de 0.2X y 2% de sacarosa, se ajustd el pH a 5.7, posteriormente se agregd
0.8 g/l de agar. El medio se esterilizé a 121°C durante 20 min. Una vez tibio el medio, se
agrego insulina porcina a 1.23 y 12.3 nM esterilizada por filtracion a partir de una solucién
stock (1405 pU/ul que corresponde a 8.6 nM) y 200 pl/l de una solucion stock de
vitaminas (tiamina 1mg/ml, piridoxina 5 mg/ml y &cido nicotinico 5 mg/ml). Otros medios
fueron suplementados con rapamicina 200 nM para la linea 25¢ y 500 nM para la linea
silvestre a partir de un stock de rapamicina 0.5 mM disuelta en etanol. Para los
experimentos con la mutante tor-esl al medio de cultivo se afiadid, ademas de la insulina,
estradiol a una concentracion 10 uM asi como DMSO. En los experimentos donde se uso
medio liquido, este se preparé de manera similar al descrito antes, excepto que no se

suplementé con agar.
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5.3. Experimentos con insulina e inhibidores de TOR en medio sélido

Las semillas silvestres (Wt) y 25c previamente desinfectadas, se sembraron en medios de
cultivo suplementados con insulina a 0, 1.23 y 12.3 nM, donde se incubaron por 4 y 7 dias
en una camara con fotoperiodo de 16-h luz y 8-h oscuridad a 22-24 °C. Posteriormente, las
plantulas fueron trasplantadas e incubadas por 24 h en los medios de cultivo antes
mencionados, pero suplementados con rapamicina (disuelta en etanol) a una concentracion
de 500 nM para la linea Wty 200 nM para la 25c. Las cajas fueron colocadas en posicion
vertical para permitir que la raiz creciera a lo largo de la superficie del agar en una camara
de crecimiento con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad a una temperatura de 22-24
°c.

5.4. Experimentos con insulina e inhibidores de TOR en medio liquido

Lotes de 10 semillas Wt y 25c (para cada pozo) previamente desinfectadas, fueron
germinadas y crecidas en placas de 6 pozos que contenian 1 ml de medio liquido (0.2X MS
y 2 % sacarosa) suplementado con las concentraciones de insulina antes mencionadas
donde se incubaron por 4 y 7 dias en agitacion en una camara de crecimiento con
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad a una temperatura de 22-24 °C. Transcurrido este
tiempo el medio fue cambiado por los medios antes mencionados, pero suplementados con
rapamicina 200 y 500 nM (disuelta en etanol o DMSO) para las plantulas 25¢c y Wt
respectivamente y torinl a 250 nM . Las cajas entonces se incubaron otras 24 h en las
condiciones de temperatura y fotoperiodo anteriores.

5.5. Experimentos con la mutante condicionada tor-esl

Lotes de 10 semillas tor-esl (para cada pozo) y Wt previamente desinfectadas, fueron
germinadas y crecidas en placas de 6 pozos que contenian 1 ml de medio liquido (0.2X MS
y 2 % sacarosa) suplementado con las concentraciones de insulina antes mencionadas
donde se incubaron por 4 y 7 dias. Transcurrido este tiempo el medio fue cambiado por los

medios antes mencionados, pero suplementados con DMSO o estradiol 10 uM (disuelto en
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DMSO). Las cajas entonces se incubaron otras 24 h en las condiciones de temperatura y

fotoperiodo anteriores.

5.6. Analisis de la longitud de los pelos radiculares

Las fotografias se tomaron a dos aumentos 1X y 2X en la zona de diferenciacion de pelos
radiculares de la raiz primaria de plantulas de 5 y 8 dias de edad con una cdmara acoplada a
un microscopio estereoscopico Leica MZ6/L2 (marca Leica Microsystems, Wetzlar
Germany). Mediante el programa IMAGEJ se midié la longitud de los pelos radiculares de
las plantulas de cada tratamiento, una vez obtenidos los datos se procesaron con el
programa STATISTICA 7 con un analisis de ANOVA vy con una prueba de Tukey se

determind el valor en la significancia de los resultados.

5.7. Determinacién de la produccién de ROS en los pelos radiculares de Arabidopsis
determinada por tincion histoquimica con el colorante 2°,7’-diacetato de
diclorofluoresceina (H,DCFDA)

La tincion histoguimica se realizé con el colorante -H,DCFDA- que tifie a las ROS. Dicho
colorante es un bioindicador de los niveles de ROS que difunde de manera pasiva al interior
de las células. Los grupos acetato del colorante son escindidos por las esterasas
intracelulares de la planta y entonces los grupos tiol clorometilo reaccionan con el glutation
y otros tioles. La oxidacion subsecuente del glutatién permite la formacién del producto
fluorescente el cual es impermeable y permanece en el interior de la célula (Molecular
Probes, http://probes.invitrogen.com). 30 plantulas crecidas en presencia de insulina y los
inhibidores de TOR se incuban 60 min en una solucion de H,DCFDA 20 uM disuelto en
DMSO. Posteriormente las plantulas se incubaron por 60 min a temperatura ambiente en
una mezcla de las soluciones KCI 0.1 mM y CaCl, 0.1 mM, ambas ajustadas a pH 6.0
(Renetal., 2012).
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5.8. Evaluacién de los niveles de ROS en los pelos radiculares de la linea HyPer de

Arabidopsis

La desinfeccion y vernalizacion de las semillas se lleva a cabo como se indicé antes. Las
semillas se siembran depositandolas en el medio a una profundidad aproximada de 5 mm en
cajas de Petri modificadas (un fragmento del fondo de la caja se elimina y reemplaza con
un vidrio) suplementadas con los medios de cultivo MS que contienen insulina y los
inhibidores de TOR. Las placas se colocan en una camara de crecimiento con las
condiciones antes mencionadas y se incuban por 3 dias, cuando la raiz primaria alcanza el
fondo de la caja, las cajas se colocan en posicion vertical para que la raiz continle su
crecimiento entre la interface del cristal y el medio. Generalmente seis dias después de la
germinacion la raiz primaria alcanza 1 cm de longitud, el cual es un buen momento para el
analisis microscopico (Hernandez-Barrera et al., 2013). Se realizaron dos tipos de
experimentos en el primero las plantas fueron crecidas en medio de cultivo sin insulina.
Para evaluar la velocidad del efecto de la insulina sobre la produccién de H,O5, se hizo un
pequefio orificio con una punta de micropipeta de 1 ml en el agar, hasta tocar el cubre
objetos, a un costado de la raiz de la plantula. Después de esto se colocd en posicion de
observacion la plantula en el microscopio de epifluorescencia y se capturé su imagen; al
minuto de observacion se adicion6 en el orificio 70 ul de insulina 1.23 y 12.3 nM e
inmediatamente se empezaron a capturar las imagenes. En el segundo experimento se
evalué el efecto del torinl sobre la produccion de H,O,. En semillas HyPer germinadas y
crecidas desde un inicio en medio suplementado con insulina 1.23 y 12.3 nM, se
determinaron sus valores de fluorescencia por efecto de dicha hormona. Para evaluar si tal
efecto involucraba a TOR, se adicion6 en un orificio previamente preparado, 70ul de
torinl 250 nM a las plantulas crecidas en las condiciones antes mencionadas e
inmediatamente se realiz0 la captura de las imagenes. Para el andlisis de la imagen del
apice de la punta de la raiz, se uso el programa MetaFluor; mediante un analisis de relacion
automatico, dividiendo el valor de la ventana 1 (excitacién a 495 nm) entre el de la ventana

2 (excitacion a 420 nm) (Hernandez-Barrera et al., 2013)
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5.9. Microscopia de epifluorescencia

Mediante un microscopio de epifluorescencia Nikon® OPTIPHOT-2 modelo HD 10101AP,
lampara de mercurio y filtros de luz UV para deteccion a longitudes de onda entre 490 y
580 nm acoplado a una camara fotografica Nikon Coolpix S 10, se capturaron las imagenes
de los pelos radiculares de las plantulas crecidas en los distintos tratamientos y tefiidas con
H.DFDA. Mientras que para la linea HyPer las observaciones se realizaron a través de las
cajas de Petri modificadas, las condiciones de excitacion de la sonda fueron 420 y 500 nm
en la longitud de onda y por 400 milisegundos de exposicion a la luz, la frecuencia de
captura de las imagenes fue de cada 6 seg. Usando una camara CCD (Sensys, Roper
Scientific) acoplada a un microscopio invertido Nikon TE300 (Hernandez-Barrera et al.,

2013).
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VI. RESULTADOS

6.1. Efecto de la insulina sobre la longitud de los pelos radiculares

Considerando que se habia determinado previamente que 1.23 y 12.3 nM de insulina
estimula el crecimiento de los pelos radiculares en plantulas de 5 y 8 dias de manera dosis
dependiente (Pascual-Morales et al., 2012). Se decidio evaluar el efecto de esta hormona a
concentraciones mas altas, 30.7 y 61.5 nM. Los resultados mostraron que la insulina
estimulé el crecimiento de los pelos radiculares de manera dosis dependiente hasta 12.3
nM, como ya habia sido observado y que concentraciones mayores progresivamente lo

disminuian, siendo este efecto mas evidente en plantulas de 8 dias de edad (Fig. 6).
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Figura 6. Crecimiento de los pelos radiculares en respuesta a diferentes concentraciones de insulina.
Las semillas fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2X, 2 % sacarosa y suplementado con insulina a
1.23,12.3, 30.7, y 61.5 nM. A los 5 (a) y 8 dias (b), se tomaron fotografias de la zona de elongacion de los
pelos radiculares y se evalud su longitud. Las gréficas se realizaron mediante mediciones de 300 pelos
radiculares de las imagenes representativas con el programa IMAGEJ. El andlisis estadistico se llevd a cabo
con el programa STATISTICA 8 mediante una prueba de ANOVA. La prueba de Tukey determiné la
significancia de cada tratamiento lo cual se muestra mediante letras sobre las barras.
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6.2. Participacion de TOR en el crecimiento de los pelos radiculares estimulado por

insulina

6.2.1. Efecto de la rapamicina sobre el crecimiento de los pelos radiculares de
Arabidopsis

Con el fin de determinar el mecanismo por el cual la insulina estimula el crecimiento de los
pelos radiculares, evaluamos la posibilidad de que la cinasa TOR, que es activada por
insulina en animales (Olivares-Reyes y Arellano-Plancarte, 2008) pudiera también modular
el desarrollo vegetal (Xiong y Sheen, 2012) y especificamente el crecimiento de los pelos
radiculares. Se puede observar en la figura 7 que la insulina fue incapaz de estimular el

crecimiento de los pelos radiculares de Arabidopsis en presencia del inhibidor de TOR.
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Figura 7. Efecto de la insulina y la rapamicina sobre el crecimiento de los pelos radiculares de
Arabidopsis. Las semillas fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2X, 2 % sacarosa y suplementado con
insulina 1.23 y 12.3 nM por 4 y 7 d, posteriormente se trasplantaron a los mismos medios adicionados con
rapamicina 500 nM y se incubaron otras 24 h. A los 5 (a) y 8 dias (b), se tomaron fotografias de la zona de
elongacion de los pelos radiculares y se evalu6 su longitud. Las graficas se realizaron mediante mediciones de
300 pelos radiculares de las imagenes representativas con el programa IMAGEJ. El andlisis estadistico se
llevé a cabo con el programa STATISTICA 8 mediante una prueba de ANOVA y de Fisher para determinar la
significancia de cada tratamiento. Las letras representan la diferencia significativa entre los tratamientos.
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6.2.2. Efecto de la rapamicina sobre el crecimiento de los pelos radiculares de la linea
25¢C

Los resultados anteriores mostraron que en la linea silvestre, la rapamicina fue capaz de
inhibir el efecto promotor de la insulina sobre el crecimiento de los pelos radiculares de
Arabidopsis. Estos resultados son contrarios a la mayoria de los reportes, donde observaron
que Arabidopsis fue insensible a la rapamicina (Sormani et al., 2007; Leiber et al., 2010;
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Ren et al., 2012). En nuestro grupo de trabajo, en experimentos con esta ultima linea se
observaron alteraciones en la arquitectura radicular de plantulas crecidas en presencia de
insulina 200 nM, en tanto que en la linea silvestre se requirié insulina 500 NM para mostrar
tal efecto (Garcia-Flores, 2011). En la figura 8a, se puede observar que la rapamicina, no
solo no inhibid el crecimiento de los pelos radiculares en plantulas 25c de 5 dias de edad,
sino que lo estimulé y ademéas que el efecto promotor de la insulina en presencia del
inhibidor no fue alterado. Sin embargo, en plantulas 25c de 8 dias de edad, la rapamicina
mostro el efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los pelos radiculares como sucede en la
linea silvestre (Fig. 8 b).
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Figura 8. Efecto de la insulina y la rapamicina sobre el crecimiento de los pelos radiculares de la linea
25c de Arabidopsis. Las semillas fueron germinadas y crecidas en medios MS 0.2X, 2 % sacarosa y
suplementados con 1.23 y 12.3 nM de insulina por 4 y 7 d, posteriormente se trasplantaron a los mismos
medios adicionados con rapamicina 200 nM y se incubaron otras 24 h. A los 5 (a) y 8 dias (b), se tomaron
fotografias de la zona de elongacion de los pelos radiculares y se evalud su longitud. Las gréficas se
realizaron mediante mediciones de 300 pelos radiculares de las imagenes representativas con el programa
IMAGEJ. El anélisis estadistico se llevé a cabo con el programa STATISTICA 8 mediante una prueba de
ANOVA y de Fisher para determinar la significancia de cada tratamiento. Las letras representan la diferencia
significativa entre los tratamientos.
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6.2.3. Efecto de los inhibidores de TOR sobre el crecimiento de los pelos radiculares

Para corroborar la participacion de TOR sobre el crecimiento de los pelos radiculares
estimulado por insulina, se utilizaron torinl, -fa&rmaco de nueva generacion, capaz de
inhibir a TOR por competencia directa con el ATP en el sitio activo de TOR impidiendo su
actividad de cinasa- (Thoreen et al., 2009). Se analiz6 el crecimiento de los pelos
radiculares de plantas crecidas en medio liquido. En este sistema se observo un aumento
significativo de la insulina sobre el crecimiento de los pelos radiculares en pléantulas de 5
dias de edad -71 y 121%- respecto al control en los tratamientos con 1.23 y 12.3 nM de
insulina respectivamente (Fig. 9a). Mientras que para plantulas de 8 dias el aumento fue de
43% y 86% para 1.23 nM y 12.3 nM respectivamente (Fig. 9b), también el efecto de ambos
inhibidores de TOR -rapamicina y torinl- fue evidente. Presentando torinl un mayor grado
de inhibicion respecto a la rapamicina. Estos datos son similares a los de las plantas
crecidas en medio solido (Fig. 7), lo que apoya la idea de la participacién de TOR en el

crecimiento de los pelos radiculares estimulado por insulina.
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Figura 9. Efecto de la insulina y los inhibidores de TOR sobre el crecimiento de los pelos radiculares en
Arabidopsis. Las semillas fueron germinadas y crecidas por 4 y 7 dias en cajas de microtitulo de seis pozos
con 1ml de medio de cultivo liquido (MS 0.2X, 2% sacarosa), suplementado con insulina 1.23 0 12.3 nM.
Después, el medio fue remplazado por medio fresco suplementado adicionalmente con rapamicina 500nM o
torinl 250 nM vy las plantulas fueron incubadas otras 24 h. A los 5 (a) y 8 (b) dias, la zona de elongacién de
los pelos radiculares fue fotografiada y sus longitudes fueron evaluadas. Las graficas fueron construidas
usando las mediciones de 300 pelos radiculares de las iméagenes representativas que fueron analizadas con
ImageJ. El andlisis estadistico se llevd a cabo con el programa STATISTICA 8 mediante una prueba de
ANOVA y de Tukey. Las diferentes letras indican las diferencias estadisticas (p < 0.05) entre tratamientos.
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6.2.4. Efecto de los inhibidores de TOR sobre el crecimiento de los pelos radiculares

en plantulas 25c crecidas en medio liquido

Debido a que la rapamicina, inesperadamente no reprimié el crecimiento de los pelos
radiculares de plantulas 25c de 5 dias de edad (Fig. 8a), evaluamos el efecto de la
rapamicina y torinl, sobre el crecimiento de los pelos radiculares en plantulas 25c, crecidas
en medio liquido y suplementado con insulina. Como se puede observar en la figura 10, en
la linea 25c la insulina estimul6 el crecimiento de los pelos radiculares de manera dosis
dependiente. En pléantulas de 5 dias dicha estimulacion fue de 52% y 69% y en las de 8
dias alrededor del 65% y 134% en los tratamientos con 1.23 y 12.3nM de insulina
respectivamente. La rapamicina al igual que sucedié en medio solido (Fig. 8a), no solo no
inhibi6 el crecimiento de los pelos radiculares de plantulas 25¢ de 5 dias sino que lo
aumento (Fig. 10a), contrario al efecto inhibitorio mostrado en plantulas de 8 dias de edad
(Fig. 10b). Sorprendentemente, torinl presentd un efecto contrario al de la rapamicina, es
decir, inhibi6 en crecimiento de los pelos en plantulas 25c¢ de 5 dias de edad, mientras que
en las de 8 dias no ocasiond ningun efecto (Fig. 10b). Asi que los inhibidores de TOR, -
rapamicina y torinl- presentan efectos diferentes dependiendo de la edad de las plantulas
25¢, no asi en la linea silvestre, donde ambos farmacos independientemente de la edad

reprimen la estimulacion del crecimiento de los pelos radiculares por la insulina (Fig. 9).
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Figura 10. Efecto de la insulina y los inhibidores de TOR sobre el crecimiento de los pelos radiculares
de la linea 25¢c de Arabidopsis. Las plantas fueron germinadas y crecidas por 4 y 7 dias en cajas de
microtitulo de seis pozos con 1ml de medio de cultivo (MS 0.2X, 2% sacarosa), suplementado con 1.23 0 12.3
nM de insulina. Después el medio fue remplazado por medio fresco adicionalmente suplementado con
rapamicina 200 nM o torinl 250 nM y las plantulas fueron incubadas otras 24 h. A los 5 (a) y 8 (b) dias, la
zona de elongacion de los pelos radiculares fue fotografiada y sus longitudes fueron evaluadas. Las graficas
fueron construidas usando las mediciones de 300 pelos radiculares de las iméagenes representativas que fueron
analizadas con ImageJ. Las diferentes letras indican las diferencias estadisticas (p < 0.05) entre tratamientos,
lo cual fue determinado por ANOVA y prueba de Tukey.
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6.2.5. Efecto de los solventes utilizados en la preparacion de rapamicina sobre el

crecimiento de los pelos radiculares

Para tratar de explicar por qué en las condiciones del presente estudio la rapamicina inhibio
el crecimiento de los pelos radiculares de Arabidopsis, a concentraciones 100 veces
menores que las utilizadas por otros grupos de investigacion, se realizd una revision
bibliogréafica, encontrandose que en la mayoria de los reportes donde Arabidopsis presenta
insensibilidad a este fArmaco el solvente utilizado en su preparacion era el DMSO (Sormani
et al., 2007; Leiber et al., 2010; Ren et al., 2012; Xiong y Sheen., 2012). Esto permitio
plantear como hipétesis que la rapamicina disuelta en etanol era mas activa y para probarla,
se decidié evaluar el efecto de la rapamicina disuelta en DMSO sobre el crecimiento de los
pelos radiculares a las concentraciones reportadas por otros autores y las utilizadas en el
presente estudio. Como ha sido reportado reiteradamente, la rapamicina disuelta en DMSO
no presentd inhibicion sobre el crecimiento de los pelos en plantulas de Arabidopsis de 5
dias a ninguna de las concentraciones ensayadas (Fig. 11a). Sin embargo, en plantulas de 8
dias, 10000 nM de rapamicina present6 un ligero efecto inhibitorio (Fig. 11b). En la linea
25c¢ la inhibicion sobre el crecimiento de los pelos radiculares por rapamicina se observé
desde 200 nM en pléantulas de 5 dias, mientras en las de 8 dias la inhibicidn se presento
solamente a 10000 nM, en ambos casos la inhibicion fue mas marcada en esta linea (Fig.
11).
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Figura 11. Efecto de la rapamicina disuelta en DMSO sobre el crecimiento de los pelos radiculares de la
linea silvestre y 25c¢ de Arabidopsis. Las semillas fueron germinadas y crecidas en placas de seis pozos con
un ml de medio liquido (MS 0.2X, 2 % sacarosa) por 4 y 7 d, posteriormente se cambi6 el medio, por el
medio fresco antes mencionado pero adicionado con rapamicina 200, 500 y 10000 nM disuelta en DMSO
donde se incubaron otras 24 h. A los 5 (a) y 8 dias (b), se tomaron fotografias de la zona de elongacion de los
pelos radiculares y se evalud su longitud. Las graficas se realizaron mediante mediciones de 300 pelos
radiculares de las imagenes representativas con el programa IMAGEJ. El andlisis estadistico se llevé a cabo
con el programa STATISTICA 8 mediante una prueba de ANOVA y Tukey para determinar la significancia
de cada tratamiento. Las letras representan la diferencia significativa entre los tratamientos.
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6.2.6. Efecto de la insulina sobre el crecimiento de los pelos radiculares en la linea de

baja expresion inducible por estradiol tor-esl

Debido a que algunos autores han sefialado que Arabidopsis es insensible a la rapamicina
(Sormani et al., 2007; Leiber et al., 2010; Ren et al., 2012) y a que esta sensibilidad se
restaura con sobre expresién de la proteina SCFKBP12, este problema fue superado
mediante la generacion de mutantes de TOR condicionadas (Deprost et al., 2007; Xiong y
Sheen, 2012). La linea de baja expresion de TOR inducible por estradiol tor-esl, permitio
evaluar la funcion de TOR en un estadio fisioldgico y en un 6rgano determinado. En el
presente estudio, se ensay6 esta linea de Arabidopsis (Xiong y Sheen, 2012) para evaluar el
efecto promotor de la insulina sobre el crecimiento de los pelos radiculares con una
estrategia genética que permitiria determinar la participacion de TOR. Se puede observar en
la figura 12, que la insulina estimul6 el crecimiento de los pelos radiculares en plantulas
tor-esl de Arabidopsis de 5 dias en un 53 y 123% en los tratamientos con insulina 1.23 y
12.3 nM, en tanto en plantulas de 8 dias de edad se obtuvo un 60 y 130 % respectivamente.
Por otra parte, en presencia de estradiol se disminuyeron los niveles de expresion de TOR,
el efecto promotor de la insulina sobre el crecimiento de los pelos radiculares de las
plantulas tor-esl, a diferencia de la linea silvestre fue reprimido en los dos tiempos
ensayados (Fig. 12). Estos resultados, junto con los de la estrategia farmacoldgica (Fig. 9),
sugieren fuertemente que la insulina estimula el crecimiento de los pelos radiculares a

través de la activacion de TOR.
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Figura 12. Efecto de la insulina sobre el crecimiento de los pelos radiculares en la mutante tor-esl
inducible por estradiol. Las semillas fueron germinadas y crecidas por 4 y 7 d. en placas de seis pozos con
un ml de medio liquido (MS 0.2X, 2 % sacarosa), suplementado con insulina 1.23 y 12.3 nM Posteriormente
el medio se cambid por medio fresco pero adicionado de DMSO o estradiol 10 uM donde se incubaron otras
24 h. Alos 5 (a) y 8 dias (b), se tomaron fotografias de la zona de elongacion de los pelos radiculares y se
evalu6 su longitud. Las gréaficas se realizaron mediante mediciones de 300 pelos radiculares de las imagenes
representativas con el programa IMAGEJ. El analisis estadistico se llevé a cabo con el programa
STATISTICA 8 mediante una prueba de ANOVA y Tukey para determinar la significancia de cada
tratamiento. Las letras representan la diferencia significativa entre los diferentes tratamientos. Las gréficas
con rayas transversales del extremo derecho muestran los resultados de los experimentos que se llevaron a
cabo como se indicé antes con la linea mutante, pero en este caso con la silvestre.
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6.3. Participacion de las ROS sobre el crecimiento de los pelos radiculares estimulado

por insulina
6.3.1. Efecto de la insulina e inhibidores de TOR sobre la produccion de ROS

Uno de los componentes implicados en la regulacién del crecimiento de los pelos
radiculares son las especies reactivas de oxigeno (Monshausen et al., 2007). Xiong y Sheen
(2012) reportaron que la inhibicion de TOR disminuye el crecimiento de los pelos
radiculares y, Reny colaboradores (2012) relacionaron este efecto con una disminucion en
los niveles de ROS. Por lo tanto, se decidié evaluar si el efecto promotor de la insulina
sobre el crecimiento de los pelos podria estar correlacionado con la produccién de ROS. Se
determinaron los niveles de H,O, con el colorante H,DFDA. Con esta metodologia se
encontraron diferencias en la intensidad de fluorescencia en los tratamientos con insulina y
los inhibidores de TOR respecto al control (Fig. 13). En los tratamientos con rapamicina se
puede observar una disminucién en el crecimiento, acompafiada por una deslocalizacion de
las ROS en el apice y deformacion en los pelos radiculares. El inhibidor Torinlal igual que
rapamicina mostré una disminucion en la longitud, deslocalizacién de ROS en el apice y
deformacion de los pelos radiculares. Estos datos revelan que la pérdida de la actividad de
la cinasa TOR, promueve la deslocalizacion de ROS, sin embargo a pesar de que ambos
farmacos inhiben la actividad de la cinasa TOR se observaron diferencias morfoldgicas

entre los pelos tratados con cada uno de los farmacos.
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Figura 13. Efecto de la insulina e inhibidores de TOR sobre la produccién de ROS en los pelos
radiculares de plantulas de Arabidopsis. Las plantulas crecidas por cinco dias en presencia de insulina y
tratadas con los inhibidores de TOR la Gltimas 24 h, fueron expuestas a H,DCFDA 20 puM por 45 min a 4 °C,
lavadas dos veces y las imagenes fueron capturadas con el microscopio Nikon de epifluorescencia. Las
fotografias son representativas de 30 pelos radiculares.

6.3.2. Efecto de la insulina sobre la produccién de H,0O,

En los experimentos con H,DFDA, se lograron observar algunos cambios en los niveles de
ROS (Fig. 13), sin embargo, nuevas herramientas genéticas como la sonda molecular
HyPer, han sido desarrolladas para el estudio de moléculas de vida corta como el H,O, que
permite evaluar en tiempo real y en el 6rgano de interés el efecto de dicha molécula. Hyper
es una linea transgénica de Arabidopsis, formada por la proteina YFP circularmente
permutada (cpYFP) insertada en el dominio del factor de transcripcion OxyR que
interacciona con H,0, (Hernandez-Barrera et al., 2013). Asi que en el presente estudio se
utilizo esta sonda, para evaluar de manera semi cuantitativa, los niveles internos de H,O, en
los pelos radiculares de plantulas tratadas con insulina. En el apice de crecimiento de los
pelos radiculares, la produccion de ROS fue oscilatoria (Fig. 14a). Los valores de
fluorescencia promedio mostraron diferencias entre los distintos tratamientos de insulina,
aumentando sus niveles conforme la concentracion de insulina donde fueron crecidas las
plantulas se incrementaba (Fig. 14).
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Figura 14. Efecto de la insulina sobre los niveles de H,O, en la linea HyPer de Arabidopsis. El gradiente
de colores relaciona los niveles de H,O, en los pelos radiculares de plantulas creciendo en medios
suplementados con 1.23 y 12.3 nM de insulina. b) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia en los
pelos radiculares de los diferentes tratamientos. Se compararon 100 imégenes de una secuencia de pelos
radiculares en crecimiento. Las letras muestran la diferencia significativa entre tratamiento determinada
mediante la prueba estadistica ANOVA Tukey.

6.3.3. Cambio de los patrones del H,O, en respuesta a la insulina

Al observar que la insulina aumento la produccion de H,0, en los pelos radiculares de
semillas germinadas y crecidas en medios suplementados con la hormona (Fig. 14), se
decidié evaluar si esta hormona podria inducir cambios inmediatos en los patrones
oscilatorios de H,0, en el apice del pelo radicular. En plantulas crecidas en medio sin
insulina, se afiadio la hormona e inmediatamente se realizaron las observaciones. En la
figura 15 se muestran los aumentos en los picos maximos de oscilacion después de la
adicion de 1.23 y 12.3 de insulina respecto al control. Es claro que el incremento mas

dramaético se presenta con la concentracion de 12.3 nM de insulina (Fig. 15c¢).
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Figura 15. Cambios en los patrones oscilatorios de H,O, en la linea HyPer en respuesta a la
insulina. La longitud de onda 1 (W1) de la sonda HyPer muestra los niveles de proteina OxyR
expresados en la plantula, mientras que la 2 (W2), la cantidad de proteina OxyR unida al H,0, La
relacion entre ambas (WI/W2) permite evaluar cambios en la produccién del H,0, en una secuencia
de imégenes registradas cada 6 seg. Las plantulas fueron crecidas en medio sin insulina e
inmediatamente después de la adicion de agua (a) o diferentes concentraciones de insulina (b y c)
(flechas azules) se registraron las imagenes cada 6 seg durante seis min. Las flechas rojas indican la
adicién de H,0, usado como control del funcionamiento del sistema.
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6.3.4. Alteraciones en los niveles oscilatorios de H,O; en respuesta a los inhibidores de
TOR

Hasta este momento los resultados del presente estudio muestran una correlacion positiva
entre el efecto estimulante de la insulina sobre el crecimiento de los pelos radiculares de
Arabidopsis (Fig. 6, 7 y 9), el aumento en la produccién de H,O, y sus patrones oscilatorios
(Fig. 14 y 15). Ademas de la posible participacion de TOR en la sefializacion activada por
la insulina (Fig. 7, 9 y 12). Debido a que existen reportes de que la inhibicién en la
actividad de TOR disminuye el crecimiento y los niveles de ROS en los pelos radiculares
(Ren et al., 2012; Xiong y Sheen, 2012), se evalud si el inhibidor directo de TOR -torinl-,
podria inducir cambios en los patrones oscilatorios de ROS. Los resultados mostrados en la
figura 16, indican que al inhibir TOR, por adicion del farmaco (flechas rojas) se presenta
una alteracion en los patrones oscilatorios de H,O,, lo que correlaciona con pelos
radiculares menos activos y de menor crecimiento. Dicho fendmeno se presento tanto en el
control (Fig. 16a), como en los tratamientos con 1.23 nM (Fig. 16b) y 12.3 nM de insulina
(Fig. 16c).
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Figura 16. Efecto de la inhibicion de TOR en las oscilaciones de H,0, en plantulas HyPer

tratadas con insulina. Se muestran los cambios en los patrones oscilatorios de H,O, por efecto de
torinl. Se crecieron plantulas en medios sin insulina (a), suplementados con 1.23nM (b) y 12.3nM

de insulina (c). Las flechas rojas indican la adicion de 250 nM de torinl (2.42 Min/Seg.). Se

grafican los cambios en la relacion (W1/W2), previamente estandarizada a un valor de 1y en base a

este valor se determinan los cambios entre los patrones oscilatorios del H,O,.
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VI1I. DISCUSION

En el presente trabajo se demuestra la participacion de la proteina TOR sobre el
crecimiento de los pelos radiculares de Arabidopsis thaliana al ser estimulada por insulina
y, el efecto de esta hormona sobre la produccion de ROS. Asimismo, se demuestra que el
efecto inhibidor de la rapamicina a bajas concentraciones sobre el crecimiento celular,
depende del tipo de disolvente empleado. A la fecha habia sido reportado reiteradamente
que Arabidopsis era insensible a la rapamicina (Turck et al., 2004; Sormani et al., 2007;
Leiber et al., 2010; Ren et al., 2012) de tal manera, se dio por hecho que las plantas en
general no respondian al macrolido aun a concentraciones de alrededor de 5000-10000 nM.
Por esta razén varios grupos de investigacion construyeron lineas transgénicas de
Arabidopsis a las cuales adicionaron ScFKBP12 para restaurar la sensibilidad a la
rapamicina (Sormani et al., 2007; Leiber et al., 2010; Ren et al., 2012). Sélo recientemente
Xiong y Sheen (2012) reportaron que 10000 nM de rapamicina inhibia la sefializacién
TOR-S6K1 de Arabidopsis y retardaba el crecimiento mediado por glucosa. Tomando en
cuenta que existen reportes como en el caso del maiz, donde 100 nM de rapamicina inhibe
la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 estimulada por la insulina (Sanchez de Jiménez
et al.,, 1999) y que en Chlamydomonas la concentracion inhibitoria de su crecimiento
oscil6 entre 100-500 nM (Crespo et al., 2005), en el presente estudio se analizé el efecto de
de rapamicina 200 y 500 nM sobre el crecimiento de los pelos radiculares en las lineas 25¢
y silvestre de Arabidopsis respectivamente. Cabe mencionar que las concentraciones de
rapamicina antes mencionadas fueron ensayadas a la par de la optimizacién del efecto del
farmaco sobre la arquitectura radicular de Arabidopsis (Garcia-Flores, 2011). Los
resultados del efecto de la rapamicina fueron sorprendentes, al mostrar que el crecimiento
de los pelos radiculares estimulado por insulina en las plantulas Wt de Arabidopsis fue
reprimido a una concentracién 500 nM (Fig. 7 y 9), cuando repetidamente habia sido
reportada su insensibilidad ain a 10000 nM. En cambio la linea 25¢ mostr6 mayor
sensibilidad al inhibirse el crecimiento con rapamicina 200 nM (Fig. 8 y 10), esto también
fue inesperado debido a que esta linea fue analizada por Sormani et al., (2007) quienes
observaron sensibilidad a una concentracion de 10000 nM de rapamicina.

Con el objetivo de explicar a qué se debian diferencias tan significativas en las

concentraciones del inhibidor, revisamos nuevamente la literatura y encontramos que en la
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mayoria de los reportes la rapamicina la disolvian en DMSO (Sormani et al. 2007; Leiber
et al., 2010; Ren et al. 2012,; Xiong y Sheen, 2012) y solamente en aquellos trabajos donde
el macrélido fue disuelto en etanol, se requerieron concentraciones bajas para observar el
efecto inhibitorio sobre TOR (Sanchez de Jiménez et al. 1999; Crespo et al., 2005; Sotelo
et al. 2010). Para comprobar la hipdtesis anterior, analizamos el efecto de diferentes
concentraciones de rapamicina disuelta en DMSO sobre el crecimiento de los pelos
radiculares. La figura 11a; muestra que rapamicina 200 y 10000 nM inhiben el crecimiento
de los pelos radiculares en plantulas de 5 dias solamente en la linea 25c, en tanto que las
plantulas silvestres fueron insensibles al inhibidor ain a concentraciones de 10000 nM
como efectivamente habia sido reportado (Turck et al. 2004; Sormani et al. 2007; Leiber et
al. 2010; Ren et al., 2012). Sin embargo, las plantulas silvestres de 8 dias presentaron una
ligera inhibicion en el crecimiento de los pelos radiculares a una concentracion de
rapamicina de 10000 nM, lo que esta de acuerdo con las observaciones de Xiong y Sheen,
(2012) (Fig. 11b). Asi, nuestros resultados confirman nuestra hipotesis que la rapamicina
presenta una mayor actividad o disponibilidad cuando se disuelve en etanol, confiriendo
este solvente una fluidez a la membrana y en consecuencia mayor disponibilidad del
inhibidor a diferencia del DMSO, el cual como ha sido reportado incrementa la rigidez de

la membrana (Orvar et al., 2000; Veerman et al., 2007).

Los pelos radiculares son estructuras tubulares que surgen a partir de células
especializadas de la epidermis de la raiz y juegan un papel muy importante en la
adquisicién de nutrientes y en el anclaje de la planta al suelo. En general, se ha reportado
que el desarrollo de los pelos radiculares es controlado por fitoreguladores como las
auxinas y otras sefiales (Ishida et al., 2008) y el efecto de la insulina sobre el desarrollo
estas estructuras solo ha sido abordado en nuestro grupo de trabajo. Interesantemente,
observamos que la insulina estimulo fuertemente el crecimiento de los pelos radiculares de
una manera dosis-dependiente hasta una concentracion 12.5 nM. Concentraciones mas altas
de 30.7 y 61.5 nM reprimieron tal efecto (Fig. 6), posiblemente debido a que la via de
sefializacion activada por la insulina se autorregula como sucede en metazoarios. Esta
interpretacion se basa en que la via PI3K/TOR/S6K ha sido conservada evolutivamente en

los organismos eucariontes, incluyendo las plantas como lo sugiere la presencia de varios

51



componentes homologos de dicha via descritos en Arabidopsis (Tabla 2). En maiz, se ha
descrito una via de sefializacion PI3K/TOR activada por insulina que estimula el
crecimiento de ejes embrionarios, el hipocdtilo y la radicula (Garrocho-Villegas y Sanchez
de Jiménez, 2012; Garrocho-Villegas et al., 2013). A partir de ejes embrionarios de maiz,
también se aislé un péptido estructuralmente similar a la insulina al cual denominaron
ZmIGF y recientemente se demostrd la existencia de un receptor putativo para ZmIGF, que
mostrd ser competitivo por la insulina (Rodriguez-Lo6pez et al., 2011; Garrocho-Villegas et
al., 2013). La cinasa TOR es clave para el crecimiento vegetal (Deprost et al., 2007;
Sormani et al., 2007), incluido el crecimiento de los tricoblastos y pelos radiculares (Leiber
et al., 2010; Xiong y Sheen, 2012; Ren et al., 2013). Recientemente se ha destacado la
importancia de TOR, més alla de su papel sobre la regulacion traduccional, implicandola en
la reprogramacion del transcriptoma (Xiong et al., 2013; Xiong y Sheen, 2014).

En el presente estudio se determind que la insulina estimula el crecimiento de los
pelos radiculares en forma dosis dependiente tanto en la linea silvestre (Wt), como en la
25¢ 'y, que dicha estimulacién fue inhibida por la rapamicina (Fig. 7 y 8). No obstante, el
comportamiento del macrolido fue muy diferente en la linea transgénica 25c, donde en
plantulas control de 5 dias de edad, la rapamicina no s6lo no inhibié la elongacion de los
pelos radiculares sino que la increment6 (Figs. 8a), mientras que en las plantulas tratadas
con insulina el inhibidor no tuvo ningin efecto. En cambio, el efecto inhibidor del
macrolido se observd nuevamente en las plantulas de 8 dias de edad (Fig. 8b). En los
experimentos en medio liquido (Fig. 9), el efecto promotor de la insulina sobre el
crecimiento de los pelos radiculares de la linea silvestre fue considerablemente mayor
respecto al crecimiento de tales estructuras en medio sélido y también se observo que dicha
estimulacion por la insulina fue inhibida por la rapamicina, pero mas significativamente por
torinl (inhibidor directo de TOR). Esta ultima observaciéon fue muy interesante, debido a
que torinl pertenece a una generacion de inhibidores que directamente interactian con el
sitio ATP de la mTOR y han mostrado ser méas efectivos para suprimir el crecimiento y la
proliferacion de células animales, debido a que a diferencia de la rapamicina, torinl inhibe
un amplio espectro de las funciones de mTOR (Thoreen et al., 2009). Respecto al
comportamiento de la linea 25c¢ con torinl, las plantulas de diferentes edades presentaron

sensibilidad a este inhibidor a los 5 dias pero no a los 8 dias de edad; mientras que la
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sensibilidad a la rapamicina fue lo contrario, es decir, las plantulas fueron insensibles a los
5 dias pero sensibles a los 8 dias (Fig. 10). Esta diferencia en sensibilidad de la linea 25c a
ambos inhibidores respecto a la linea silvestre (Wt) -donde a cualquier edad las plantulas
fueron sensibles a ambos compuestos-, sugiere que en tal respuesta podria participar la
FKBP12 sobre expresada en la linea 25c. ;Cdémo podria dicha proteina estar involucrada y
presentar efectos contrastantes con ambos inhibidores cuando sélo uno de ellos la requiere
para su actividad? Creemos que como la FKBP12 pertenece a una familia de proteinas que
presentan un motivo Tetratrico Peptide Repeat (TPR), el cual se ha mostrado esencial para
las respuestas de fitoreguladores como etileno, citocininas, giberelinas y auxinas; su
sobreexpresion también alteraria la respuesta a la insulina y a los inhibidores de TOR
(Schapire et al., 2006; Geisler y Bailly, 2007).

Por otra parte, con la estrategia genética observamos que en la mutante
condicionada tor-esl (muestra una deplecion en la expresion de TOR en presencia de
estradiol), la estimulacion del crecimiento de los pelos radiculares por la insulina, también
fue dosis dependiente y tal efecto fue reprimido en presencia de estradiol (Fig. 12). Estos
ultimos resultados estan de acuerdo con lo reportado por Xiong y Seen (2012), ellos
observaron la abolicion del crecimiento de los pelos radiculares en la mutante tor-esl
inducible por estradiol. Tomando juntos los resultados de las estrategias quimicas y
genéticas, estos sugieren fuertemente que la regulacion del crecimiento de los pelos
radiculares de A. thaliana por insulina involucra la activacion de TOR. Pensamos que el
mecanismo donde participa TOR, posiblemente requiera la produccion de ROS, esta
propuesta se apoya en los resultados obtenidos por Ren et al., (2012), quienes observaron
una reduccion significativa de ROS en plantas transgénicas sensibles a la rapamicina y en
nuestros resultados donde la presencia de insulina incrementa la produccion de ROS en los
pelos radiculares de Arabidopsis (Fig. 13 y 14). Se ha reportado que las ROS estan muy
relacionadas con el crecimiento de los pelos radiculares (Monshausen et al., 2009), y que
la inhibicion de TOR por rapamicina disminuye tanto el crecimiento de los pelos
radiculares como los niveles de ROS en este 6rgano (Ren et al., 2012). La regulacién del
crecimiento de los pelos, podria involucrar al producto de la NADPH, el 0>, regulando las
propiedades de la pared celular (Knight, 2007). Otra fuente importante de ROS, proviene de

la actividad mitocondrial (Minibayeva et al., 2012). Se ha observado que en la raiz existe
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una distribucion diferencial de ROS de O*” y H,0, los cuales pueden tener diferentes
funciones en el control del crecimiento radicular. Mientras que los iones O*~ se localizan
principalmente en la zona de transicion entre el meristemo y las zonas de répida
elongacion, el H,O, se encuentra en células completamente elongadas en la region de
diferenciacion de los pelos radiculares (Dunand y Penel, 2007). Las ROS vy los
antioxidantes como el glutation estan en constante interaccion durante la regulacion del
crecimiento (Koprivova et al., 2010). También se ha observado que en el apice de la raiz el
glutation y el ascorbato se encuentran principalmente en forma oxidada, mientras que en el
centro quiescente donde en las células que se dividen lentamente, dichas moléculas se
encuentran en su forma reducida (Jiang et al., 2003). En este trabajo, se demostré que la
insulina estimula la produccion de H,0, (Fig. 14). Un fendmeno similar fue reportado por
Othman et al., (2013) donde la hormona promovié la produccion de ROS, implicadas en el
dafio al DNA en un cultivo de células de rifion de rata. Sin embargo, en el caso de los pelos
radiculares la produccion de ROS es indispensable para su crecimiento, lo que en parte
podria explicar su efecto positivos sobre este fendbmeno. La actividad de TOR se ha
relacionado con el crecimiento de estos 6rganos y su inhibicién se ve acompafiada de una
baja regulacion de genes asociados al desarrollo de pelos radiculares como MRH6 y LRX1
(Ren et al., 2010). Sin embargo, a la fecha no se ha descrito una relacion directa entre
TOR vy la actividad de la NADPH oxidasa productor importante de ROS en pelos
radiculares. Proteinas como la extensina LRX1 regulan la rigidez de la pared celular y esta
a su vez esta regulada por ROLS5, que es blanco de TOR y se ha propuesto que regula
componentes de la pared celular como arabinoglucanos y peptiglucanos. Ademés, ROL5
esta presente en las mitocondrias por lo que podria relacionarse con la produccion de ROS
en los pelos radiculares. La deslocalizacién de ROS en la punta, podria ademas interferir
con la sefializacién de calcio, debido a que las ROS modulan el gradiente de Ca** enfocado
en la punta de crecimiento, que es un elemento importante para el crecimiento de los pelos
radiculares (Monshausen et al., 2007). Sin embargo el papel inicial de ROS en el
crecimiento de estos parece estar implicado en los estadios de elongacion de los pelos
radiculares, ya que la iniciacion no se ve comprometida, regulando la dureza de la pared de
los pelos radiculares (Fig. 4). El resultado de la deformacion a los costados de los pelos

radiculares causada por los inhibidores de TOR (Fig. 13) sugiere que TOR podria regular la
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posicion los factores que producen ROS y que la inactivacion de esta cinasa deslocalizaria
a las proteinas productoras de ROS perdiendo la punta de crecimiento y causando un
crecimiento aberrante. Aqui se observd que la insulina activa procesos fisioldgicos
especificos como el aumento de los patrones oscilatorios de peroxido de hidrégeno (H20,)
(Fig.15), distinto al estrés oxidativo, donde la produccion de ROS es subita y posterior a
ella, los sistemas antioxidantes de la planta tratan de contrarrestar este efecto (Cardenas et
al., 2008), lo que se muestra después de la adicion de perdxido de hidrogeno (Fig. 15).
Mientras que la insulina responde de manera especifica aumentando los patrones
oscilatorios un proceso relacionado con el crecimiento de estos drganos, la insulina muestra
una respuesta distinta a lo que se ha observado en pelos radiculares de especies que nodulan
como el frijol, donde la adicidn de factores de nodulacion, aumentan los niveles de ROS de
manera gradual, después de lo cual se recuperan, en comparacion con un agente oxidante
como el quitosan, donde el aumento en la produccion de ROS se da de manera subita y no
se recupera a los tiempos evaluados (Cardenas et al., 2008). Por lo que la insulina es capaz
de estimular tanto la produccién de ROS (Fig. 14) como promover y aumentar las
oscilaciones de ROS en el apice de los pelos (Fig.15). La inhibicion de TOR sobre los
patrones de produccion-descenso de H,O,, resulté en una disminucion en la amplitud y

frecuencia de las oscilaciones (Fig.16).

VIIl. CONCLUSIONES

La insulina estimula el crecimiento de los pelos radiculares de manera dosis dependiente a
través de la activacion de TOR. ElI mecanismo por el cual la insulina estimula el
crecimiento de los pelos radiculares involucra un incremento en el patrén oscilatorio y

produccién de H,0,. Estos cambios solo se presentan si la cinasa TOR esta activa.
IX. PERSPECTIVAS

Determinar la actividad de la cinasa TOR mediante la evaluacién de la fosforilacién de

S6K, por analisis de Western-blot en presencia de insulina y de los inhibidores de TOR.
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Determinar el origen de las ROS que se producen bajo efecto de insulina mediante
inhibidores de la cadena transportadora de electrones para un posible origen mitocondrial o
bien utilizando inhibidores de NADPH oxidasas como DPI.

Probar el efecto de la insulina sobre el crecimiento de pelos radiculares de plantas tratadas

con agentes pro-oxidantes y antioxidantes.

Evaluar la tasa de crecimiento de los pelos radiculares en presencia de 0, 1.23 y 12.3nM

insulina y su correlacion con los niveles oscilatorios de H,0, en la linea HyPer.
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