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RESUMEN

Las rafces laterales son &rganos post-embrionarios originados por la
especificacién de células del periciclo de la raiz primaria transformandose a células
fundadoras de raices laterales y posteriormente a un primordio de raiz lateral. Utilizando
el compuesto quimico Sortin2 se ha vinculado al trafico endocitico hacia la vacuola
como un factor importante en la formacién de nuevos primordios de raices laterales por
una via independiente del complejo receptor de auxina SCFTR"Bs diferenciandolo del
mecanismo modulado por el plan enddgeno de formacion de raices laterales. La
formacién de raices laterales inducida por Sortin2 es reprimida por el inhibidor de la
actividad enzimatica PI3K y PHK, Worimanina. En este trabajo, estudiamos la
participacién de la actividad PI3K y PI4K en |a formacién de raices laterales promovida
por Sortin2 y su papel en el trafico endocitico hacia la vacuola en Arabidopsis thaliana.
Hemos mostrado que Sortin2 induce un cambio de los niveles de PI3P en el tonoplasto
y de PI4P en la membrana plasmatica y compartimientos intracelulares, posiblemente
del tipo endosomas tempranos/Red Trans-Golgi. Ademas, la actividad PI3K — llevada a
cabo por VPS34 — participa en la formacién de primordios de raices laterales inducida
por Sortin2, mientras que las PI4K, PI4KIIB1 y Pl4KIIB2, son esenciales en este
proceso. Se sugiere que PI4KHIB1 v PI4KIIB2 son las actividades Pl4K que son
requeridas en el aumento transitorio de PI4P en las membranas subcelulares,
participando en la aceleracion del trafico endocitico hacia la vacuola ambos inducidos
por Sortin2. Interesantemente PI4KNIB1 y PI4KIHB2 también participan como
reguladores negativos de Ia formacion endbgena de primordios de raices laterales muy

probablemente por su pape! en el trafico endocitico hacia la vacuola. En resumen,
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hemos determinado que el trafico endocitico hacia la vacuola regulado por PI4KIIBT y
PI4KilIB2 es un factor critico en la induccién de 1a formacion de primordios de raices
laterales por un mecanismo independiente de SCFTRVA™ES Ademas, se propone a P14P
como un factor importante que controla la formacion de primordios de raices laterales
mediante un mecanismo inducido por la accién de Sortin2. La mayor importancia de las
actividades P! quinasas en la formacién de primordios de raices laterales inducida por
Sortin2 en comparacion al del plan enddgeno apoya que estos mecanismos serian
distintos entre si. El mecanismo modulado por Sortin2 podria ser activado por estimulos
medioambientales contribuyendo a la respuesta de las plantas a este cambio para
inducir la organogénesis de raices laterales. Esto abre una nueva linea de investigacion
dentro del campo del trafico de endomembranas y su impacto en la fisiologia de

Arabidopsis thafiana y en otros modelos vegetales.




ABSTRACT

Lateral roots are post-embryonic organs originated by the specification of primary
root pericycle -cells which became lateral root founder cells and then lateral root
primordia. Using Sortin2, endocytic trafficking toward the vacuole has been linked as a
crucial factor on the new lateral root primordia formation by an auxin complex receptor
SCFTRUAFBs _ independent way which is different from the lateral root primordia formation
controlled by the endogenous Arabidopsis body plan. Sortin2-induced lateral root
formation is repressed by Pi3K and Pl4K enzymatic activities inhibitor, Wortmannin. in
this work, we studied the involvement of these activities into Sortin2-induced lateral root
formation and their role into the endocytic trafficking toward the vacuole in Arabidopsis
thaliana. We have shown that Sortin2 changes PI3P levels into the tonoplast and Pl4P
levels at the plasma membrane and infracellular compartments, possibly TGN-like.
Additionally, PI3K activity controlled by VPS34 participates into the Sortin2-induced
primordia lateraliroot formation. Moreover, PI4KIIIB1 and Pl4KIIB2 are essential for this
physiological proq'cess. It is suggested that Pl4KHIB1 and PI4KIB2 are the required Pi4K
activities to bocjst Pl4P at plasma membrane and TGN participating on Sortin2-
endocytic trafficking to the vacuole acceleration. However, PI4KIlIB1 and PKKIIB2
participate as négative regulators of endogenous lateral root primordia formation likely
because of theii‘ role into endocytic trafficking toward the vacucle. Overall, we have
stressed that e;ndooytic trafficking towards the vacuole regulated by PMKIIBT y
PI4KIIIB2 is a critical factor into lateral root primordia formation induced by a
SCFTRUAF E"‘9‘-im:{‘°!,pendent mechanism. Moreover, It is proposed PI4P is an important

factor that controls lateral root primordia formation by the Sortin2-induced mechanism.




The greater importance of Pl-kinase into Sortin2-induced lateral root primordia formation
in comparison fo endogenous lateral root primordia formation supports that both
mechanisms ar; different each other. The Sortin2-induced mechanism might be
activated by environmental stimuli contributing to plant response fo this stimulus to

induce lateral root organogenesis. This opens a new research area into endomembrane

trafficking and its impact into Arabidopsis thaliana physiology and another plant species.




1.- INTRODUCCION

Las plantas son organismos fotosintéticos sésiles con la extraordinaria capacidad
de generar nuevos 6rganos a lo largo de su vida. El embrién contenido en la semilla
presenta un cuerpo rudimentario que se compone de una o dos hojas embrionarias
llamadas cotiledones, la radicula y un tejido conectivo entre estos dos drganocs
denominado hipocotilo. Al germinar el embridn, la radicula comienza a crecer en
direccion del vector de gravedad y a diferenciarse conformando una raiz primaria, la
cual es capaz de absorber el agua y los macro y micronutrientes desde el suelo. La raiz
primaria presenta tres zonas de desarrollo desde su punta (extremo apical) hasta el
hipocotilo {extremo basal): la zona meristematica, la zona de elongacion y {a zona de
diferenciacion. En esta tltima zona, las células han adquirido diferenies destinos
celulares para conformar las diferentes capas concéniricas que componen la raiz
primaria, las cuales son de lo mas interno a lo més externo: la estela o haz vascular, el
periciclo, la endodermis, la corteza y la epidermis que es la capa celular mas externa de

la raiz primaria y que esta en contacto con la rizésfera.

1.1.- Las raices laterales: drganos posf-embrionarios de la raiz primaria.

En la zona de diferenciacion cerca de la punta de la raiz primaria, se desarrolian
6rganos post-embrionariamente. Estos nuevos 6rganos se denominan raices laterales,
los cuales junto con la raiz primaria y los pelos radiculares constituyen el sistema
radicular vegetal cuya funcion principal es la captacion de agua y nutrientes desde el
suelo. En la especie modelo dicotiledonea Arabidopsis thaliana, la organogénesis de

raices laterales es un proceso fisiolégico que sigue un patrén ordenado que origina un




nuevo organoc de manera regular y altemada en relacion a la raiz primaria. La
organogénesis de las raices laterales ha sido subdividida en cuatro etapas principales
consecutivas enire si: preiniciacién o priming, el cual es definido por un plan
endégeno que depende de una oscilacion génica que ocurre en la zona de
diferenciacidn cercana a la zona de elongacion, activando las células del periciclo
adyacente a uno de los polos xilematicos del haz vascular, destinandolas a ser células
fundadoras de raices laterales; la Iniciacion, fase en la que estas células fundadoras
sufren una divisidn asimétrica anticlinal o perpendicular al eje mayor de simetria de ia
raiz primaria, originandose un primordio de raiz lateral constituido de una capa de
células; el desarrollo del primordio, donde este primordio adquiere enire 2 a 7 capas
celulares por sucesivas divisiones anticlinales y periclinales; y la emergencia, fase en
la que el primordio de raiz lateral penetra la tltima capa de la raiz primaria y emerge
constituyendo una raiz lateral emergida (Casimiro, 1. et al., 2001; Petricka J. et ai,,
2012). Como la raiz primaria crece y las células fundadoras resultantes prosiguen su
desarrollo, entonces las raices laterales se encuentran separadas y opuestas entre si a
lo largo de la raiz primaria. Para estudiar de mejor manera las diferentes etapas de la
organogénesis de raices laterales, se ha propuesto dos zonas de facfo en Ia raiz
primaria que son determinadas por el grado de desarrollo de las raices laterales
(Dubrowsky, J. & Forde, B., 2012): la zona de formacién de raices laterales que
comprende la seccién de raiz primaria en el que el proceso de desarrollo en las
primeras etapas de la organogénesis de raices laterales genera un primordio de raiz
lateral. En t&éminos practicos, se determina entre el primer primordio detectado y la

primera raiz lateral emergida observada mas apicales. Por su parte la zona de
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ramificacion corresponde al sector de la raiz primaria donde los primordios iniciados y
desarollados en la zona de formacion pueden emerger de la raiz primaria. (Dubrowsky,
J. & Forde, B., 2012). Esta zona estd comprendida desde la primera raiz lateral
emergida en la regién més apical de la raiz primaria y el inicio del hipocotilo de

Arabidopsis.

1.2.- La fitohormona auxina como requlador de la organogénesis de las

raices laterales.

Uno de los grandes moduladores de la organogénesis de las raices laterales es
ja fitohormona auxina. Se ha evidenciado que la aplicacion de auxina de manera
exdgena provoca una induccion en la formacién de raices laterales (Torrey, J., 1950;
Casimiro, 1. et al., 2001), en concordancia con que mutantes sobreproductoras de
auxina presentan una sobreproliferacién de raices laterales emergidas (Boerjan, W., et
al., 1995; Delarue, M. et al., 1998). A su vez, la inhibicion del fransporte polar de auxina
y la pérdida de funcién de diferentes facilitadores que median el transporte de esta
hormona en la raiz primaria afectan la iniciacién, el desarrollo del primordio y la
emergencia de raices laterales (Casimiro, 1. et al., 2001; Marchant, A, et al., 2002;
Dubrovsky, J. et al., 2008; Swarup, K., et al., 2008; Marhavy, P. et al., 2013).

Auxina es percibida por el receptor nuclear F-box TIR1 (parte del complejo E3
ubiquitin-ligasa SCFT™™") y sus homdlogos AFBs (Kepinski, S. & Leyser, O., 2005) cuya
interaccion media la degradacién dependiente del proteosoma de diversas proteinas de
la familia AUX/IAA represoras transcripcionales de factores de trascripcion ARFs (Gray,

W. et al., 2001). Un aumento en la respuesta transcripcional dependiente de auxina en
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ciertas células del periciclo precede a la iniciacion conducente a una raiz lateral
(Dubrovski J., et al., 2008), en concordancia con que la oscilacion génica que es critica
en el priming requiere del receptor nuclear de auxina TIR1 y AFB2 influyendo en la
formacion endégena de primordios de raices laterales (Xuan, W. et ai., 2015). A su vez,
la degradacion de los AUX/IAA SLR/IAA14 e IAA28 es clave en [a iniciacion de raices
laterales (Fukaki, H. et al, 2005; De Rybel, B. et al., 2010), en concordancia con que
dos ARFs ARF7 y ARF19 en conjunto son requeridas en la organogénesis enddgena de
raices laterales (Okushima, Y. et al., 2007). Por lo tanto, la evidencia indica que la
activacion de SCFTRVAFBs dependiente de auxina - cuyo flujo es modulado por su
transporte polar - estimula los eventos tempranos de organogénesis de raices laterales
a través de la activacion transcripcional dependiente de los médulos AUX/IAA — ARFs.

Se propone que auxina dirige el plan endégeno de la organogénesis de raices laterales.

1.3.- La organogénesis de las raices laterales como un evento fisiologico

modulable: evidencia de una via independiente del complejo nuclear SCETRVAFEs

en la induccién de la formacién de raices laterales.

Las plantas producen enddgenamente raices laterales de manera ciclica
controlada por la via de sefializacién que activa la percepcion de auxina dependiente de
SCFTRYAFBS (x;an, W. et al, 2015). Sin embargo, ellas pueden modificar su arquitectura
radicular frente a cambios en el medioambiente como por ejemplo la disponibilidad de
micro y macronutrientes o también el estrés osmético {Lima, J. et al.; 2010; Gruber, B.
et al., 2013). En este sentido, la modulacion de la iniciacidn de raices laterales por

exceso de hierro y carencia de fosfatc depende del transporte polar de auxina en
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Arabidopsis (Miura, K. et al., 2011; Li, G. et al., 2015). En concordancia, la sefiafizacion
dependiente de SCFTRVAFES g5 clave en la induccion de la organogénesis promovida
por la carencia de fosfato, en el que este estimulo activa la respuesta transcripcional
dependiente del aumento de auxina (Pérez-Torres, CA. st al., 2008; Miura, K. et ai.,
2011). Ademds, se ha vinculado a TAR2, una enzima que participa en la biosintesis de
auxina, como regulador de la induccion de la emergencia de ralces laterales provocada
por {a carencia de nitrégeno en su forma de amonio o nitrato (Ma, W. ef al., 2014). Por
lo tanto, se ha propuesto que los estimuios del medioambiente son integrados al plan
endégeno de la organogénesis de raices laterales mediante la via de sefializacion
dependiente de SCFTA™ES para asi modularla positiva o negativamente.

Sin embargo, se ha publicado evidencia que sugiere la existencia de una via
independiente de la activacién transcripcional que estimula el receptor nuclear de
auxina TIR1/AFBs que participa en la induccion de la organogénesis de las raices
laterales en Arabidopsis thafiana. Un estimulo que promueve la formacion de novo de
raices laterales es el estimulo mecanico, esto es, doblar al menos fransitoriamente [a
raiz primaria (Richter, G. et al, 2009). Esta induccién de rafces laterales no requiere de
TIR1 (Richter, G. et al, 2009). Es mas, este estimulo es independiente de los
componentes rio abajo de la via que activa SCF " /A"8 ARF7/ARF19, para inducir la
organogénesis de raices laterales (Ditengou, F. et al., 2008). El aumento de la salinidad
y la exposicidn a glucosa promueven la organogénesis de las raices laterales en
Arabidopsis que son independientes del receptor de auxina TIR1 y no dependen del

transporte polar de auxina (Buwaneshwar, M. et al,, 2009; Zolla, G. et al., 2010; datos




del labaratario), sugiriendo que la formacién de raices laterales podria ser modulada por
una via donde serian dispensables el complejo SCFTT/AFBS,

Hemos descrito en nuestro laboratorio al compuesto quimico sintético Sortin2
como un inductor de la formacidn de raices laterales que altera el trafico de proteinas
en Arabidopsis thaliana (Zouhar, J. et al., 2004; Pérez-Henriquez, P. et al., 2012).
Sortin2 provoca una induccién de los primeros estadios de la organogénesis de
primordios y esta induccidén ocurre tanto en la zona de formacién como en la de
ramificacion de raices laterales (Morales-Herrera, S., 2015; Pérez-Henrigquez, P., 2016).
Es mds, Sortin2 induce de novo y localmente la organogénesis de primordios (Morales-
Herrera, S., Rubilar-Herandez, C. et al., en revision), por lo que proponemos que la
accién de Sortin2 promueve un evento previo a la iniciacidn de raices laterales. La
pérdida de funcién genética y quimica de TIR1/AFBs y el fransporte polar de auxina no
afectan esta organogénesis (Pérez-Henriquez, P. et al., 2012; Morales-Herrera, S.,
Rubilar-Hemandez, C. et al., en revision). Por lo tanto, Sortin2 revela una via diferente
al plan enddgeno de formacion de raices laterales que participa en la induccion de la

organogénesis de raices laterales en Arabidopsis.

1.4.- El trafico endocitico hacia la vacuola: un posible requlador de la
organogénesis de raices laterales por una via independiente del complejo
receptfor nuclear de auxina.

Sortin2 induce la organogénesis de raices laterales por una via independiente de
TIR1/AFBs : - : . . - .
SCF . A su vez, existe evidencia que sugiere que el estimulo mecanico, el estrés

salino y/o la exposicion a glucosa promueven la organogénesis de raices laterales por
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esta via distintiva al receptor nuclear de auxina, por lo que es posible que estos
estimulos - incluido Sortin2 - compartan componentes celulares-moleculares que
participen en esta via que puede modular la organogénesis de raices laterales en
Arabidopsis.

Uno de los procesos celulares compartidos que induce el estimulo de glucosa y
el estrés salino es el trafico endocitico (Leshem, Y. et al., 2007; Pérez-Henriquez, P. et
al., 2012; Urano, D. et al.,, 2013). El trafico endocitico (Figura 1) es una de las rutas del
sistema de endomembranas. Comienza con la endocifosis o internalizacion de
componentes macromoleculares que se encuentran en el medio extracelular y/o
integrados en la membrana plasmatica. Estos componentes son invaginados y
mediante vesfculas son dirigidos a compartimentos intracelulares denominados
endosomas tempranos/Red Trans-Golgi para posteriormente ser dirigidos a la vacuola a
través de los endosomas tardios/Cuerpos pre-vacuolares o ser reciclados a la
membrana plasmatica (Reyes, F. et al., 2011; Norambuena, L. & Tejos, R., 2017).

En especifico, se ha mostrado que la endocitosis inducida por glucosa del
putativo receptor de glucosa — AtRGS1 — incide en la respuesta a glucosa tanto a nivel
transcripcional como fisiolégica (Urano, D. et al., 2013). A su vez, un aumento de la
salinidad induce el trafico endocitico (Leshem, Y. et al., 2007; Baral, A. et al., 2015), en
la que la alteracion de esta via de trafico - ya sea por inhibidores quimicos como por la
pérdida de funcién de participantes de esta ruta de frafico -afecta la respuesta
fisiologica vegetal a la exposicion cronica al estrés salino (Mazel, A. et al.,, 2004;

Leshem, Y. et al., 2007; Tian, M. et al., 2015).
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Figura 1. Trafico endocitico hacia la vacuola en Arabidopsis thaliana.
Representacién esquematica que resume las rutas de trafico mas importantes
que conforman el trafico endocitico hacia la vacuola cuyo flujo es representado
por la flecha curva celeste. Componentes residentes de la membrana plasmatica
(MP) son internalizados por endocitosis (1) y trafican hacia la Red Trans-Golgi
(RTG) que posee naturaleza de endosomas tempranos (ETem.). Estos
componentes pueden ser destinados hacia la vacuola (2) traficando a traves de
cuerpos pre-vacuolares o endosomas tardios (CPV/ETar.) o ser devueltos a la
membrana plasmatica por la ruta del reciclaje endocitico (3) traficando a traves de
endosomas de reciclaje (ER). PC, pared celular. Figura modificada de
Norambuena, L. & Tejos, R., 2017.
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Es mas, el estrés salino promueve la endocitosis de AtRGS1 (Colaneri, A. et al,,
2014), o que apoya a que el trafico endocitico podria ser un proceso celular importante
para una via de sefializacion en comtn que modularia el estimulo de glucosa y el estrés
salino. Sin embargo, no existe evidencia hasta el momento que vincule la
organogénesis de raices laterales promovida por ambos estimulos con el tréfico
endocitico.

Por ofra parte, existe un fuerte vinculo funcional entre el trafico endocitico y la
organogénesis de raices laterales. La disminucion del irafico endocitico provocada tanto
por la pérdida de funcién quimica como genética de componentes moleculares que
parficipan en la endocitosis y en el reciclaje endocitico afecta negativamente la
organogénesis de raices laterales, lo cual se ha postulado como consecuencia de fa
pérdida de la polaridad de los facilitadores de auxina (Geldner, N. et al., 2003, Jaillais,
Y. et al., 2007; Kieine-Vehn, J. et al., 2008; Okumura, K. et al., 2013; Wang, C., et al.,
2013), lo cual afectaria el plan de organogénesis dependiente del receptor nuclear de
auxina SCFTRYAFBs En contraste, en nuestro laboratoric hemos descrito que Sortin2
acelera ¢l trafico endocitico hacia la vacuola (Pérez-Henriquez, P. et al., 2012). Hemos
ligado fuertemente este trafico con la induccién de la organogénesis de las raices
laterales: al alterar quimica y genéticamente la aceleracion del trafico endocitico
provocado por Soriin2 hemos correlacionado positivamente este efecto con la represion
en la induccion de la organogénesis de raices laterales promovidos por Sortin2 (Pérez-
Henriquez, P. et al., 2012; Morales-Herrera, S. et al., 2017). En especifico, hemos
observado que la inhibicion del trafico endocitico hacia la vacuola provocada por

Wortmanina (Emans, N. et al., 2002; Beck, M. et al., 2012), reprime completamente la
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organogénesis de raices laterales inducida por Sortin2, pero no la organogénesis
debido al plan endégeno vegetal (Pérez-Henriquez, P. et al., 2012). Por lo tanto, se
sugiere que la organogénesis de raices laterales inducida por Sortin2 requiere de
componentes moleculares que participan en el trafico endocitico cuyas funciones sean

alteradas por Wortmanina.

1.5.- Los Fosfatidilinositoles fosfato y su participacion en el trafico

endocitico en plantas.

A nivel molecular, se ha descrito a wortmanina como inhibidor de las actividades
enziméticas fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y fosfatidilinositol 4 —quinasa (PI4K) en
diversas especies (Matsuoka, K. et al., 1995; Jung, J., et al., 2002; Delage, E. et al.,
2012: Okazaki, K. et al., 2015). En Arabidopsis se ha descrito solo un gen, denominado
AtVPS34, que codifica para una proteina que tiene actividad PI3K, mientras que existen
doce genes que codifican para PI4K (Mueller-Roeber, B. & Pical, C., 2002; Lee, Y. et
al., 2008). Estas dos actividades enzimaticas son distintas entre si, pero catalizan Ia
fosforilacion del lipido fosfatidilinosito! en uno de los residuos de inositol. La actividad
PI3K lo fosforita en su posicién -3, preduciendo fosfatidilinosiliol 3-fosfato (PI3P),
mientras que la actividad Pl4K fosforila el residuo de inositol en la posicion -4,
catalizando la formacion de fosfatidilinositol 4-fosfato (P14P).

Aunque estructuralmente PI3P y PI4P son similares, se ha sugerido que sus
funciones en Arabidopsis son distintas. Por una parte, PI3P presenia un
enriquecimiento preferente en endosomas tardios y en menor grado en el tonoplasto;

en cambio, Pl4P se encuentra enriquecido principalmente en la membrana plasmatica y
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en menor medida en la red Trans-Golgi/endosomas tempranos (Munnik, T. & Nielsen,
E., 2011; Simon, M. et al, 2014). Estos lipidos participan en el trafico de
endomembranas, pero esta diferencia en el enriquecimiento en compariimientos
subcelulares se ha relacionado con funciones distintivas entre si. En el caso de PI3P ha
sido vinculados al trafico hacia la vacuola (Kim, D. et al., 2001; Kolb, C. et al., 2015) y a
la biogénesis vacuolar (Lee, Y. et al., 2008; Zheng, J. et al., 2014). En contraste,
proteinas Pl4K con probada actividad P14K (del tipo P14KlIB) han sido implicadas en la
funcionalidad de la red Trans Golgi, ya que se han localizado en este compartimiento y
regulan su morfologfa participando en la secrecién de componentes de la pared celular
(Kang, B. et al., 2011). En este sentido, se ha propuesto que PI4P es regulador de la
disposicion de la placa celular que divide a las células y sus niveles modulan el
crecimiento por la punta del pelo radicular (Preuss, M. et al., 2006; Thole, J. et al., 2008;
Kang, B. et al., 2011}, reflejo de su participacién en el tréfico de endomembranas. Sin
embargo y recientemente, la actividad PI4K ha sido implicada en la endocitosis que
experimenta la subunidad catalitica del complejo proteico encargado de sintetizar
celulosa en €l apoplasto (Fujimoto, M. et al., 2015).

No hay antecedentes que vinculen los niveles de PI3P y PM4P con la
organogénesis de raices laterales, sin embargo estos lipidos participan en el trafico
endocitico hacia la vacuola, evento celular que determina la organogénesis de raices
laterales inducida por Sortin2. Por lo tanto, en conjunto con los antecedentes expuestos
anteriormente, se propone que la actividad PI3K y la actividad Pl4K que catalizan la
produccion de PI3P y PH4P, respectivamente, participan en [a regulacidn del trafico

endocitico hacia la vacuola inducido por Sortin2. Por lo tanto, PI3P y PI4P participarian
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en esta via independiente del receptor nuclear de auxina SCFTRAFES  modulada por
Soriin2 para inducir la organogénesis de las raices laterales, en especial la de

primordios.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1.- Hipétesis

Sortin2 induce la formacion de raices laterales en Arabidopsis thaliana por un
mecanismo que depende del trafico endocitico modulado por los niveles de los lipidos

fosfatidilinositol -3-fosfato y fosfatidilinositol -4- fosfato.

2.2.- Objetivo general.

Evaluar la participacion de los lipidos fosfatidilinositol 3-fosfato y fosfatidilinositol
4-fosfato en el trafico endocitico hacia la vacuola que induce la formacién de raices

laterales promovida por Sortin2 en Arabidopsis thaliana.

2.3.- Objetivos especificos.

1.- Evaluar la participacion de la actividad fosfatidilinositol 3-quinasa y
fosfatidilinosiltol 4-quinasa en la formacién de las raices laterales inducida por Sortin2.

2.- Evaluar el papel fisiologico de la funcion de las fosfatidilinositol 3-quinasa y
fosfatidilinositol 4-quinasas en la formacion de raices laterales inducida por Sortin2.

3.- Evaluar la participacion del trafico endocitico dependiente de los niveles de

fosfatidilinositol 4-fosfato en la formacién de raices laterales inducida por Sortin2.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Material bioladgico vegetal.

En este trabajo se utilizé como modelo de estudio vegetal a Arabidopsis thaliana
y su ecotipo Col-0 como plantulas silvestres. Lineas insercionales de T-DNA con
pérdida de funcion de AfVPS34 (afvps34-1 o heterocigota de SALK_007281; Lee, Y. et
al., 2008) y con pérdida de funcion de PI4KIIB1 y Pl4KilIB2 (pi4kiii1/pi4kiii2 o doble
homocigota de SALK 040479 y SALK_ 098069, respectivamente; Preuss, M. et al,,
2006) se utilizaron en este trabajo doctoral. Ademas, se utilizaron lineas transgénicas
génicamente estables que expresan el dominio de unién especifico a PI3P (2xFYVE) y
a PP (PH™"P) ambos fusionados a Ia proteina fluorescente amarilla bajo el promotor
358 (biosensor de PI3P: 2xFYVE-YFP y biosensor de Pi4P: PH™FPLYFP; Vermeer, J.

et al.,, 2006; Munnik T. & Nielsen E., 2011; Simon, M. et al,, 2014).

3.2.- Esterilizacién v crecimiento de plantulas de Arabidopsis thaliana.

Las semillas de Arabidopsis thaliana fueron esterilizadas mediante dos métodos.
Segun el primer método, se lavaron las semillas en 1 mL de etanol 95% v/iv por 5
minutos. Después de retirar esta solucion, las semillas se resuspendieron en 1mL de
una solucion de etanol 70% v/v con Triton®X-100 0,1% v/v por 15 minutos en agitacién.
Por altimo, se lavaron las semillas en agua estéril 4 veces, dejando las semillas en agua
estéril. En el seqgundo método, las semillas fueron expuestas a gas cloro molecular
durante 12 horas. El gas cloro se obtiene al hacer reaccionar 80 mL de solucién de

hipoclorito de sodio 4,8% p/v con 700 L de acido clorhidrico fumante (37% v/v) en un

14




vaso precipitado de vidrio. Este tratamiento se realizé en una caja cerrada dentro de
una campana de extraccion. Posteriormente, las semillas esterilizadas se ventilaron en
una camara de esterilidad durante 2 horas para finalmente dejarlas en agua estéril.

Las semillas estériles en agua estéril fueron expuestas durante un dia a 4°C en
oscuridad y luego sembradas una a una en hilera en placas cuadradas que contenfan
50mL de medio de cultivo solido MS-agar 0,5X [mioinositol 0,01% p/v, MES (acido 2-(N-
morfolino)-etanosulfénico monohidrato) 0,05% pfv, sacarosa 1% pfv medio de cultivo
Murashige y Skoog 0,22% piv (Phytotechnology Laboratories #MS19), fitoagar 0,7% piv
(Phytotechnology Laboratories), ajustado a pH 5,7)]. Se tomé la precaucién de sembrar
en una misma placa las semillas silvestres y semillas mutantes para disminuir la
variabilidad de los datos. La placa fue cerrada con cinta 3M que permite el intercambio
gaseoso. Las plantas fueron crecidas verticalmente en incubadores que poseen
condiciones controladas de temperatura (22°C), foloperiodo (16 horas de iuz/ 8 horas
oscuridad) y luminosidad (aproximadamente 4000 iux).

Para obtener semillas de las lineas mutanies, transgénicas y de [as plantas
silvestres, las plantas parentales de 3 semanas de edad fueron traspasadas a un
sustrato inerte. Cuando este sustrato inerte fue lana de roca, este soporte fue embebido
en un medio de cultivo hidroponico 1X (Gibeaut, D., et al., 1997). Su versién 100X se
compone de: KNO3 125 mM, Ca(NO3)2 150 mM, MgS04 75 mM, KH2P0O4 50 mM, KCI
5 mM, H3BO3 5 mM, MnS04 1 mM, ZnS04 200 uM, CuS04 150 yuM, Na2Si03 10 mM
y Sprint 330 7,7 mM [Fe quelado en DTPA (Acido di-etilen-tri-amino-pentaacético)],
ajustado a pH 5. Las plantas crecidas en cuitivo hidropdnice fueron regadas una vez por

semana con esta solucion. Cuando el sustrato inerte utilizado fue tierra prensada y
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deshidratada (Jiffy), estas pastillas fueron rehidratadas con agua potable y puestas en
vasos plasticos previamente al traspaso de las plantas, las cuales fueron regadas
posterionmente con agua potable una vez por semana.

Luego de 4 a 6 semanas, las plantas con semillas maduras fueron cubiertas con
un capuchén de papel y se les secd retirandoles la totalidad del medio hidropdnico o el
agua potable. Luego de que se secara la planta completa, se cosecharon las semillas
mediante un cedazo con poros de 2mmx2mm. Las semillas limpias fueron guardadas
en sobres de papel en oscuridad a temperatura ambiente. &l material bioldgico no
utilizado se almacend en bolsas plasticas para posteriormente ser autoclavado y

desechado.

3.3.- Cultivo de Escherichia coli y Agrobacterium fumefaciens.

Los cultivos de Escherichia coli cepa Mach 1 fueron crecidos a 37°C por 18
horas, aproximadamente en medio de cultive Luria Broth (LB), el cual se compone de
triptona 2% p/v, extracto de levadura 0,5% p/v y NaCl 0,8% p/v, ademas agar 1,6 % p/v
para preparar cultivo sdlido en placas de petri. Se utilizaron los siguientes antibicticos
para seleccionar y crecer las células de Escherichia coli transformadas con los vectores
corespondientes: Espectinomicina 100 pg/mlL para seleccionar las células
transformadas con el vector pCR8 y Kanamicina 50 ug/mL para los clones
transformados con los vectores de expresidon en plantas serie pGWB. Para crecer
cultivos de Agrobacterium tumefaciens cepa GW3101 se utilizd medio LB a 28°C por 2

dias. Para seleccionar las células transformadas con los vectores de expresién en
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plantas pGWBS5, los cultivos fueron crecidos en medio LB con los antibidticos

Rifampicina 10 uyg/mL, Gentamicina 256 pg/mL y Kanamicina 50 pg/mL.

3.4.- Obtencidn de Escherichia coli y Agrobacierium tumefaciens competentes v

transformacién.

Para obtener células quimiocompetentes de Escherichia coli, se inoculd 1 mL de
cultivo de la cepa Mach1 en 250 mL de medio SOB, el cual se compone de triptona 2%
p/v, extracto de levadura 0,5% piv, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgS0,°7H;0 10miM. Se
crecié el cultivo en agitacion moderada hasta llegar a una densidad Optica de 0,3
(A=600nm; D.Q.ep0), se centrifugd a 3.000 x g por 10 minutos a 4°C, descartandose el
sobrenadante. Posteriormente, se agregdé 40 mL de solucion CCMBS80 estéril
incubandose en hielo por 20 minutos. La solucién CCMB80 contiene Acetato de potasio
(CHsCOOK) 10 mM, CaClp*2H,O 80 mM, MnCl»4H,O 20mM, MgCl-6H,0 10mM,
glicerol 10% viv, pH 6,4. El cultivo se centrifugd a 2.000 x g por 8 minutos a 4°C, se
descartd el sobrenadante y al sedimento se agregd 20 mL de solucion CCMB80,
ajustandose a una D.O.g entre 1,0 a 1,5. Se incubé la suspension en hielo por 20
minutos y se alicuoté en volumenes de 100 yL para posteriormente ser guardados a -
80°C.

Para transformar las células de Escherichia coli quimiocompetentes, un cultivo
con células guimiocompetentes se le agregd 50 ng del vector y se incubd por 30
minutos a 4°C. Luego, se expuso a 42°C por 30 segundos y luego 2 minutos a 4°C y se
le agregd 1 mL de medio LB sin antibidticos creciéndose a 37°C por una hora. Se

centrifugd vy se resuspendio el sedimento en 100 pl. de LB liquido sin antibidficos.
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Finalmente, se sembré el cultivo en placas de Petri con medio LB-agar con los
correspondientes antibidticos para la sefeccién de colonias transformantes.

Para obtener células quimiocompetentes de Agrobacteriun fumefaciens, se tomd
10 puL de un cultivo de Agrobacferium fumefaciens cepa GW3101 conservado en
glicerol 20% viv a -80°C y se realizd un preindculo en 100 mL de medio LB con los
antibiéticos Rifampicina 10 pg/mL y Gentamicina 25 pg/mL hasta que llegara a una
D.0.s00 de 0,5. El cultivo se centrifugd por 20 minutos a 3.000 x g a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendid el sedimento en 2 mL de CaCl, 20 mM estéril. Se
alicuoté el cultivo en volimenes de 100 pL, se incubd en nitr6geno liquido para luego
almacenarlas a -80°C.

La transformacion de Ilas células de Agrobacterium tumefaciens
quimiocompetentes se realiz6 agregando entre 0,1 a 1 g del vector de la serie pGWB5
purificado para posteriormente ser expuestas a nitrégeno liquido durante 5 minutos,
descongelandose a temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego, se les afiadio 1
mL de medio LB sin antibidticos y se incubd a 28°C por 12 horas en agitacién. Luego,
se resuspendid el sedimento en 100 pl de LB liquido sin antibiéticos y se sembré en
placas con medio LB-agar y los correspondientes antibidticos para su seleccion,
incubandose a 28°C por 2 dias.

Para evaluar los resultados de la transformacién, se ulilizd en cada serie de
transformacion un control negativo con cepas quimiocompetentes sin transformar y un
control positivo el cual consistio en utilizar una cepa transformada anteriormente capaz

de crecer en el antibidtico de seleccion.
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3.5.- Transformacion estable en Arabidopsis thaliana.

Para transformar establemente en Arabidopsis thaliana se utilizd el método de
inmersion floral (Clough, S. & Bent, A.,, 1998). Se preinoculé 10 pl. de un cultivo
conservado a -80°C de Agrobacterium tumefaciens en 2 mL de medio LB con los
antibiéticos de seleccion respectivos a 28°C por 12 horas. Se utifizd un cultivo que
posee el vector pGBWS5 y otro con el vector pPGBW5 que porta la secuencia codificante
de Pl4KiliB1. Luego, se inoculd el cultivo en 30 mL de medio LB, creciéndose hasta una
D.O.gpentre 1,52 2.

Se centrifugd el cultvo a 5.000 x g por 15 minutos descartandose el
sobrenadante. El sedimento se agitd suavemente durante una hora en 15 mL de medio
de infiltracion, el cual se compone de sacarosa 5% p/v y Silwett L-77 0,02% viv.
Inflorescencias que contenian botones de flores en fase previa a su antesis de plantas
silvestres y de la linea pi4kiiiB1/pi4kiiiB2 fueron sumergidas durante 5 a 10 segundos en
e! cultivo de Agrobacierium tumefaciens transformado. Posteriormente, las plantas
transformadas fueron colocadas por 16 a 24 horas en oscuridad para luego ser
mantenidas en condiciones de crecimiento y obtener sus semillas. Las semiilas desde
sus vainas fueron limpiadas con cedazo, esterilizadas y seleccionadas sembrandolas
en placas que contenfan medio MS 0,5X-agar suplementadas con el antibittico

Higromicina-B 25 pg/mL.

3.6.- Extraccion de DNA gendmico vegetal.

Para extraer DNA gendmico vegetal, se corté un cotileddn de una plantula de 7

dias de edad, se le colocé en un tubo de 1,5 mL en 200 pL de solucion tampdn de
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extraccién que contiene Tris pH 8,0 200 mM, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM y SDS 0,5%
(p/v). Inmediatamente, el iejido vegetal se molid con un pistilo, se agregé 200 yL mas
de solucidn tampdn de extraccion y se centrifugd a 14.000 rpm por 5 minutos. A 300 gl
del sobrenadante se le adicioné 300 uL de isopropanol (calidad analitica, Merck), se
mezclé por inversion del tubo unas 6 a 8 veces, se incub6 por § minutos a temperatura
ambiente y se centrifugé a 14.000 rpm por 10 minutos. Se removié el sobrenadante y ¢!
precipitado se lavd con 500 pL de etanol 70% viv, centrifugando después a 14.000 rpm
por 5 minutos. Luego, se removid el sobrenadante y se coloct el tubo boca abajo por
una hora retirando la solucidon remanente. Finalmente, se resuspendié en 50 pl de la
solucién consistente en Tris HC! 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM. El DNA fue almacenado a -

20°C para su posterior uso.

3.7.- Extraccion de RNA vegetal v sintesis de cDNA.

Se extrajo RNA desde 50 a 100 mg de tejido tanto de hojas de roseta de plantas
silvesires de 1 mes de edad como plantulas completas de 7 dias de edad. Se siguid !
protocolo detallado en el kit de extraccion de RNA Aurum™ total RNA (Bio-Rad). El
RNA purificado se almacené en agua estéril pretratada con DiEfilPiroCarbonato (DEPC)
0,1% viv, guardandose a -80°C. Se evalud tanto la calidad del RNA purificado como su
integridad. La calidad del RNA purificado se pesquizé por métodos
especirofotométricos, asegurandose que la concentracion fuera mayor a 270 ng/ulL y
que los cuccientes de los valores de absorbancia 260 nm/280 nm y 260 nm/230 nm
fueran entre 1,9 y 2,2 y entre 1,8 y 2,2, respectivamente. Estos valores sugieren que la

purificacién de RNA posee la calidad suficiente para trabajar con él en técnicas de PCR.
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Para analizar la integridad del RNA purificado, se realiz6 una electroforesis denaturante.
1,5 pL de RNA con 1 plL de buffer de carga se calenté a 70°C por 10 minutos para
despues ser incubado a 4°C por 5 minutos. Luego se le agregd 0,5 pL de bromuro de
etidio 10 mg/mL y se cargé en un gel de agarosa 1,5% piv preparado con agua estéril
pretratada con DEPC 0,1% viv, MOPS 1x y formaldehido 1,11% vfv. Se sometid a
electroforesis a 70 V por 45 minutos y posteriormente el RNA fue visualizado en un
transiluminador SYNGENE modelo SYDR/2082.

Se sintetizd ¢DNA utilizando 2 pg de RNA, el cual fue pretratado con 1 U de
DNAasa | en una solucién tampén de la DNAasa | 1X, 20 U del inhibidor de la RNAasa
RiboLockTM, incubandose a 37°C por 30 minutos. Se finalizo la reaccién al afiadir 1 yL
de EDTA 25 mM e incubandose a 65°C por 10 minutos. Se alicuotd el RNA libre de
DNA gendémico en dos tubos y se les afiadid 1 ylL de partidor OligoAP 500 pg/mL,
incubandose a 70°C por 5 minutos. inmediatamente después, se incubd en hielo por 5
minutos y después se les agrego la solucion tampon de la transcriptasa reversa
Improm-IITM 85X, MgClz 25 mM, una mezcla de dNTPs 10 mM de cada uno y 20 U del
inhibidor de RNAasa RiboLockTM. Solo a un tubo se le agregé la enzima transcriptasa
reversa ImProm-lI™ mientras que al otro se dejd como control de la reaccidn
agregandosele agua. El volumen final de reaccion fue de 20 uL. Se procedié con el
siguiente protocolo de RT-PCR: 25°C por 5 minutos, luego 42°C por 60 minutos y
finalmente 70°C por 15 minufos. El cDNA fotal resultante y su control negativo se
guardaron a -20°C para su posterior uso. Se analizd la calidad del cDNA y 1a presencia

de DNA gendmico en el RNA purificado mediante una reaccidn de PCR utilizando

21




partidores que amplifican elflos genes que codifican para Actina: AtActindAA89 5',

CACACTTTCTACAATGAGCT y AtActindAA320_3', GCAGTGATCTCTTTGCTCAT

3.8.- Genotipificacién de la linea mutante aivps34-1.

Para detectar el inserto de T-DNA en cada una de las plantulas de afvps34-1, se
realiz6 reacciones de PCR que contenian la siguiente mezcla: solucién tampén 1X con
MgCl, 0,5 U Paq5000TM DNA polimerasa (Stratagene), 0,2 mM dNTPs cada uno y 0,2
pM  de los partidores 3K1-L, CATCACGAAGCTCATCCIGC; vy LB1.3,
ATTTTGCCGATTTCGGAAC y 0,5 ul. de DNA gendmico en un volumen final de 20 pl.
Se realizd e! siguiente protocolo de PCR: 94°C por 5 minutos, después un ciclo
compuesto por 94°C por 40 segundos, luego, 60°C por 40 segundos y finalmente, 72°C
por 50 segundos, repetido 40 veces. Por ltimo, se termind con 72°C por 10 minutos
para completar la elongacion de los fragmentos.

Para determinar la presencia y tamafio del amplificado se realizd una
electroforesis de cada muesira en geles de agarosa 1% p/v preparados con TAE 1X
(Tris-base pH 8.0 40 mM, &acido acético glacial 18 mM y EDTA pH 8 1mM) vy

visualizandolos en el transiluminador.

3.9.- Amplificacién y clonamiento de la secuencia codificante de PI4KIIIB1.

Para amplificar fielmente la secuencia codificante de P/4K/IIB1 se utilizd ¢cDNA
proveniente de plantulas silvestres. Se realizé6 PCR que contenia solucion tampén 1X
final, 0,2 U Phusion (Thermo Scientific), 0,16 mM dNTPs cada uno y 0,2 pM de
siguientes  partidores: PUKIIb1-F, ATGCCGATGGGACGCTTIC; Pl4KlIb1-R,

22




R Y R

CCACAATATTCCATTTAAGACCCG y 1 pL de cDNA en un volumen final de 20 pL. Se
realizd el siguiente protocolo de PCR: 98°C por 1 minuto, después un ciclo compuesto
por 98°C por 10 segundos, luego, 65°C por 30 segundos y finalmente, 72°C por 160
segundos. El ciclo fue repetido 40 veces. Por dltimo, se finalizé la reaccién con 72°C
por 10 minutos de extensién de la polimerizacion. El producto de PCR fue sometido a
electroforesis en un gel de agarosa 1% p/v. La banda que corresponde por peso
molecular a la secuencia codificante amplificada (alrededor de 3.500 bp) fue cortada
desde el gel y purificada con el kit de purificacion de DNA PCR Wizard® (Promega)
segin las indicaciones descritas por los fabricantes. La secuencia codificante de
PI4KIlIB1 fue ligada al vector de amplificacion pCR8® (Invitrogen) segln las
indicaciones descritas por los fabricantes.

Para identificar colonias que fueron transformadas con los diferentes vectores
utilizados, se realizé PCR amplificando el gen con los partidores PMKHIB1-F,
ATGCCGATGGGACGCTTTC y 4KIIB1-2691R, AGGACGTAACCAGAGGGGTAG.
Como templado se utilizd 1 uL de una picada de una colonia resistente al antibidtico de
seleccién utilizado suspendida en 10 L. de agua estéril.

Para la purificacion de los vectores plasmidiales, las cepas de Escherichia coli
fransformantes en las que se detectd la presencia del vector mediante PCR se
crecieron y luego se procedid a extraer el vector con el kit de purificacion plasmidial
AxyPrep (Axygen) segin las indicacicnes descritas por los fabricantes. La
secuenciacion de la secuencia codificante de PI4K/lI31 subclonada en vectores pCR8®
con direccion sentido 2 los sitios de recombinacion del vector fue realizada por

Macrogen (http://www.macrogen.com/) utilizando los siguientes partidores; PI4KIlB1-F,
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ATGCCGATGGGACGCTTTC; 4KlIB1-757F, CTCTTGAGGGACAGCAAAGG; 4Kilb1-
1398F, ACATCCCGAAGATGCAAAAC; 4KI1B1-2691R,
AGGACGTAACCAGAGGGGTAG y PIAKINB1-R, CCACAATATTCCATTTAAGACCCG.

El vector pPCR8® que posee subclonada la secuencia codificante de PI4KI1IB1 fue
recombinado con el vector de expresién constitutiva en plantas pGWBS incubandose
ambos vectores con la enzima LR clonasaTM It (Invitrogen) por 210 minutos a
temperatura ambiente para posteriormente terminar la reaccién al adicionarse
proteinasa K e incubarse a 37°C por 10 minuios.

Para corroborar la identidad de los vectores purificados se les realizd una
digestion enzimatica utilizando enzimas de restriccion. En cada digestién se utilizé 5 pL
de DNA plasmidial, 2 U de la enzima de restriccion a utilizar y buffer 1X suplementado
por ¢l fabricante (Fermentas) en un volumen final de 15 pL, incubéndose a 37°C por 16
horas. Posteriormente, la reaccion se cargd en un gel de agarosa 1% p/v sometiéndose
a electroforesis (90V, 45 a 60 minutos) y visualizando los productos de la digestién en el

transiluminador.

3.10.- Tratamientos de pléntulas de_Arabidopsis thaliana con compuestos

quimicos.

En todos los tratamientos, las plantulas fueron incubadas con Sortin2 25 pug/mL a
menos que se especifique otra dosis y fotoactivado por 4 dias de fotoperiodo 16hrs/8hrs
preparadas en medic de cultivo MS liquido 0,5X con Dimetilsuifoxido {(DMSQ) 1% viv.
MS liquido 0,5X con Dimetilsulféxido (DMSQ) 1% v/v sin Sortin2 fue utilizada como

condicién control en los diferentes tratamientos.
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Para evaluar la participacion de induccion de la organogénesis de raices
laterales, plantulas de 7 dias de edad fueron tratadas en 2,5 mL de Sortin2 25 ug/mL o
NAA 1 pM. Para inhibir la actividad Pl4K y/o PI3K, se realizd co-incubaciones con
diferentes dosis de Oxido de fenilarsina (PAO; Simon, M., et al., 2016), LY294002 (Jung,
J., et al., 2002) o wortmanina (Wm; Matsuoka, K. et al., 1995; Delage, E. et al., 2012).
Los tratamientos fueron realizados en placas plasticas de 6 pocillos, montandose cada
condicion en un pocillo, por 3 dias en un incubador con condiciones controladas de
temperatura, luz y fotoperiodo.

Para evaluar el rescate del fenotipo de la linea mutante pi4kiiiB1/pi4kiiiB2 debido
a la deficiencia de PI4P, se aplicé PI4P exégenamente a las plantulas pi4kiiiB1/pidkiiiB2,

siguiendo las recomendaciones propuestas por Echelon Biosciencies (http://echelon-

inc.com/). 0,5 mg de Pl4P (de cadena alifatica de 16 C) se disolvid en 1 mL de una
solucion de Cloroformo: metanol: agua (1:2:0,8 viv/v), mientras que 50 nmoles de
“Carrier3” de naturaleza proteica el cual interactia con PI4P y permite que PI4P sea
internalizado en las células (Ozaki, S. et al., 2000; Zheng, J., et al., 2014) se disolvid en
100 pL de agua estéril (500 puM final). El lipido y el carrier fueron mezclados en un tubo
de ensayo de vidrio tapado a 4°C por 60 minutos. Plantulas de 5 dias de edad de la
linea pi4kiiiB1/pi4kiiiB2 fueron tratadas con 0,75 mL de Sortin2. Se realizé6 co-
incubaciones con Pl4P:carrier3 15 uM final y la solucién carrier3 15 uM final. A todos los
tratamientos sin Pl4P, se les anadi6 el volumen del solvente cloroformo: metanol: agua
(1:2:0,8 % viviv) que contenia el volumen de la solucion de PI4P utilizado. Los

diferentes tratamientos fueron realizados en placas de 24 pocillos, montandose cada
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tratamiento en un pocillo, por 5 dias en condiciones controladas de temperatura, luz y

fotoperiodo.

3.11.- Evaluacién de ia organogénesis de raices laterales.

Para evaluar la arquitectura radicular, las piantulas fueron traspasadas a placas
de 6 u 24 pocillos donde fueron incubadas en etanol 70% v/v en agitacién suave por un
dia para después ser montadas sobre un portaobjeto rectangular (25,4 mm x 76,2 mm x
1 mm, Ediab) y bajo un cubreobjeto de vidrio (24 x 50 mm, Marienfeld no.1) utilizando
dos gotas de 4cido lactico 90% v/v {(Merck) como material de montaje. Cada portaobjeto
se dispuso en un angulo de 45° por al menos un dia para que el acido lactico ocupara
todo el espacio entre el cubreobjefo y el portaobjeto.

L.as plantuias montadas en &cido I&ctico se observaron en un microscopio optico
Nikon E200 bajo un aumento de 200X. Se conid ios eventos de primordios de raices
laterales en cada planiula (Malamy, J. & Benfey, P. 1997). Ademas, se cuantificd los
eventos de raices laterales emergidas de cada plantulz. Se fomd imagenes de cada
uno de los portaobjetos donde las plantulas fueron montadas mediante un Scanner
Epson V600 para medir el largo de la ralz principal de cada plantula mediante el
programa computacional tpsDig v2.15. El nimero de drganos de la raiz, tamto
primordios de raiz lateral como raices laterales emergidas fue normalizado por el largo
de la raiz primaria de cada plantula expresandose como la densidad de primordios de

raices laterales y la densidad de raices laterales emergidas, respectivamente.
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3.12.- Evaluacion del frafico endocitico.

Para evaluar la dinamica del trafico endocitico hacia la vacuola, plantulas de 7
dias de edad fueron incubadas en medio de cultivo MS liquido 0,5X con N-(3-
trietilamoniopropil)-4-(6-(4-(dietilamino)fenil)hexatrienil)piridinio  dibromuro  (FM4-64,
Invitrogen) 5 uM durante 5 minutos en oscuridad a 4°C (tiempo cero). Luego, estas
plantulas fueron tratadas en la condicién control o con Sortin2 25 ug/mL a temperatura
ambiente hasta 120 minutos. Para evaluar la dinamica de la endocitosis, se tomaron

imagenes a los 5, 30, 60, 90 y 120 minutos después del pulso de FM4-64.

3.13.- Evaluacion del patrén de distribucién subcelular de PI4P y PI3P.

Para evaluar la dinamica de los niveles de fosfatidilinosito! monofosfatos, se
ufilizé plantulas transgénicas de Ia linea biosensora de PI3P, 2xFYVE-YFP (Vermeer, J.
et al., 2008; Simon, M. et al., 2014) y la linea biosensora de PP, PH™P_YFP (Munnik
T. & Nielsen E., 2011; Simon, M. et al., 2014) Se evalud el patrén subcelular de
distribucién de los biosensores a 5, 30, 60, 90 y 120 minutos desde el inicio de los

tratamientos control, con Sortin2 y con inhibidores de la actividad P4K.

3.14.- Microscopia confocal y deteccidn de marcadores filuorescentes.

Todas las imagenes fueron capturadas utilizando un microscopio confocal Zeiss
LSM 510. El aumento utilizado en la captura de iméagenes fue de 1600x visualizando las
celulas de la epidermis de la zona meristematica de 1a raiz primaria de las piantulas.

Para visualizar la fluorescencia de FM4-64, se incidid en las plantulas un rayo

laser de 543 nm y capturando la fluorescencia emitida con un filtro que rescata

27




longitudes de onda mayores a los 560 nm. Para visualizar la fluorescencia de YFP, se
utilizé un laser de 488nm capturandose la fluorescencia emitida con un filtro que
registra solo las longitudes de onda comprendidas entre los 505 nm y los 550 nm.

Para cuantificar la internalizacion de FM4-64 y el reclutamiento de los
biosensores de los fosfatidilinositol monofosfatos a las membranas celulares en las
imagenes obtenidas, se delimité el borde celular de cada célula y el area celular,
excluyendo el borde celular de manera manual (Simon, M. et al., 2014). La intensidad
de fluorescencia de las areas delimitadas fue cuantificada mediante el parametro “Raw
Integrated Density” utilizando el programa computacional FIJI (Imaged v. 1.49i

hitp:/fiji.sc/Fiji), generandose los valores de fluorescencia total celular (F.tc.) y

fluorescencia intracelular (F.i.), respectivamente. Ademas, se utilizé la herramienta
“threshold” para cuantificar la fluorescencia de fondo o de background (F.c.). Por lo
tanto, la fluorescencia de la membrana plasmaética y la perteneciente a los
compartimentos intracelulares se expreso en relacion a la fluorescencia total celular de

la siguiente manera:

(F.t.c—F.i.)

F.Membrana plasmatica =
F.t.c.

F.i.—F.c.

F.compartimientos intracelulares = F i
A A
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3.15.- Analisis de datos v pruebas estadisticas.

Los datos de densidad de eventos de raices laterales; fluorescencia relativa de la
membrana plasmatica y fluorescencia relativa de los compartimentos intracelulares
fueron graficados, analizados estadisticamente y contrastados mediante el programa
computacional Graphpad Prism v.6.01®. Las pruebas estadisticas ocupadas para
contrastar las diferencias entre las distintas condiciones fueron las siguientes: prueba -
student de dos colas, ANOVA de una via con post — prueba de Tukey, ANOVA de dos
vias con post-prueba de Tukey y Sidak; prueba de Kriskal-wallis con post-prueba de
Dunn. Para todas las pruebas estadisticas, se consider6é una diferencia como
estadisticamente significativa entre dos grupos analizados si el error asociado al test

estadistico es p < 0,05.
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4.- RESULTADOS

4.1.- Evaluacion de la participacion de la activid ad PI3K y PI4K en la formacidn

de las raices laterales inducida por Sortin2.

La organogénesis de las raices laterales ha sido caracterizada en cuatro etapas
temporales consecutivas: pre-iniciacion, iniciacion, desarrolio del primordio y
emergencia, los cuales dan como resultado dos tipos de 6rganos: primordios de raices
laterales y el drgano funcional como tal, las raices laterales emergidas. Es razonable
pensar que cualgquier perturbacion que afecte significativamente alguna etapa del
desarrollo de la formacién de raices laterales modifique la cantidad de primordios o la
de raices laterales emergidas en comparacion a la situacion confrol sin perturbacion.
Como estos organos son el resultado de [a progresion de las distintas efapas de Ia
organcgénesis de las raices laterales, entonces los resultados de las cuantificaciones
de los dos érganos de raices laterales estan ligados enire si. Por lo tanto, las
conclusiones a partir de la comparacion que englobe las cuantificaciones de primordios
y de raices laterales emergidas solo por separado pueden ser incorrectas,

Por ejemplo, una perturbacién causa un aumento en la formacién de primordios y
la disminucion en la formacién de raices laterales emergidas ambos en comparacion al
control sin perturbar. Si analizamos solamente 1a formacién de primordios, podriamos
concluir que [a formacion de primordios esta aumentada, lo cual puede ser erréneo ya
que este aumento puede ser explicade por €l efecto represor de la perturbacion en la
emergencia de raices laterales. Para analizar esta disyuntiva, tenemos que considerar
que el priming y la iniciacién de raices laterales son las etapas que determinan la

cantidad de érganos nuevos de raices laterales. Por lo tanto, la perturbacién que
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tnicamente afecte la emergencia de raices laterales, no debiera alterar la suma entre Ia
cantidad de primordios y la de raices laterales emergidas (o eventos totales) en
comparacion al control sin perturbar. Por ende en el ejemplo anterior, es necesario
analizar qué pasa en la cuantificacion de los eventos fotales de raices laterales: si
observamos una disminucidon en comparacion al control significa que la perturbacién
reprime la formacién de primordios también; si no hay cambios, sugiere que la
perturbacion solo afecta la emergencia y si se observa un aumento, significa que la
periurbacion induce la formacion de primordios.

Hemos sugerido que la participacion del trafico endocitico modulado por Sortin2
induce la formacion de primordios de raices laterales afectando un evento previo a la
etapa de iniciacion dentro de la organogénesis de las raices laterales, explicando asi la
induccion local de primordios exclusivamente en la zona de la rafz primaria donde se
aplicd este compuesto (Morales-Herrera, S., 2015; Morales-Herrera, S., Rubilar-
Hernandez, C. et al., en revision). Para estudiar ia participacidon de las actividades Pi-
quinasas en el desarrollo de las raices laterales promovida por Sortin2, se utilizoé
inhibidores especificos de la actividad PI3K y Pi4K en tratamientos de coincubacion con
Sortin2, teniendo en consideracion tanto el efecto inductor de Sortin2 en la formacién de
primordios como el cuidado en la interpretacién de los resultados que puede producir fa
inhibicion de la actividad Pl-quinasas en Ia formacion de primordios, de raices laterales
emergidas y de los eventos totales de raices laterales que dependen del plan endégeno
de desarrolio.

Otro de los cuidados a considerar es a lo que se denomina “la condicién sin

perturbacién”. Como el objetivo es analizar si la actividad Pl-quinasa participa en la
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induccidn de la formacion de las raices laterales promovida por Sortin2, entonces Ia
condicién sin perturbacion en este caso es el tratamiento con Sortin2 sin los inhibidores
quimicos de la actividad Pl-quinasa. Hay que considerar también que la estrategia
experimental utilizada para estudiar ia participacion de las Pl-quinasa en la formacién
de raices laterales inducida por Sortin2 puede influir en la formacién de raices laterales
en la condicion sin Soriin2 o desde ahora denominada formacién endégena de raices
laterales. Por este motivo, se incluyd en el estudio la evaluaciéon de la formacién

enddgena de raices laterales en condiciones de inhibicidn de la actividad Pl-quinasa.

4.1.1.- Evaluacion de la participacién de la actividad Pl4K en la formacion de

raices laterales inducida por Sortin2.

Para estudiar la participacion de la actividad Pl4K en la formacién de raices
laterales, se analizé la perturbacién que provoca el inhibidor especifico de la actividad
Pl4K, éxido de fenilarsina (Vermeer, J. et al., 2008), tanto en la formacion enddgena de
raices laterales como en la inducida por Sortin2 (Figura 2). Se ha reportado que
concentraciones del orden de 10 a 20 yM de la droga es capaz de inhibir fuertemente la
actividad P4K (Simon, M. et al., 2016; Vermeer, J. et al,, 2009). Por ende, se decidid
realizar una dosis dependencia de este inhibidor utilizando 20 pM como la

concenfracion maxima del ensayo.
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Primero, al analizar la formacién endégena de raices laterales, en primera
instancia se cbserva que solamente [a mayor concentracidn utilizada de PAQ provoca
una disminucion de aproximadamente la mitad de la densidad de raices laterales
emergidas en comparacion al control sin el inhibidor. Esto sugiere que la actividad Pi4K
participa en [a formacion enddgena de raices laterales emergidas. Ademas, se cbserva
que la densidad de primordios no experimenta cambios con respecto al control, sin
embargo se registra una disminucién significativa de los eventos totales de raices
laterales al comparar la mayor concentracion utilizada de PAO con &l control. Por o
tanto, esto sugiere que actividad Pl4K participa también en la formacion endégena de
raices laterales.

Con respecto a la formacidon de raices laterales promovida por Sortin2, se
observa que Sortin2 promueve una mayor densidad de primordios y de raices laterales
emergidas (Pérez-Henriquez, P. et al., 2012; Morales-Herrera, S., 2015). En especifico,
se observa que la dosis méas baja utilizada de PAO reprime la formacidén de primordios
inducidos por Sortin2 a un nivel similar a la formacidn endégena de primordios, lo cual
se refleja en la densidad total de raices laterales. Esto sugiere que la actividad Pl4K es
importante para la formacion de primordios inducida por Sortin2. Esta diferencia en la
sensibilidad a PAO entre la organogénesis de primordios inducida por Sortin2 y la del
plan enddgeno de raices laterales, sugiere que ambos procesos contienen diferencias
entre si para constituir un primordio. También, se observa que existe una disminucion
significativa de la densidad de raices laterales emergidas con respecto a su control sin
inhibidor desde PAO 1 pM. Esta represion es completa en PAO 10 y 20 yuM, es decir el

nivel de raices laterales emergidas inducida por Sortin2 es comparable a la del plan
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enddgeno. Esto sugiere que la organogénesis de rafces laterales inducida por Sortin2

requiere de [a actividad Pl4K ya que es crucial para inducir Ia formacion de primordios.

4.1.2 - Evaluacion jn vivo del cambio de los_niveles de fosfatidilinositol 4-fosfato

provocado por Sortin2.

La actividad Pl4K consiste en la fosforilacién en la posicién 4 del residuo de
inositol del sustrato lipidico fosfatidilinositol para fransformarico a fosfatidilinosito! 4-
fosfato {P14P). Como ia formacidn de raices laterales inducida por Soriin2, en especial
la formacién de primordios, requiere de la actividad PI4K (Figura 2) se evalud si la
accion de Sortin2 promueve un cambio al menos fransitorio en los niveles de Pl4P,

Para estudiar in vivo los niveles de PI4P, se ufilizd la linea transgénica que
expresa €l gen que codifica para la proteina fluorescente amarilla fusionada al dominio
proteico denominado PH {plecksfrin homology), dominio que interactia especificamente
con PI4P (YFP-PH™, Thole, J. et al., 2008; Vermeer, J. et al., 2009). Este biosensor
es reclutado en las membranas donde se enriquece Pl4P, por lo que se visualiza un
aumento de la intensidad de fluorescencia reclutada en la membrana (Simon, M. et al.,
2014). Con esta técnica se ha determinado que PI4P se encuentra enriquecido
principalmente en la membrana plasmatica y también en los endosomas tempranos/ red
trans-Golgi en Arabidopsis (Vermeer, J. et al., 2009; Simon, M. et al., 2014). Primero
gue todo, se analizo si Sortin2 altera la localizacion subcelular del biosensor evaluando
la intensidad de fluorescencia en los compartimentos donde se encuentra enriguecido
Pi4P durante un intervalo de tiempo de hasta dos horas de exposicion a Sortin2 (Figura

3). En este intervalo de tiempo hemos registrado que Sortin2 puede acelerar el trafico
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endacitico hacia la vacucla en Arabidopsis thaliana. Se observa que la fluorescencia del
biosensor presenta una localizacion subcelular preferentemente en Ia periferia celular y
también en algunas estructuras punteadas en la condicién control, correspondiéndose
con lo reportado en ia literatura (Vermeer, J. et al,, 2009; Simon, M. et al., 2014).
Ademés, existe una sefial de fondo el cual ha sido atribuido a la poblacién de! biosensor
que no estd interactuando con el lipido y por lo tanto se encuentra libre en el citoplasma
(Simon, M. et al., 2014).

Con respecto a la localizacion subcelular del biosensor bajo la exposicion a
Sortin2, se observa que !a fluorescencia esta localizada de manera similar a {a situacion
control a lo large del tiempo, lo cual sugiere que el reclutamiento del biosensor de Pi4P
bajo Sortin2 se efectua en compartimentos similares a los descritos en la literatura
(Vermeer, J. et al., 2009; Simon, M. et al., 2014). Inferesantemente, se observa que la
localizacion subcelular del biosensor bajo la exposicion a Sorlin2 presenta un aumenio
aparente en el nimero de estructuras de tipo endosomal en comparacion al control en
especial a 60 y 90 minutos de exposicidon a Sortin2. El aumento de la fluorescencia en
estos compartimientos es de naturaleza transitoria, ya que a 120 minutos se observa

que la distribucion de la fluorescencia es comparable al tratamiento control.
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Para corroborar el cambio de los niveles de PI4P por la accién de Sortin2, se
procedié a cuantificar la intensidad de fluorescencia localizada tanto en la membrana
plasmatica como en los compartimentos intracelulares, ambos en relacién a la
intensidad de fluorescencia total de las células a lo largo del tiempo (Figura 4). Con
respecto a la membrana plasmatica (Figura 4 A), se observa que la fluorescencia
relativa varia a lo largo del tiempo en la situacion controt lo cual sugiere que el nivel de
Pl4P es dinamico. Ademas, se observa que la exposicion a Sortin2 induce un aumento
en {a fluorescencia relativa en la membrana plasmatica en comparacidon al conirol,
alcanzando un valor méximo a los 30 minutos de exposicién. Esto sugiere que fa accion
de Sortin2 promueve un aumentio de los niveles de PI4P en la membrana plasmatica.
Sin embargo, este aumento es fransitorio, ya que [a fluorescencia relativa a 60 y 90
minutos en fa condicién de Sortin2 es menor tanto a sus controles temporales como al
valor méximo registrado en {a condicion de Sortin2 (30 minutos). Con respecto a los
compartimientos intracelulares (Figura 4 B), se observa que la fluorescencia relativa
también varia a lo largo del tiempo analizado en [a situacidn control, reforzando ia idea
de que el nivel de PI4P es dinamico. Tembién, se observa el esperade aumento
transitorio de la fluorescencia relativa en compartimientos intracelulares bajo la
expasicién a Sartin2 en comparacién al control, alcanzando un valor maximo a los 90
minutos de exposicién. Esto confirma que la accién de Sortin2 promueve un aumento
de los niveles de PMP en los compartimientos intracelulares, lo cual presenta un
caracter transitorio ya que la fluorescencia relativa disminuye a los 120 minutos de

exposicion a Sortin2 a un nivel comparable a su control temporal.
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Por lo tanto, se sugiere que la accion de Sorlin2 provoca un aumento transitorio
del nivel de Pl4P en la membrana plasmatica y en compartimientos intracelulares,
membranas donde este lipido estd enriquecido normalmente, aunque la temporalidad
de este aumento transitorio es distinto entre estos dos compartimientos.

Para evaluar si la actividad Pl4K es la responsable en el cambio de los niveles de
PI4P promovido in vivo por Sortin2, se preincubé plantulas YFP-PH™FF con el inhibidor
de la actividad PMK, PAO, exponiéndolas posteriormente a Sortin2 manteniendo la
inhibicién guimica durante un intervalo de tiempo de hasta dos horas de coincubacion.
Para mantener inhibida la actividad PI4K se utiliz6 PAO 20 pM {Figura 5), ya que
existen reportes de que una dosis similar inhibe fuertemente la actividad Pl4K (Okazaki,
K. et al., 2015), lo cual se corresponde con la represién observada en la formacion de
raices laterales {Figura 2). Se observa que PAC 20 uM provoca una pérdida completa
de la localizacibn subcelular del biosensor en membranas, especiaimente en fa
membrana plasmética en todos los tiempos analizados en la situacion control (Figura
5). Esto sugiere una disminucién drastica de los niveles de Pi4P en las membranas
subcelulares — al menos a un nivel menor a la concentracién critica en el que e!
biosensor es capaz de interactuar con el iipido -, lo cual indica que PAO 20 uM inhibe
drasticamente /n vivo la actividad Pl4K. Ademds, este resultado sugiere que la actividad
Pl4K es necesaria para mantener los niveles de PI4P en las membranas subcelulares.
Por ofra parte, se observa que Sorlin2 no es capaz de revertir la pérdida de la
localizacion subcelular del biosensor en membranas provocado por la inhibicién de la
actividad Pl4K en los tiempos analizados (Figura 5). Esto sugiere que la actividad Pl4K

también es requerida para el aumento de los niveles de PI4P promovido por Sortin2.
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Sortin2
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Figura 5. Efecto de de la actividad PI4K en la distribucion subcelular
del biosensor de PI4P en células de la raiz primaria expuesta a Sortin2. Se muestra
imagenes representativas que registran la fluorescencia de células de |a epidermis de la
raiz primaria de plantulas YFP-PH"" de 7 dias. Las plantulas fueron tratadas con PAO
20 pM por 60 minutos para ser co-incubadas posteriormente con el inhibidor y el medio
de cultivo liquido con DMSO 1% v/v (Control; A-D) o Sortin2 25 Mg/mL (Sortin2; E-H)
por 30 (A'y E), 60 (B y F), 90 (C e G) y 120 minutos (D y H). Cada imagen esta
acompafnada por su imagen de campo claro. Barra de tamafio: 10 pm.
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La formacion de primordios de raices laterales inducida por Sortin2 es
extraordinariamente sensible a la accion de PAO. La concentracion de PAO mas baja
utilizada es suficiente para reprimir la formacion de primordios de raices laterales
inducida por Sortin2 {Figura 2), por lo que permite discriminar la formacién endégena de
primordios de la inducida por Sortin2. Entonces para estudiar la importancia de la
actividad Pl4K que afecta solo la formacién de primordios inducida por Sortin2 ahora a
nivel celular, se evalud el cambio que provoca Sortin2 fanio de localizacidén como de
intensidad de la fluorescencia asociada al biosensor de PI4P en plantulas YFP-PH™
pretratadas con PAO 0,1 pM y co-incubadas postetiormente con Sortin2 (Figura 6). Se
observa que la fluorescencia asociada al biosensor se localiza en la membrana
plasmatica a todos los tiempos analizados en la situacién control, de manera similar a lo
observado en la condicidn sin inhibicién de ia actividad PI4K (Figura 3 control). Esto
indica que PAO 0,1 uM no afecta completamente ia actividad Pl4K in vivo. En confraste,
se observa que PAC 0,1 pM provoca una ausencia aparente del aumento de Ia
fluorescencia asociada al biosensor en estructuras subcelulares punteadas provocado
por la accidén de Sortin2, en especial a 60 y 90 minutos de coincubacién. Esto sugiere
que la actividad Pl4K que es crucial para la formacion de primordios de raices laterales
inducido por Sortin2 también es necesaria para que se promueva el aumento de los

niveles de PI4P en los compartimentos intracelulares.
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Para corraborar la importancia de la actividad PI4K sensible a PAO 0,1 uM en el
aumento del nivel de Pl4P por la accion de Soriin2, se procedié a cuantificar la
intensidad de fluorescencia localizada tanto en la membrana plasmética como en los
compartimentos intracelulares, relativa a la intensidad de fluorescencia total celular
(Figura 7). Con respecto a la membrana plasmatica (Figura 7 A), se observa que la
fluorescencia relativa no varia a lo largo del tiempo analizado en la situacién control, lo
cual sugiere que la actividad Pi4K sensible a PAO 0,1 uM participaria en la regulacién
del nivel endégeno de Pl4P. Ademas, PAO 0,1 pM reprime el aumento de ia
fluorescencia relativa inducida por Sortin2 en comparacién a su control a fos 30
minutos, sin embargo la cafda de la intensidad de fluorescencia atin persiste a tiempos
posteriores. Con respecto a los compartimientos infracelulares (Figura 7 B), se observa
que PAC 0,1 uM también inhibe el aumento de la infensidad de fluorescencia relativa
asaciada al biosensor inducido por Sortin2 en comparacién a su control, pero atin se
conserva la variacion de la fluorescencia a lo largo del tiempo en la situacién control e
interesantemente se observa una ligera caida significativa de la intensidad de
flucrescencia a 120 minutos de coincubacién en comparacion a 60 minutos de
coincubacion. Este comportamiento es similar a lo analizado en la membrana
plasmatica, por lo tanto sugiere fuertemente que la actividad Pl4K sensible a PAO 0,1
UM —y crucial para la formacion de primordios de raices laterales inducido por Sortin2 —
es importante para el aumento del nivel de PI4P inducido por SortinZ en ambos
compartimentos subcelulares. Sin embargo, esta actividad enzimatica no participaria en
la regulacion del nivel de PI4P que sucede después del aumento femprano promovido

por Sortin2.
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4.1.3.- Evaluacién de la _participacién de la acfividad PI3K en la formacion de

raices laterales inducida por Sortin2.

Se ha sugerido que la actividad PI4K es crucial para la formacion de primordios
de raices laterales promovida por Sortin2 y coherentemente es requerida para el
aumento transitorio de los niveles de PI4P promovido por Sortin2. Para estudiar si la
actividad PI3K participa en la formacidn de raices laterales, se analizé el efecto que
causa inhibidores selectivos de la actividad PI3K tanto en la formacién endégena de
raices laterales como 2n la inducida por Sortin2.

Los inhibidores utilizados son LY284002 y Wortmanina (Viahos, C. et al., 1994;
Jung, J. et al, 2002; Delage, E. et al., 2012), sin embargo en ambas drogas la
especificidad a PI3K presenta dosis-dependencia. Se ha reportado que LY294002 solo
inhibe la actividad PI3K (Viahos, C. et al.,, 1994; Jung, J. et al, 2002) y de hecho,
presenta efectos fisiologicos en Arabidopsis thaliana a concentraciones menores de 30
UM [Lee, Y. et al., 2008 (2)], pero recientemente se ha reportado que L.Y294002 50 uM
0 una mayor concentracion repercute negativamente en el nivel celular de Pl4P, lo cual
sugiere que afecta también la actividad P14K en Arabidopsis thaliana (Okazaki, K. et af.,
2015). En relacién a wortmanina, se ha documentado que la inhibicién de la actividad
PI3K comienza a ser afectada en concentraciones submicromolares de la droga,
mientras que a una concentracion mayor a 10 YyM comienza a afectar también la
actividad P14K (Matsuoka, K. et al., 1995; Delage, E. et al., 2012). Por lo tanto, se tomo
la decision de analizar tanto la formacion endégena de raices laterales como la inducida

por Sortin2 en diferentes dosis de LY294002 y wortmanina que abarcaran
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cancentraciones que presentan especificidad a la actividad PI3K y concentraciones que
inhiben a ambas actividades Pl-quinasas (Figuras 8 y 9).

Al analizar la perturbacidon que causa LY294002 en la formacion endégena de
raices laterales {Figura 8), se observa que la droga no afecta en ninguna concentracion
utilizada la densidad de primordios ni la de raices laterales emergidas en comparacién a
la condicion control, lo cual es coherente con que no se observe cambios significafivos
en la densidad de eventos totales de raices laterales. Esto sugiere que la actividad PI3K
no participa en la formacidn enddgena de raices laterales. Con respecio a la formarcion
de raices laterales promovida por Sortin2, se observa que todas {as condiciones con
LY294002 presentan una densidad de primordios de raices laterales comparable a su
control sin inhibidor (Figura 8 A). Sin embargo, se observa que Ilas condiciones con
LY294002 60 y 100 yM presentan una disminucion significativa en la densidad de
raices laterales con respecto a su conirol sin inhibidor a un nivel similar al presentado
en la formacion endogena de raices laterales emergidas (Figura 8 B). Esto repercute en
que LY294002 100 uM provoca una disminucion completa de los eventos totales de
raices laterales promovido por Sortin2 (Figura 8 C). Por lo tanto, se sugiere que
LY254002 100 pM afecta la formacion de primordios y ia de raices laterales emergidas
inducida por Sortin2. No obstante, LY294002 reprime [a formacion de raices laterales
inducida por Sortin2 en concenfraciones de la droga que inhibe también la actividad
Pl4K, por lo tanto la participacion de la actividad PI3K en la formacion de raices

laterales inducida por Sortin2 no es posible sugeriria.
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Al analizar el efecto que provoca Wortmanina en la formacion endégena de
raices laterales (Figura 9), se observa que la densidad de primordios, raices laterales
emergidas y en consecuencia, la de los eventos totales de raices laterales en las
diferentes condiciones con el inhibidor es comparable al control sin inhibidor. Este
resultado ratifica que [a participacion de la actividad PI3K seria dispensable en Ia
formacibn enddgena de raices laterales. Con respecto a la formacién de raices laterales
promovida por Sortin2, se observa que tanto la densidad de primordios, la de raices
laterales emergidas y la de los eventos iotales de raices laterales en las
conicentraciones menores utilizadas de wortmanina (1 y 5 uM) son comparables al de
su control sin inhibidor. Sin embargo, se observa una disminucién significativa en la
producciéon de primordios y raices laterales emergidas inducida por Sortin2 de las
condiciones con las concentraciones mayores de wortmanina - en especial la de 33 pyM
- en comparacioén a Sortin2 sin el inhibidor (Figura 9 A y 9 B). Esto repercute en que
Wortmanina 33 pM provoca una represion completa de la formacion de raices laterales
totales promovida por Sortin2 (Figura 9 C). Sin embargo, y al igual que al ufilizar
LY204002, cemo la formacion de raices laterales inducida por Sortin2 es reprimida en
concentraciones de wortmanina que inhibe a la actividad PI3K, pero también a la
actividad Pl4K, los datos no permiten concluir si la actividad PI3K participa en la

formacién de raices laterales inducida por Sorfin2.
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4.1.4.- Evaluacién in vivo del cambio de los niveles de fosfatidilinosito] 3-fosfato

provocado por SortinZ.

La actividad PI3K consiste en la produccion de fosfatidilinositol 3-fosfato (P13P)
debido a Ia fosforilacion de fosfatidilinositol en la posicién 3 de su residuc de inositol.
Los datos obtenidos previamente no son concluyentes para sugerir o rechazar la
participacién de la actividad PI3K en la formacién de raices laterales inducida por
Sortin2. Aun asi, se procedid a evaluar si Soriin2 induce un cambio en los niveles de
PI13P. Entonces, se procedid a realizar una estrategia similar al estudio del cambio del
nivel de Pi4P frente a Sortin2, utilizando la linea transgénica que expresa el gen que
codifica para la proteina fluorescente amarilla fusionada al dominio proteico
denominado FYVE (acrénimo de Fab 1, YOTB, Vac 1 y EEA1, proteinas pertenecientes
a Saccharomyces cerevisiae que poseen esie dominio y <que interactian
especificamente con PI3P (FYVE se encuentra repetido una vez en tandem, YFP-
2xFYVE; Thole, J. et al., 2008; Simon, M. et al., 2014).

Se ha determinado que PI3P esid enriquecido principalmente en endosomas
tardios/cuerpos pre-vacuolares y en menor medida en la membrana de {a vacuola en
Arabidopsis thaliana {Simon, M. et al, 2014). Por lo tanto, se realizd6 un estudio
preliminar analizando cualitativamente si la accion de Sartin2 cambia la localizacion
subcelular del biosensor en comparacion al control durante un intervalo de tiempo de
dos horas de exposicion a Sortin2 (Figura 10). Primero que todo, se observa en los
diferentes tiempos de la condicion control que la mayor parte de la fluorescencia
asociada al biosensor se encuentra enriguecida en estructuras punteadas en apariencia

de mayor tamaiio que lo observado en Ia linea transgénica YFP-PH™FF y sin detectar la
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sefial en la periferia celular, lo cual es cancordante con lo descrito en la literatura
(Siman, M. et al., 2014). Con respecto a la localizacién subcelular del biosensor bajo la
exposicion a Sortin2, se observa gue la fluorescencia asociada al biosensor esta ain
asociada a las estructuras punteadas gue estan presentes en la situacién control, pero
interesantemente se observa nuevas estructuras tipo aniflo en los diferentes tiempos
analizados, las cuales co-localizan con el borde de estructuras tipo vacuola observadas
en el campo claro. Esto sugiere que estas estructuras tipo anillo corresponden a
tonoplasto. Por lo fanto, estos resultados sugieren que Sortin2 provocaria al menos un

aumento del nivel de PI3P en el tonoplasto.
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Sortin2
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Figura 10. Distribucién subcelular del biosensor de PI3P en células de la raiz
primaria de Arabidopsis bajo la exposicién a Sortin2. Se muestra imagenes
representativas que registran la fluorescencia de células de |a epidermis de la raiz
primaria de plantulas de 7 dias que acumulan el biosensor de PI3P, YFP-2xFYVE. Las
plantulas fueron expuestas a medio de cultivo liquido con DMSO 1% v/v (Control; A-B)
0 Sortin2 25 pg/mL (Sortin2; C-D) por 90 (A y C) o 120 minutos (B 'y D). Cada imagen
esta acompafada por su respectiva imagen de campo claro. Se ha delimitado el limite
celular de algunas células para facilitar su observacion. Las puntas de flecha rojas
apuntan a estructuras anulares YFP positivas que co-localizan con estructuras tipo
vacuola observadas en la respectiva imagen de campo claro. Barra de tamafio: 10 um.
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4.2.- Evaluacién del papel fisioldgico de la funcién de la fosfatidilinositol 3-
quinasa y las fosfatidilinositol 4-guinasa en la formacién de raices laterales

inducida por Sortin2.
4.2.1.- Evaluacién de ia participacion de la_subfamilia P/4K!liB de las PI4K en la

formacion de raices iaterales.

En el capltulo anterior se sugirié que la actividad Pi4K patticipa en la formacion
de raices laterales. En especifico, esta actividad es crucial en la formacién de
primordios inducida por Sortin2. Sin embargo, se ha reportado que la actividad Pl4K
esta codificada por 12 genes en el genoma de Arabidopsis thaliana (Mueller-Roeber, B.
& Pical, C., 2002}, lo cual aparentemente impone una dificuitad para el estudio de las
Pl4K mediante la pérdida de funcion debido a la posible redundancia en la funcién de
estos 12 productos proteicos. Hasta el momento, se ha descrito que tres productos
génicos presentan actividad Pl4K: Pl4Kllla1, PI4KIIBE1 y PI4KIIBR2 (Delage, E. et al,,
2012). Sin embargo, de estos tres, solo la funcién de la subfamilia PI4KIIIB ha sido
reporfada que participa en el tejido radicular en Arabidopsis thaliana. se ha descrito que
Pl4Killat1 participa en la biogénesis del cloroplasto (Okasaki, K. et al., 2015), mientras
que la subfamilia PI4KI/iI3 impacta en el crecimiento por ia punta del pelo radicular y
participa en la disposicién de la placa celular en las células de la raiz primaria, razon
por la cual puede explicar la severa disminucién de tamafio de la raiz primaria de las
plantulas con pérdida de funcién de la subfamilia P/4KI/B con respecio a la de las

plantulas silvestres (pidkiiiB1/pi4kiiiB2; Preuss, M. et al., 2006; Figura 11 Ay B).
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Figura 11. Evaluacion del fenotipo de Ia raiz primaria de la linea con pérdida de
funcion de PI4KIIIB1 y PMMKIHIB2. Se muestra plantulas de 10 dias de la linea con
pérdida de funcién de la subfamilia PMHKIIB (pi4kiiiB1/pi4kiii32) comparadas con
plantulas silvestres Ecotipo Col-0 (wt) (A). Barra de tamarfio: 1 cm. Se cuantificéd la
longitud de dos zonas de la raiz primaria de plantulas silvestres y pidkiiib1/pidkiiib2 de
10 (10d) y 14 dias (14d) crecidas en medio de cultivo sélido: la zona de ramificaciéon de
raices laterales {branching zone; Bz) y la zona de formacion de raices laterales
(formation zone; Fz) (B). El analisis esiadistico se realizé mediante t-student de dos
colas: *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001. Los resultados provienen de 9 a 11 plantulas

por condicién.
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Esta linea mutante presenta un inserto de T-DNA en las secuencia codificante de
los genes PI4KIIIB1 (AtSg64070) v PI4KIlIB2 (At5g09350). Esta interrupcion debido los
T-DNA es homocigota para ambos genes provocando la disminucion drastica de los
franscritos de PI4KIIB1 y PI4KIlIB2 (Preuss, M. et al., 2006).

Debido a la carencia de publicaciones que vinculen la funcién de alguna de las
PI4K con la formacién de raices laterales en Arabidopsis thaliana, se analizd el impacto
de la falta de funcién de P/4KIIiB en la formacion enddgena de las raices laterales. Para
estudiarla con un poco mas de profundidad, se implemenié la sugerencia documentada
en Dubrowsky, J. & Forde, B., 2012, en el cual proponen cuantificar la formacion de
primordios y raices laterales emergidas en las dos zonas de la raiz primaria con
respecto a la organogénesis de raices laterales. Primero, la zona de formacion de
raices laterales (Fz) es la seccidn de la raiz primaria que comprende entre el primordio
y la raiz lateral emergida mas apical, por ende al cuantificar los primordios en esta zona
permite separar pulcramente su formacién de la interferencia provocada por Ia
emergencia de raices laterales. Segundo, la zona de ramificacién (Bz) es la seccidén
de la raiz primaria comprendida entre la raiz lateral emergida mas apical y el inicio del
hipocotilo - donde los primordios iniciados y desarrollados en la zona de formacion
pueden emerger de la raiz primaria. Coherentemente, se observa que las dos zonas de
la raiz primaria en la linea pi4kiii31/pi4kiiiB2 son de menor longitud que las de las
plantulas silvesires y este rasgo se mantiene a una edad posterior de las plantulas
(Figura 11 B). Es mas, se encontré que las plantulas mutantes presentan una zona de
formacion de raices laterales de mayor longitud en relacion a su zona de ramificacion,

comparadas con la de las plantas silvestres (Figura 11 B), lo cual podria alterar Ia
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cuantificacion de los eventos debido a la distribucion diferencial de estas zonas con
respecto a las plantas silvestres. Esta evidencia valida la estfrategia de cuantificar los
eventos de raices laterales en estas dos zonas de ia raiz primaria.

Primero que todo, se observa que la linea pi4kiii31/pi4kiii32 presenta una mayor
densidad de primordios en comparacién a las plantulas silvestres, tanto en la zona de
formacién como en ia zona de ramificacién de raices laterales, lo cual se mantiene a los
14 dias de edad (Figura 12 A). Esto sugiere que [a formacion de primordios esta
aumentada en la linea mutante pi4kiiiB1/pi4kiii32. Por su parte, la densidad de raices
laterales emergidas en pi4kiii31/pi4kiiiB2 es comparable a lo observado en ias piantas
silvestres de 10 dfas de edad en la zona de ramificacién, sin embargo presenta un
aumento significativo a los 14 dias de edad (Figura 12 B). Por ende, es improbable que
el aumento de la densidad de los primordios en pi4kiii31/pi4kiii2 se deba a un defecto
en [a emergencia, sino mas bien a un aumento neto de la formacién de primordios, lo
cual se reafirma con la mayor densidad de eventos iotales de raices laterales en la
zona de ramificacion de la linea mutante al compararlo con las plantulas silvestre tanio
a los 10 como a los 14 dias de edad (Figura 12 C). Por lo tanto, se sugiere que la
subfamilia PI4KIIB, Pl4KIIB1 vy Pl4KIIIB2 participa en la formacion endégena de
primordios de raices laterales como un regulador negativo, en contraste con que su
participacion parece ser dispensable en la formacién enddgena de raices laterales

emergidas.
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La pérdida de funcion de la subfamilia Pi4K//IB incrementa la formacién de raices
laterales, debido exclusivamente a su impacto en la formacién de primordios. Por lo
tanto, se estudid la importancia de PI4KIIB1 vy PI4KIlIB2 en la formacion de raices
laterales inducida por Sortin2, analizando la respuesta a Sortin2 en la formacién de
raices laterales (Figura 13). Para ello, se relativizé la densidad de los eventos de raices
laterales inducida por Sortin2 con respecio a su respectiva densidad de eventos
enddgenos de raices laterales.

Se observa que Sortin2 promueve la formacién de primordios y de raices
laterales emergidas en las plantas silvestres de manera dosis dependiente (Figura 13).
Sin embargo, la linea pi4kiiiB1/pi4kiiif2 presenta una nula respuesta en la formacién de
primordios inducida por SortinZ en todas las dosis usadas (Figura I-.’L"-’: A). Esto sugiere
que la linea mutante pi4kiiiB1/pi4kiiiB2 es insensible a la formaFién de primordios
promovida por Sortin2. En contraste, existe una respuesta mayor al Sortin2 de la [inea
mutante en la formacion de raices laterales emergidas que la de las plantas siivestres
en todas las dosis usadas (Figura 13 B). Aun asi, se observa una i.nenor induccién de
eventos totales de raices laterales asociada a la accién de Sortin2 en la linea mutante
en comparacion a las plantas silvestres (Figura 13 C). Estos result:ados indican que [a
linea mutante es menos sensible que las plantas silvestres a la Indusccién de Sortin2 en
la formacion de raices laterales debido a la insensibilidad en la induccién de la

formacion de primordios. Por lo tanto, se sugiere que la funcion de PI4KIIB es crucial

para la formacion de primordios de raices laterales inducida por Sortin2.
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La insensibilidad a la formacién de primordios inducida por Sortin2 observada en
la linea pidkiiiB1/pi4kiiiB2, se podria explicar por una formacién enddgena de primordios
incrementada, por ende puede que este proceso esté saturado y no pueda responder a
algun estimulo que promueva la formacidén de primordios. Para pesquisar si la linea
mutante presenta defectos en la formacién de primordios inducidos por algin agente
externo, se estudid la respuesta en la formacion de ralces laterales en pidkiii31/pidkiii32
que causa la aplicacion exdgena de la auxina NAA (Figura 14).

Se observa que NAA promueve la formacién de primordios y raices laterales
emergidas en las plantulas silvestres. Sin embargo, y en contraste con la Figura 12, la
linea mutante responde positivamente a la formacién de primordios inducidos por la
auxina exdgena, aunque en menor magnitud que lo observado en la respuesta de las
plantulas silvestres (Figura 14 A). Esto indica que la linea pi4kiii1/pi4kiii32 aun posee
la capacidad de promover nuevos eventos de raices laterales, por lo que refuerza la
importancia crucial de la subfamilia PI4KIlI8 en la formacién de primordios inducidos por
Sortin2. También, este resultado sugiere que PI4KIIB participa en la formacion de
primordios inducido por la auxina exdgena NAA. Por otra parte, se observa que la linea
mutante presenta una hipersensibilidad en la respuesta a la formacion de raices
laterales emergidas inducida por la auxina exégena (Figura 14 B), de similar manera
que lo observado en la formacién de raices laterales emergidas inducida por Sortin2
(Figura 13 B). Este resultado sugiere que la hipersensibilidad observada en la respuesta
de pi4kiiiB1/pidkiiiB2 a Sortin2 en la formacion de las raices laterales emergidas no es

especifica, 0 sea no dependeria del estimulo en si mismo.
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La pérdida de funcién de la subfamilia PI4KI/I3 provoca una disminucién en el
nivel de PI4P en planta completa, lo cual es coherente con la comprobada actividad
Pl4K que posee Pi4KIiIB1 y PI4KIIIB2 (Delage, E. et al., 2012). Por ende, se hipotetiza
que la disminucién en el nivel de PI4P registrado en la linea pidkiiiB1/pi4kiii32 causa los
defectos en la formacién endégena de primordios y en la inducida por Sortin2. Para
evaluar si PI4P es importante en la formacién de rafces laterales, se estudid tanto Ia
formacién endégena como la inducida por Sortin2 en pi4kiiiB1/pi4kiii32 aplicando PI4P
de manera exdgena. Antes de analizar los resultados, cabe sefialar que los
fosfatidilinositol fosfato aplicados exégenamente son incubados con un agente proteico
o carrier que interactda con el lipido y facilita la internalizacion al organismo vegetal
(Zheng, J. et al., 2014; Xu, N. et al., 2011; Echelon Biosciences inc.). Por lo tanto, es
recomendado un control adicional al del solvente: el carrier sin el lipido en el tratamiento
(Figura 15).

Con respecto a la formacién enddgena de raices laterales, se puede observar
que la linea mutante presenta una menor densidad de primordios al ser expuesta al
complejo Carrier:P14P en comparacién a las condiciones control tanto sin el carrier
proteico como en presencia del carrier (Figura 15 A). Esto se ve reflejado en la
disminucién significativa de la densidad total de raices laterales al comparar la
condicién Carrier:PI4P con sus controles, ya que la densidad de raices laterales
emergidas bajo la exposicién al complejo carrier:PM4P es comparable a sus controles

(Figura 15 By C).
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Estos resultados revelan que la adicibn exdgena de PH4P impacta
especificamente en la formacion endégena de primordios, rescatando su incremento en
la linea mutante pi4kiiiB1/pi4kiiiB2. Esto sugiere que la disminucion cronica de PI4P es
un factor importante en regulacién de la formacion enddgena de primordios de raices
laterales.

Con respecto a la formacion de raices laterales inducida por Sortin2, se observa
que la densidad de primordios de la linea mutanie en las condiciones controles
(ausencia y presencia del Carrier proteico) son comparables a la formacién enddgena
de primordios sin Pl4P, evidenciando ia nula respuesta de pidkiii1/pidkiii32 a Sortin2
en la formacion de primordios. En contraste, existe un significativo incremento en la
densidad de primordios bajo la condicién con PI4P en comparacién a sus controles y
también con respecto a la formacién endégena de primordios con PI4P (Figura 15 A).
Esto se refleja en un incremento significativo de la densidad de eventos totales ya que
la formacion de raices laterales emergidas bajo la exposicién de PI4P es comparable a
su control (Figura 15 B y C). Estos resultados indican que ia adicién exdgena de PI4P
afecta la formacion de primordios inducida por Sortin2, rescatando la insensibilidad de
pidkiiiB1/pi4kiii32 a Sortin2, sugiriendo que el nivel de PI4P regulade por la subfamilia
PIKIIIB es importante en la accidn de Sortin2 para promover la formacion de
primordios.

En Arabidopsis thaliana existen 12 genes que codifican para un producto génico
con una posible actividad PI4K. En este trabajo se determiné in vivo que PAO 20 uM
inhibe drasticamente sino completamente la actividad P}4K, en contraste, PAO 0,1 uM

es capaz de inhibir la actividad PI4K que es importante para que una planta silvestre
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sea capaz de responder a Sortin2 induciendo primordios de raices laterales (Figura 2
A). Como la linea pi4kiiiB1/pi4kiiiB2 presenta una pérdida de funcidon de la subfamilia
PI4KIlIB, entonces se pesquisé si esta pérdida de funcién provoca una alteracion en la
sensibilidad al inhibidor de la actividad Pl4K en la formacién de raices laterales. Para
ello, se le comparé con la sensibilidad reportada en las plantas silvestres (Figura 16),
utilizandose la densidad de eventos de raices laterales frente a la exposicién a las
diferentes dosis de PAO, pero relativizandose por su densidad de eventos de raices
laterales obtenida en la condicién sin inhibidor de la actividad Pi4K,

Con respecto a la formacién endégena de raices laterales, se observa que la
densidad de primordios en la linea mutante no es afectada por el inhibidor de la
actividad P14K en ninguna de sus dosis; este comportamiento es similar a lo observado
en las plantas silvestres (Figura 16 A). Ademas, la linea mutante presenta una
disminucion de la densidad de raices laterales emergidas solo bajo la exposicién de
PAO 20 uM (Figura 16 B), no obstante como la densidad total de raices laterales aun
disminuye en esta dosis de PAO (Figura 16 C), se sugiere que la formacion endégena
de primordios y de raices laterales emergidas son comprometidas al inhibir Ia actividad
Pl4K drasticamente. Este comportamiento es similar al observado en ias plantas
silvestres, por lo que revela que la iinea mutante presenta una sensibilidad similar a las
plantas silvestres en cuanto a la inhibicién drastica de la actividad PI4K. Esto sugiere
que la actividad Pl4K que participa en la formacion enddgena de raices laterales no

corresponde solo a la subfamilia PI4KIIIB.
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Figura 16. Sensibilidad de la formacién de raices laterales en la linea con
pérdida de funcién de PI4KIlIB1 y PI4KIIIB2 frente a la inhibicién de la actividad
Pl4K. Se muestra las densidades de primordios de raices laterales (A), de raices
iaterales emergidas (B) y de eventos totales de raices laterales (C) de plantulas
silvestres Ecotipo Col-0 (wt) y de la linea pidkiii 1/pi4kiiiB2 (pi4kiiiB) de 10 dias. Estas
plantulas fueron co-tratadas durante los Gltimos tres dias de crecimiento en un medio
de cultivo liquido con DMSO 1% viv (Control, barras blancas) o con Sortin2 25 pg/ml.
(barras negras) y con diferentes dosis de oxido de fenilarsina (PAO). Los resultados
son mostrados como la densidad con respecto a la condicién Control sin inhibidor. Se
analizé los resultados estadisticamente mediante prueba ANOVA de dos vias con
post-prueba de Sidak: *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ns, cambio no significativo.
La simbologia sobre las barras se refiere a la comparacion entre esta situacion
experimental y la condicién Control sin inhibidor. Los resultados provienen de 14 a 23
plantulas silvestres por condicién y de 11 a 22 plantulas pi4kiii31/pi4kiii32 por
condicién.
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Con respecto a la formacion de raices laterales inducida por Sortin2, se observa
que la linea mutante es insensible a la induccién de primordios promovido por Sortin2 y
la densidad de primordios en todas las dosis de PAO es comparable a su condicion sin
inhibidor (Figura 16 A). Ademas, se observa que la formacidon de raices laterales
emergidas bajo PAO 1 uM es comparable al control sin inhibidor (solo Sortin2), lo cual
es distinto a lo presentado en las plantas silvestres donde se observa una disminucién
significativa con respecto al control sin inhibidor (Figura 16 B). A mayores dosis de
PAO, la formacion de raices laterales emergidas en la linea mutante disminuye
drasticamente a niveles comparables a la formacidon enddgena, caracteristica
compartida con la sensibilidad presentada en las plantas silvestres. En resumen, la
densidad total de raices laterales en PAO 0,1 uM y 1uM es comparable a su control sin
inhibidor (Figura 16 C), por lo que refleja que estas dosis de PAO no afectan la
formacion de primordios inducida por Sortin2 en la linea mutante, a diferencia de las
plantas silvestres que presentan comprometida la formacién de primordios inducida por
Sortin2 en estas dosis del inhibidor de Pl4K. Por epde, estos resultados revelan que la
linea mutante presenta una menor sensibilidad a la accion de PAO en la formacion
endogena de primordios y de raices laterales emergidas inducida por Sortin2 con
respecto a la de las plantas silvestres. En especifico, se observa la menor sensibilidad
en PAO 0,1 y 1 pM, perdiéndose en dosis mas altas del inhibidor. Por lo tanto, estos
resultados sugieren que la actividad Pl4K que es suficiente para regular la formacién de
raices laterales inducida por Sortin2 corresponderia a la subfamilia PMKIIIB,
robusteciendo e! papel fundamental de P/MKI/IB en especial en la formacion de

primordios inducida por Sortin2.
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Por dltimo, para corroborar que la funcion de la subfamilia PI4KIIB es la
responsable de la regulacién en la formacion de las raices laterales tanto en la
formacion enddgena como la inducida por Sortin2, se planted scbreexpresar PI4KI/IB1
y/o PHKIIB2 establemente en la linea pi4kiiiB1/pidkiiiB2 de manera de evaluar el
rescate en la formacién de raices laterales en estas lineas transgénicas, en especial en
fa formacién de primordios. Por lo tanto, lo primero fue amplificar fidedignamente la
secuencia codificante de ambas quinasas. Se obtuvo un amplificado de P/4KIIIB1 que
pesa entre 3.000 a 3.500 pb (Figura 17 A), lo cual corresponde a lo esperado para la
secuencia codificante completa de P/4KIli31, la cual es de 3.366pb. Para corroborar
que este amplificado corresponde a la secuencia codificante completa de PI4KIIIB1,
este amplificado fue digerido enzimaticamente con la enzima de restriccién EcoRV. Se
identificd tres productos de la digestion cuyos pesos son entre 1.500 y 2.000 pb, sobre
1.000pb y entre 500 y 750 pb, pesos que se asemejan a los productos de la digestion in
silico de PI4Kili31 por EcoRV (Figura 17 A; Tabla 1). Con respecto a P/4KIli32, no fue
posible obtener algin amplificado de su secuencia codificante, por lo cual solo se
continué con PI4KIIIB1. Esta secuencia codificante fue ingresada mediante Tecnologia
Gateway (Invitrogen) ai vector de amplificacion pCR8, generandose el vector pCR8-
PI4KIIIB1 (pCR8-B1). Para detectar el vector pCR8-P/4KIlIB1 que posee la secuencia
codificante en sentido con respecto a los sitios de recombinacién de pCRS, el vector
purificado de colonias de Escherichia coli seleccionadas fue digerido enzimaticamente
por EcoRV. Se observa que la digestion enzimatica del DNA plasmidial de algunos
clones (representado por c.1) resulté en tres productos que pesan entre 4.000 y 5.000

pb, sobre los 1.000pb y menos de 750 pb, respectivamente. Estos pesos son simitares
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a los productos de la digestion in silico de pCR8-PI4KIIIB1 en el que PI4KIlIB1 se
encuentra en sentido (Figura 17 B; Tabla 2). También fue digerido el DNA plasmidial de
clones (c.2) en el que cada uno de los itres productos de digestion corresponden a
bandas de aproximadamente entre 3.000 y 3.500pb, menor que 2.000 pb y sobre 1.000
pb, respectivamente. Estos pesos se asemejan a los productos de la digestion in sifico
de pCR8-PIKIIIBT en el que PI4KIIIB1 se encuentra en antisentido con respecto al
vector pCR8 (Figura 17 B, Tabla 2). Después, la secuencia codificante de PI4KIlI31 en
sentido con respecto a pCR8-P/4KIli31 fue secuenciada en su completa extension,
determinandose que es idéntica a la publicada en la base de datos TAIR.

El vector pCR8-P/4KIlI31 en sentido fue recombinado con el vector de expresion
constitutiva en plantas pGWB5 que posee el gen que codifica para la proteina
fluorescente verde (eGFP) posicionado rio abajo de PI4KIli1, generandose el vector
pGWB5-FI4K1li31 (5 — B1). Para detectar el vector pGWB5-P/4KIlI31 en sentido con
respecto a eGFP, el vector proveniente de las colonias de Escherichia coli
seleccionadas, fue digerido enzimaticamente por Hindlll. Se cbserva que.ia digestion
enzimatica del DNA plasmidial resuité en fres productos que pesan mas de 10.000pb,
menor que 3.000pb y mayor a 500pb, respectivamente. Estos pesos son compatibles
con los productos de la digestion in silico de pGWB5-PI4KIIBT en el que PI4KIIBT se
encuentra en sentido a eGFP (Figura 17 C, Tabla 3).

Las colonias de Agrobacterium tumefaciens transformadas con pGWB5-PI4KIlIB1
que fueron resistentes a kanamicina, gentamicina y rifampicina se les detectd la
presencia PI4Klli31 por PCR (Figura 17 D). La colonia 1 presenta una banda de peso

similar al control positivo. En este control se utilizé6 como templado el vector pGWB5-
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Pl4KIIIB1. Esto indica que se obtuvieron colonias de Agrobacterium tumefaciens que
fueron efectivamente transformadas por el vector pGWBS-Pi4KIli31. Con estas cepas,
se fransformaron flores de plantas silvestres y de la linea pidkiiiB1/pi4kiiiB2.
Actualmente, se esta seleccionando las plantulas transformantes de PI4KIlIB1-eGFP

mediante su esperada resistencia a higromicina.
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Figura 17. Amplificacién y subclonacion de la secuencia codificante de PIMKIlIB1
en los vectores de amplificacion en bacterias y de expresién constitutiva en
plantas. A. Amplificacion de la secuencia codificante de P/4KIIIB1. Se sefiala con
asterisco una banda de 3.000 a 3.500 pb que corresponde al tamaiio esperado. B.
Patrén de restriccion de la secuencia codificante de PIMKIIB1 al ser digerida por
EcoRV. Se observa la presencia de 3 productos de los tamarios: entre 1.500 a 2.000pb,
sobre 1.000pb y entre 500 a 750 pb, los cuales corresponden a lo esperado (Tabla ). C.
Patrén de restriccién del vector pCR8 que posee subcionado la secuencia codificante
de PI4Kili31 (pCR8-B1) en direccidn sentido (c.1) y antisentido (c.2) con respecto a los
sitios de recombinacion de pCR8 a! ser digerido por EcoRV (Tabla II): en c.1 se detecta
tres productos de tamafios entre 4.000 a 5.000 pb, sobre 1.000 y alrededor de 750 pb;
en contraste en ¢.2 se detecta tres productos de tamarios entre 3.000pb a 3.500pb, bajo
los 2.000pb y sobre 1.000pb. D. Patrén de restriccion del vector de expresion
constitutiva en plantas, pGWBS5, que contiene subclonada la secuencia codificante de
PI4KIliB1 en direccion sentido con respecto a la proteina fluorescente verde contenida
en pGWBS (5 - B1) al ser digerido por Hindlll (Tabla lIl). Se observan tres productos de
tamafios: sobre 10.000pb, bajo los 3.000pb y sobre 500pb. E. Identificacién de colonias
de Agrobacterium tumefaciens transformadas con el vector 5-81. C+, Vector 5-p1
purificado. M, Marcador de peso molecular de ADN; Nativo, vector sin digerir; Kb,
kilobases. En A, B y D, los asteriscos sefialan la deteccién de un fragmento de ADN.
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Tabla I. Patron de digestion esperado de la secuencia codificante de PI4KIIIB1.

Secuencia codificante Digestién con
completa (bp) EcoRV (bp)
3.366 1.710
1.066
590

Se indica los tamafios esperados de la secuencia codificante de PI4KIIB1 y los
productos de su digestion al ser procesado por EcoRV.

Tabla ll. Patron de digestion esperado del vector pCR8-PI4KIIIB1.

pCR8-PI4KlliB1 | Digestién con EcoRYV - Digestion con EcoRV -
sin digerir (bp) | PI4Kili31 en sentido (bp) |P/4KIlI31 en antisentido (bp)
6.182 4.399 3.279
1.066 1.837
717 1.066

Se indica los tamafos esperados de los productos de la digestion del vector de
amplificacion pCR8 que posee subclonada la secuencia codificante de PI4KIIIBT y los
productos de su digestion al ser procesado por EcoRV si es que PI4KIlB1 se hallara
tanto en configuracidn sentido como en antisentido con respecto a los sitios de
recombinacidén de pCRS.

Tabla Ill. Patrén de digestion esperado del vector pGWBS5-PI4KIIIB1.

pGWBS-PI4KIlB1 Digestién con EcoRV - Digestion con EcoRV -
sin digerir (bp) PI4Kili1 en sentido (bp) |PI4KllIB1 en antisentido (bp)
19.677 16.251 17.379
2.846 1.718
580 580

Se indica los tamarios esperados de los productos de la digestién del vector de
expresion constitutiva en plantas, pGWBS5, que posee subclonada la secuencia
codificante de PI4KIlIB1 y los productos de su digestion al ser procesado por Hindlll si
es que PI4KIlIB1 se haliara tanto en configuracion sentido como en antisentido con
respecto al gen que cedifica para la proteina fluorescente verde.
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4.2.2- Evaluacién de la participacién de AfVPS34, gen que codifica para la

fosfatidilinositol 3-gquinasa, en la formacién de raices laterales.

A diferencia de la actividad PMK, se ha descrito que la actividad PI3K es
coﬁiﬂcada por solo un gen en Arabidopsis thaliana, denominado AtVPS3;l (Lee, Y. et
al., 2008; Welters, P. et al., 1994). Se ha descrito que A{VPS34 es esencial para el
crecimiento vegetal y regula la biogénesis vacuolar del polen, lo cual se propone como
causa que explica la letalidad gametofitica masculina en plantas con pérdida de funcion
de AtVPS34 (Lee, Y. et al., 2008; Welters, P. et al., 1994).

No existen en la actualidad estudios que vinculen Ia funcién de AtVPS34 con la
formacién de raices laterales, por lo que se estudié en primera instancia si éu falta de
funcién afecta la formaciéon enddégena de raices laterales. Para ello, se utilizé 1a linea
con pérdida de funcion de AfVPS34, afvps34-1 (Leshem, Y. et al., 2007; Lee, Y. et al.,
2008 (2)). Sin embargo, como la pérdida de funcidon completa de A{VPS34 causa
letalidad gametofitica, el alelo mutante segrega (Figura 18 A) y por ende las plantas
mutantes solo son heterocigotas para la insercidon de T-DNA que caracteriza al alelo
afvps34-1. Se ha descrito que las plantulas heterocigotas (afvps34-1 +/-) presentan un
fenotipo comparable a las plantas silvestre y a las plantulas segregantes que no poseen
la insercién de T-DNA (afvps34-1 +/+) tanto en la polaridad del pelo radicular como en
el tamafio de la raiz primaria a lo largo del tiempo (Lee, Y. et al., 2008 (2), Figura 18 B),

pero son mas resistentes a la induccidn de la endocitosis promovida por el estrés salino

(Leshem, Y. et al., 2007).
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Entonces, con respecto a la formacién endégena de raices laterales, se observa
que la densidad de primordios raices laterales en la linea heterocigota de afvps34-7 es
similar a las plantas silvestres. y a las plantulas atvps34-1 sin insercidn de T-DNA
(Figuras 19 A). Ademas, la densidad de raices laterales emergidas también es
comparable al observado en las plantas silvestres y en las plantulas afvps34-71 sin
insercion de T-DNA, caracteristica que se mantiene a tiempos posteriores (Figuras 18 C
y 19). Por lo tanto, estos resultados revelan que la pérdida de funcion parcial de
AiVPS34 no es capaz de alterar la formacién endoégena de raices laterales en
Arabidopsis thaliana, 1o cual sugiere que la participacion de AfVPS34 no es crucial en la
formacién endogena de raices laterales.

Con respecto a la formacién de raices laterales promovida por Sortin2, se
observa que la densidad de primordios es menor que lo presentado en las plantas
silvestres y a las segregantes afvps34-1 +4 (Figura 19 A). Esta disminucién se ve
reflejada en la densidad fotal de raices laterales, ya que la densidad de raices laterales
emergidas de las plantulas heterocigotas es comparable tanto a ia de las plantas
silvestres como a las segregantes sin el inserto de T-DNA (Figura 19 B y C). Estos
resultados revelan que las plantulas con pérdida de funcién parcial de AfVPS34 son
menos sensibles a ia induccién de primordios promovida por Sortin2, lo cual sugiere

que AtVPS34 participa en la formacién de primordios inducida por Sortin2.
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4.3.- Evaluacién de Ia participacion del trafico endocitico dependiente de

los niveles de fosfatidilinositol 4-fosfato en la_formacidon de raices laterales

inducida por Sortin2.

4.3.1.- Evaluacién de la importancia de la actividad PI4K en el trafico endocitico

inducido por la accién de Sortin2.

En este trabajo se ha vinculado la actividad Pl4K y los niveles de PI4P con la
formacion enddgena de raices laterales y la inducida por Sortin2. De hecho, en este
trabajo se ha sugerido que la actividad Pl4K es necesaria para el aumento del nivel de
PI4P inducido fransitoriamente por la accion de Sortin2 (Figuras 5-7). Ademas, se ha
sugerido que el trafico endocitico es un evento importante para Ia formacién de raices
laterales inducida por Sortin2 (Pérez-Henriquez, P. et al., 2012). Por lo tanto, se planted
si la actividad Pl4K participa en el trafico endocitico hacia la vacuola.,

Para ello, primero se analizd la progresion temporal de la internalizacién del
trazador endocitico fluorescente FM4-64 (Bolte, S. et al., 2004) en células de plantas
silvestres bajo la exposiciéon a Sortin2. Se compard con la internalizacion de FM4-64
exhibida en las plantulas que se inhibid la actividad PI4K que patrticipa en la accion de
Sortin2 por medio de una pre-incubacion con PAO 0,1 uM (Figura 20).

Se observa que el trazador endocitico esta localizado en la periferia celular y en
cuerpos intracelulares tanto a 5, 30 y a los 60 minutos en la condicién control (Figura 20
A-C). Se ha descrifo que la periferia celular corresponde a la membrana plasmatica y
los cuerpos intracelulares, a los endosomas. Desde los 90 minutos alcanza el

tonoplasto (Figura 20 D y E).
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En comparacion, el patrén de periferia celular y de cuerpos intracelulares se
mantiene en la condicién con Sortin2, pero el patrén de membrana intracelular es
observado desde los 60 minutos (Figura 20 F-J). Este resultado respaida que Sortin2
acelera el trafico endocitico hacia la vacuola (Pérez-Henriquez, P. et al., 2012). Al
inhibir la actividad PI4K, se aprecia que el trazador endocitico es internalizado en
cuerpos endosomales desde los 5 minutos de exposicion al tratamiento donde el patréon
de membrana intracelular es detectado desde los 90 minutos (Figura 20 K-O). Este
comportamiento es comparabie a situacion control sin el inhibidor, lo cual sugiere que
PAO 0,1 uM no afecta el trafico endocitico hacia la vacuola de caracter endégeno. Al
inhibir la actividad Pl4K en la condicién con Sortin2, los cuerpos intracelulares se
observan en toda la progresion temporal, pero el tonoplasto es detectado desde los 90
minutos de exposicion (Figura 20 P-T), en contraste con la condicién con Sortin2 sin el
inhibidor. Este resultado evidencia un posible defecto de Ia aceleracion del trafico
endocitico hacia la vacuola inducido por Sortin2 que es causado por la inhibicion de la
actividad PI4K.

Para corroborar la importancia de la actividad PI4K sensible 2 PAO 0,1 pM en el
trafico endocitico hacia la vacuola, se cuantificd la presencia del trazador endocitico en
el tonoplasto en relacion al total de células epidérmicas de la raiz primaria en cada
tiempo analizado como reflejo de la velocidad de este trafico (Figura 21 A y B). Primero
que todo, el frazador endocitico alcanza el tonoplasto en la mayoria de las células
desde los 80 minutos en la situacion control, registrandose la mayor alza en el
parametro entre los 60 y 80 minutos de progresion temporal (Figura 21 A). En contraste,

FM4-64 se localiza en el tonoplasto desde los 60 minutos en la mayoria de las células
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epidérmicas expuestas a Sortin2, lo cual es un aumento significativo con respecto a la
situacion control (Figura 21 A). Ademas, se registro la mayor alza del parametro entre
los 30 y 60 minutos de tratamiento. En ambas condiciones, el trazador se encuentra en
el tonoplasto marginalmente a los 5 y 30 minutos; en cambio, a los 120 minutos se le
detecta en el tonoplasto en casi todas las células. Estos resultados corroboran que
Sortin2 acelera el {rafico endocitico hacia la vacuola con respecto a la condicién controf
o enddgena. Al inhibir la actividad Pl4K, se observa que desde los 90 minutos el
tonoplasto es detectado en la mayoria de las células de la epidermis, aunque en un
porcentaje menor que la condicién control sin el inhibidor {Figura 21 B). También, el
mayor incremento en este parametro se registra entre los 60 a 90 minutos de
tratamiento, donde a los 120 minutos se observa que el tonoplasto es detectado en casi
todas las células (Figura 21 B). Estas caracteristicas son similares a la situacién control
sin el inhibidor, por lo que se sugiere que [a inhibicion de la actividad PI4K no afecta
mayormente el trafico endocitico enddgeno hacia la vacuola. Al inhibir la actividad PI4K
en presencia de Sortin2, se observa que a los 80 minutos el porcentaje de células con
tonoplasto positivo baja del 50% - aunque es significativamente mayor que la situacién
control - por lo que el fiempo mas temprano donde se observa la mayoria de células en
las que se les detecta el tonoplasto es a los 90 minutos (Figura 21 B). Ademas, el
mayor incremento en el parametro se registra entre los 60 a 90 minutos de tratamiento
(Figura 21 B). Estas caracteristicas reflejan que la inhibicién de la actividad Pl4K retrasa

el trafico endocitico hacia la vacuola inducido por Sortin2.
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Figura 21. Cuantificacion de la cinética del trafico endocitico gatillado por
Sortin2 al inhibir la actividad PI4K que reprime la formacién de primordios

inducida por Sortin2. Se muestra la cuantificacién de la internalizacion de FM4-64 a

5, 30, 60, 90 y 120 minutos después del pulso de FM4-64 (tiempo 0) en las células de

la epidermis de la raiz primaria de plantulas silvestres de 7 dias. En especifico, se

muestra la cuantificacion porcentual de células en las que se detecta FM4-64 en el
tonoplasto (A y B) y las intensidades de fluorescencia de FM4-64 localizada en la
membrana plasmatica (C y D) y en los compartimentos intracelulares (E y F) relativa a
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la fluorescencia total de las células epidermales de la raiz primaria. Las plantulas
fueron incubadas en el medio de cultivo liquido con DMSO 1% v/v (Control en A o
barras blancas en C y E) o con Sortin2 25 ug/mL (Sortin2 en A o barras negras en C y
E). Ademas, plantulas fueron pre-tratadas en PAO 0,1 uM por 60 minutos, el cual se
mantuvo posteriormente en el tratamiento control (Control + PAO en B o barras
blancas D y F) y en el de Sortin2 (Sortin2 + PAO en B o barras negras en D y F). Se
analizd los resultados estadisticamente mediante prueba ANOVA de una via con post-
prueba de Sidak: *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001, ns, cambio no significativo. Los
resultados provienen de 74 a 143 células epidermales en la condicién Control: de 168
a 267 celulas epidermales en la condicion Sortin2; de 107 a 168 células epidermales
en la condicién Control + PAO y de 144 a 381 células epidermales en la condicion
Sortin2 + PAO.
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Para profundizar el andlisis, los daios obtenidos de esta cuantificacion fueron
utilizados para elaborar una regresién no lineal. El mejor ajuste obtenido para todas las
condiciones fue el de una funcidon sigmoidea (Figura 21 A y B; R? condicidn control:
0.907; R? condicién Sortin2: 0.808; R? condicién PAO: 0.722; R? condicién PAO +
Sortin2: 0.766). Con este modelo se calculé el tiempo en el cual el trazador endocitico
alcanzaria el tonoplasto en el 50% de las células (t12) en cada una de las condiciones.
En la condicidn control, el t12 es de 76 minutos mientras que con Sortin2. el ty; calculado
es de 52 minutos. Se realizd un fest estadistico donde fue rechazada la hipétesis de
que ambos ty» fueran iguales (p=0,0044), lo cual reafirma que Sortin2 acelera el trafico
endocitico hacia la vacuola. Al inhibir la actividad Pi4K, el {2 es de 85 minutos, sin
embargo en la condicidn con Sortin2, su ty;; se incrementa a 65 minutos con respecto a
la situacién sin el inhibidor. Al comparar ambos parametros no se pudo rechazar la
hipotesis de que ambos 11z fueran iguales (p=0,0989), por lo {anto esto robustece que
la inhibicién de la actividad PI4K que participa en ia organogénesis de primordios afecta
en la aceleracion del trafico endocitico ambos inducidos por Sortin2. Reuniendo todos
estos datos, se sugiere que la actividad PI4K que es crucial para la formacién de
primordios inducida por Sortin2 participa en el trafico endocitico hacia la vacuola
inducido por Sortin2.

La internalizacion aparente del trazador endocitico depende de la endocitosis de
membrana plasmatica, su posterior reciclaje endocitico que redirige parte del flujo de
membrana desde los endosomas tempranos a la membrana plasmatica y el irafico neto
hacia la vacuola desde los endosomas tempranos que deja las membranas inaccesibles

al reciclaje endocitico (Figura 1). Para evaluar con un poco mas de detalle la
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participacién de la actividad Pl4K en la endocitosis y el reciclaje endocitico se evalud la
internalizacién aparente del trazador endocitico al inhibir la actividad PI4K. Esto se
realizd por medio de la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia del trazador
localizado tanto en la membrana plasmatica como en compartimentos intracelulares,
ambos normalizados a la intensidad de fluorescencia total de las células a lo largo del
tiempo (Figura 21 C - F). En la condicién control, se observa que la internalizacién
aparente de FM4-64 aumenta hasta llegar a un equilibrio desde los 30 minutos del
curso temporal (Figura 21 C-D). Este aumento dependeria exclusivamente de la accion
de la endocitosis; en cambio, el equilibrio puede ser explicado por la accién del reciclaje
endocitico en la internalizacién aparente de FM4-64. Por ende, el estudic de Ia
internalizacion aparente de FM4-64 hasta los 30 minutos permitiria el analisis de la
participacion de la endocitosis en la internalizacidn-del trazador endocitico minimizando
el aporte del reciclaje endocitico en ella.

Se observa que Sortin2 aumenta significativamente la internalizacion de FM4-64
a 5 minutos de exposicion en comparacidn al control. Esto sugiere que Sortin2
promueve la endocitosis. Ademdas, a lo largo del tiempo va aumentando su
infernalizacién aparente registrandose un aumento significativo a 80 y 120 minutos en
comparacion al control (Figura 21 C y D). Esto es coherente con que Sortin2 induce la
. aceleracién del trafico hacia la vacuola, dirigiendo parte del flujo de membrana a
compartimientos inaccesibles al reciclaje endocitico.

Al inhibir la actividad PI4K, se cbserva que la internalizacion del trazador en esta
condicidn sin Soriin2 presenta un comporiamienio bastante similar a la condicion

control sin el inhibidor. Ademas, la inhibicién de la actividad PI4K no reprime el aumento
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de la internalizacién del trazador promovido por la accién de Sortin2 en tiempos previos
al equilibrio observado en la situacién control (Figura 21 E-F). Esto sugiere que la
actividad Pl4K que regula la organogénesis de primordios no partticiparia en la
endocitosis promovida por ia accién de Sortin2. Sin embargo, el equilibrio de Ia
internalizacién del trazador endocitico en Sortin2 se pierde al inhibir la actividad Pl4K
que reprime la formacion de primordios inducida por Sortin2, aumentando
sosten-idamente a lo largo del tiempo analizado y con respecto a la situacién con PAQ
0.1 uM (Figura 21 E-F). El trafico endocitico hacia la vacuola promovida por Sortin2 esta
comprometido por la dosis utilizada del inhibidor de PI4K, por lo que no explica el
aumento de la internalizacién aparente del frazador endocitico. Por lo tanto, sugiere
primero que el reciclaje endocitico podria estar regulando activamente el trafico
endocitico hacia la vacuola inducido por Sortin2. Y segundo, la actividad PI4K que es
importante en la formaciéon de primordios inducida por Sortin2 podria participar
positivamente en el reciclaje endocitico.

También, se evaiu¢ el trafico endocitico al inhibir drasticamente la actividad Pi4K
mediante la utilizacién de-PAC 20pM (Figura 22), que afecta la formacién endégena de
raices laterales y la inducida por la accion de Sortin2. Al inhibir drasticamente ia
actividad Pl4K, se observa que el trazador endocitico permanece en la membrana
plasmatica en el tratamiento control y practicamente no es internalizado a lo largo del
curso temporal (Figura 22 A - E). Esto sugiere que la actividad Pl4K es requerida para
que la endocitosis pueda progresar. Ademas, se observa que el trazador endocitico

permanece mayoritariamente en la membrana plasmatica en la condicién con Sortin2.
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Existe presencia de cuerpos intracelulares, pero la mayoria estan cercanos a la
membrana plasmatica (Figura 22 F - J). Esto indica que la accién de Sortin2 no es
capaz de reverlir la represion del trafico endocitico causado por la inhibicion drastica de
la actividad PI4K. Por lo tanto, se sugiere que la actividad PI4K es requerida también en

la accion de Sortin2 para estimular el trafico endocitico hacia la vacuola.

4.3.2.- Evaluacidon de la partticipacion de PI4KIIBT vy PI4KIlIB2 en el trafico

endocitico inducido por Sortin2.

En este trabajo se ha vinculado la participacion de la subfamilia P14KIIIB como un
regulador negativo de la formacion endégena de primordios de raices laterales y al
mismo tiempo como un participante molecular crucial en la formacién de primordios
inducida por Sortin2. Para dilucidar si la funcién de la subfamilia PI4KIIB en la
formacion de raices laterales se sustenta por su efecto en el trafico endocitico hacia la
vacuola, se estudié la progresién del trazador endocitico a lo largo del tiempo en la
linea con pérdida de funcién de PI4KIliB tanto en la condicién control como frente al
estimulo de Sortin2 (Figura 23). Se observa gue el trazador endocitico se encuentra
mayoritariamente en la membrana plasmatica a los 5 y 30 minutos de tfratamiento
control (Figura 23 A y B), detectandose una menor poblacién de cuerpos de naturaleza
endosomal al compararlo con lo presentado en las plantulas silvestres a tiempos
tempranos. Interesantemente, desde los 60 minutes, el trazador es detectado en el
tonoplasto, tiempo mas temprano que lo observado en plantas silvestres en la condicion
control (Figura 23 C-E). Estos resultados sugieren que ia pérdida de funcion de PI4KIiB

altera el frafico endocitico hacia la vacuola, acelerandolo.
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Ademas, se observa la presencia de cuerpos intracelulares de tamafio mayor
que los de naturaleza endosomal detectados en las plantas silvestres y a 30 minutos
del curso temporal en la linea con pérdida de funcién de PI4K!IB (Figura 23 A-E). Estos
cuerpos intracelulares de mayor tamafio puede ser reflejo del defecto reportado en los
compartimientos endosomales en la linea pi4kiiiB1/pi4kiii32 (Kang, B. et al., 2011). Con
respecto a la condicién con Sortin2, se observa que la induccién temprana de ia
internalizacion del trazador endocltico registrado en las plantulas silvesfres no se
aprecia ya que FM4-64 se detecta preferentemente en la membrana plasmaticaa 5y
30 minutos de tratamiento, similar a la situacién contro! (Figura 23 F y G). Ademas, se
detecta el trazador en el tonoplasto desde los 60 minutos, tiempo similar que lo
reportado en la condicion control (Figura 23 H-J). También se registra los cuerpos
intracelulares de mayor tamafio. Estos resultados indican que la linea mutanie con
pérdida de funcién de P/4KIli es insensible a la accion de Sorfin2 a nivel del trafico
endocitico hacia la vacuola.

Para corroborar la importancia de PIM4KIIB en el trafico endocitico hacia la
vacuola, se cuantificd la deteccidon del fonoplastc en relacién al total de células
epidémmicas de la raiz primaria de la linea pi4kiii1/pi4kiiiB2 a lo largo del fratamiento
{Figura 24 A). Se observa que efectivamente el trazador endocitico alcanza el
tonoplasto en la mayorfa de las células desde los 60 minutos en la situacién control,
registrandose la mayor alza en este parametro enire 30 a 60 minutos de progresion
temporal (Figura 24 A). Esto representa una aceleracion del trafico endocitico hacia la
vacuola en la linea pi4kiii31/pi4kiiiB2 con respecto a lo reportado en las plantulas

silvestres.
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Ademas, ningan tiempo analizado presenta alguna diferencia significativa en la
deteccion del marcador en el tonoplasto al comparar la condicién con Sortin2 y la
situacion control (Figura 24 A). De hecho el ty; calculado en la condicién contro! y
Sortin2 son similares enire si {tyz control, 55 minuios; ty» Sortin2: 62 minutos:
p=0,3454). Esto corrobora que la mutante con pérdida de funcidon de PI4KI/IB es
insensible a Sortin2 en la aceleracion del trafico endocltico hacla la vacuola.

También, se evalué la internalizacién del trazador endocltico en la linea
pidkiiiB1/pi4kiii32 (Figura 24 B y C). En la condicidn control, se observa gue el aumento
de la internalizacién del frazador endocitico que se registra entre los 5 y 30 minutos en
las plantas silvestres, no es registrada en las plantulas pidkiii31/pi4kiii32. Esto sugiere
que la pérdida de funcién de PI4KIliB afecta la endocitosis endégena. En contraste, el
aumento de la internalizacién del trazador endocitico es sostenida desde los 60 minutos
hasta el final del tratamiento (Figura 24 B y C). Por ofra parte, la progresion temporal de
la internalizacidon del trazador endocitico en la condicion con Sortin2 es similar a la
condicion control (Figura 24 B y C). Estos resultados refuerzan que la mutante con
pérdida de funcién de PM4KIIB es insensible a la accién de Sorlin2 dentro del iréfico
endocitico hacia la vacuola.

Por lo tanto y reuniendo toda esta investigacion, se sugiere que PI4KIIB participa
como un regulador positivo de la endocitosis y a la vez uno negativo del posterior trafico
hacia la vacuola. En contraste, PI4K/II8 es crucial para la aceleracion del trafico
endocitico inducido por Sortin2, incluida la endocitosis. Por ende, apoya a que el frafico
endocitico hacia la vacuola es un evento celular importante en la formacién de

primordios de raices laterales en donde PI4KI/IB juega un rol esencial.
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5.- DISCUSION

El efecto de Sortin2 en la organogénesis de raices laterales se explica por la
capacidad de este compuesto de inducir un evento previo a la activacion de las células
fundadoras de raices laterales (Morales-Herrera, S., Rubilar-Hernandez, C. et al, en
revision). Este aumento en el nimero de células fundadoras de raices laterales se
traduce en un aumento en el nimero de primordios de raices laterales, los cuales
posteriormente emergen desde la raiz primaria (Morales-Herrera, S., Rubilar-
Hernandez, C. et al., en revision). En este trabajo hemos evaluado el rol de la actividad
PI3K y Pl4K y de sus productos PI3P y PI4P en la organogénesis de raices laterales
inducida por Sortin2, particularmente observando e} efecto de Sortin2 en condiciones de
pérdida de funcidn de estas proteinas. Hemos enconirado que la actividad Pl4K que
participa en el aumento del nivel de Pi4P promovido por Sortin2 es crucial para la
formacién de primordios de raices laterales inducida por Sortin2. También encontramos
que la actividad PI3K participaria en la formacion de primordios de raices laterales
inducida por Sortin2, posiblemente aumentando los niveles de PI3P en el tonoplasto.

La aplicacién de Sortin2 en plantulas promueve un aumento de los niveles de
PI3P y Pl4P en las membranas de compartimientos intracelulares de las células de Ia
ralz primaria. Interesantemente, el aumento del nivel de estos fosfatidilinositoles
fosfatos debido a la accién de Sortin2 se produce en compartimentos subcelulares que
presentan un patrén de distribucion celular similar a lo descrito en Arabidopsis (Simon,
M. et al., 2014). Esto es, el tonoplasto para el caso de PI3P mientras que el aumento de
los niveles de Pl4P se localizaria en la membrana plasmatica y en la Red Trans-Golgi

(RTG). Como Sortin2 induce el nivel de PI3P en membranas de compartimientos donde
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se encuentra enriquecido este lipido, enfonces se espera que el aumento de PI3P se
registre también en los compartimientos pre-vacuolares (CPV), lo cual requiere de mas
andlisis. La induccion del nivel de PI3P y Pl4P apoya la participacion de las enzimas
PI3K y Pl4K en el mecanismo de accion de Sortin2.

La inhibicion genética de la funcién de AfVPS34 - (nico gen que codifica para
una proteina con actividad PI3K en Arabidopsis y esencial para su desairollo (Welters,
P. et al., 1994; Lee, Y. et al.,, 2008) - sugiere que la actividad PI3K controlada por
AtVPS34 participa en la formacion de primordios de raices laterales promovida por
Sorin2. La actividad P!13K es importante en la induccion del trafico endocitico hacia la
vacuola (Leshem, Y. ef al., 2007; Kleine-Vehn, J. et al., 2008) y PI3P participa en la
maduracién endosomal que media el trafico desde RTG hacia la vacuola (Kim, D. et al.,
2001; Singh, M. et al., 2014}, por lo que es consistente que PI3P pariicipe en el trafico
endocitico que controla la formacién de nuevos primordios inducida por Sortin2 (Figura
26). No obstante, la formacion de primordios de raices laterales inducida por Sortin2 no
es afectada por Worimanina y Ly294002 en dosis que reprimen especifica pero no
completamente la actividad PI3K y por ende disminuye el nivel de Pi3P (Matsucka, K. et
al., 1995; Joo, J. et al., 2005). Al aumentar la dosis, estos inhibidores reprimen la
induccion de primordios de raices laterales inducida por Sortin2, las que corresponden
a dosis en las que son capaces de inhibir la actividad PI3K y Pi4K. Esto sugiere que la
importancia de la actividad Pl4K es mayor compa;'ativamente a la de la actividad PI3K
en la formacién de raices laterales inducida por Sortin2. Esto es consistente con que
incluso la dosis mas baja utilizada del inhibidor especifico de PI4K, PAO 0,1 uM,

reprime completamente tanto la formacion de primordios de raices laterales como el

96




aumento de Pi4P en la membrana plasmatica y en RTG promovido por la accién de
SortinZ.

En especifico, de los 12 genes que codificarian para enzimas con actividad P14K
de Arabidopsis {Mueller-Roeber, B. & Pical, C., 2002) hemos vinculado dos de elios,
Pl4KIlIB1 y PI4KIiIB2, como esenciales en la formacion de primordios de raices
laterales inducida por Sortin2. Los productos génicos de PHMKIIBT y Pl4KIIB2
efectivamente tienen actividad enzimatica y se expresan en la ralz primaria siendo
consistente con su funcidn en este organo (Delage, E. et al.,, 2012). Sortin2 no induce Ia
formacion de primordios de raices laterales en la linea mutante con pérdida de funcion
de PI4KIlB1 y PI4KIliB2, fenotipo que se recupera al adicionar exégenamente PI4P.
Esta evidencia corrobora que el nivel de PI4P es crucial en la forrnacion de primordios
inducido por Sortin2. Esta misma evidencia sugiere que las enzimas PH4KHIBT y
PI4KHIB2 no serian los blancos maleculares del compuesto Sortin2 debido a que atin en
la carencia de estas dos proteinas, el compuesto quimico es capaz de ejecutar su
accion en la formacion de primordios de raices iaterales. Por ende, el blanco molecular
de Sortin2, atin desconocido estaria a nivel de Pl4P o rfo arriba de 1a accidn de estas
PldKs.

La dosis de PAO 0,1 uM afecta ostensiblemente la induccir{&n del nivel de PI4P
promovido por Sortin2 que impacta en la formacion de primordios de raices laterales
inducida por Sortin2. Sin embargo, la insensibilidad a la represién de PAO 0,1 yM en la
formacién de primordios de raices laterales inducida por Sortin2 en la pérdida de
funcion de PI4KIIBT y PI4KITIB2 sugiere que esta dosis de PAD afecta especificamente

la actividad Pl4K dada por Pl4KHIB1 y P4KHIBZ. Por lo ianto, el aumento de Pl4P
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provecado por la accidn de Sortin2 en la membrana plasmatica y en RTG podria ser
regulado por PI4KHIB1 y PI4KINB2 para inducir la formacion de primordios de raices
laterales (Figura 26). En este sentido, PI4KII#1 se ha localizado en RTG, pero no en la
membrana plasmatica (Preuss, M et al.,, 2006; Kang, B. et al.,, 2011). Por lo que
PI4KIHB2 podria ser la responsable de aumentar el nivel de PI4P en la membrana
plasmatica, aunque es posible que la accién de Sortin2 induzea el reclutamiento ambas
quinasas en los dos compartimientos promoviendo su actividad.

En este trabajo se ha sugerido que Sortin2 induce la endocitosis y que en
conjunto PM4KHIB1 y PM4KIHIB2 participan en ella. La inhibicién genética sugiere que la
endocitosis mediada por la actividad de PI4KIIB1 y P4KIIB2 participa negativamente
en la formacion de primordios de raices [aterales inducida por Sortin2, sin embargo ia
inhibicién quimica muestra que la endocitosis mediada por la actividad de Pi4KiliB1 y
PI4KIIIB2 aparentemente no participaria en la formacién de primordios inducida por
Sortin2. Esta discrepancia hace imposible establecer el rol de la endocitosis en Ia
formacién de primordios inducida por Soriin2. En contraste, proponemos que la
aceleracién del tréfico endocitico — desde RTG/endosomas tempranos a vacuola
regulado por PI4KIIB1 y PI4KNIB2 es un factor importante en la formacién de primordios
de raices laterales. Esto es apoyado por que la pérdida de funcidn genética de
Pi4KIIB1 vy PlI4KIIB2 provoca la aceleracion del trafico endocitico hacia la vacuola
fenocopiando el efecto de Sortin2 en la formacién de primordios de raices laterales.
Esto sucede aun cuando ia doble mutante PI4KHIB1 y PIdKHIB2 tiene un menor nivel de
Pl4P que las plantas silvestres (Delage, E. et al., 2012). Ademas, la inhibicién quimica

de PMKIIB1 v PI4KHIB2 reprime la aceleracion del trafico endocitico hacia la vacuola
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promovido por Sortin2 que disminuye complietamente la formacion de primordios de
raices laterales inducido por Sortin2. Es mas, este compuesto quimico es incapaz de
inducir tanto la dinamica del trafico endocitico como la formacion de primordios de
raices laterales en la linea mutante con pérdida de funcién de PI4KIIB1 y PIAKIIB2, lo
que se explicaria por ja dependencia de Sortin2 de un nivel 6ptimo de PI4P para
efectuar la aceleracion del trafico endocitico.

Sin embargo, esta aceleracién no dependeria completamente de PI4KIIBT y
Pi4Klli32, ya que la inhibicion guimica de Pl4KHIB1 y PHKINB2 no reprime
completamente la aceleracidn del trafico endocitico hacia la vacuola promovido por
Sortin2. Se ha mosirado que existen al menos tres rutas de trafico desde el RTG hacia
la vacuola en Arabidopsis las que se ejecutan involucrando actores moleculares que
permiten diferenciar estas vias (Ebine, K., et al., 2014). Por lo tanto, es probable que
PI4KIIIB1 y PI4KHIB2 regulen alguna/s de estafs via/s de tréfico que sea en particular el
importante para la induccidn de la formacion de nuevos primordios de rafces laterales.
En nuestro laboratorio hemos encontrado que Sortin2 induce el reciutamiento de la
GTPasa monomérica RABF2b o ARA7 en Arabidopsis a compartimientos del tipo
endosomal (Morales-Herrera, S., 2017). Las proteinas RABs se ubican en el citoplasma
las que al activarse se asocian a la membrana blanco mediando el tr&fico vesicular
(Rehman, R. & Di Sansebastiano, G., 2014). En especifico, ARA7 esta localizada en
endosomas tempranos (RTG), tardios (compartimientos pre-vacuolares) y la vacuola
participando en la maduracion endosomal hacia la vacuola y definiendo una de las rutas
del trafico hacia la vacuola desde el RTG (Ebine, K. et al., 2011; Ebine, K., et al., 2014;

Singh, M. et al., 2014). Por lo tanto, seria muy interesante determinar especificamente
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la/s via/s de irafico desde el RTG hacia la vacuola que induce Sortin2 y en especial
determinar la participacion de la actividad Pl4K en la ruta de trafico hacia la vacuola que
es regulada por ARA7 enfocando el estudio en su vinculacion con la induccion de la
formacion de primordios de raices laterales (Figura 25).

Hemos sugerido que el trafico endocitico hacia la vacuola regulado por PI4P
catalizado por las actividades PI4KIIB1 y PIAKINIB2 es critico para inducir la formacién
de primordios de raices laterales en Arabidopsis thaliana. Se ha demosirado que
PI4KHIB1 y PI4KIIB2 interactian con ofra proteina RAB - denominada RABA4bD - en su
estado activo unido a GTP (Preuss, M. et al.,, 2006), con lo cual los autores proponen
gue PI4KIIB1 vy PI4KNIB2 son proteinas efectoras de RABA4b, por lo que esta RAB
modularia su actividad quinasa. Es importante evaluar si RAB4Ab es requerido en la
accién celular y en la formacién de primordios de raices laterales, ya que esta GTPasa
monomerica puede ser un candidato para ser el blanco molecuiar de Sortin2.

Pl4P es una molécula que interactia con proteinas que contienen dominios de
unién a lipidos, reclutandolas a membranas donde se enriquece localmenie el lipido
{Heilmann, 1., 2016). Como Sortin2 induce un aumento en el nivel de PI4P eh la
membrana plasmatica y compartimientos tipo RTG, se predice que proteinas que
interact(an con Pl4P serfan reclutadas a ellos. Se ha descrito que el dominio conocido
como Plekstrin homolog (PH) es un dominio proteico de unién a fosfatidilinositoles, en

especial P14P (Thole, J. et al., 2008).
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Figura 25. Modelo de trabajo: posibles factores que participarian en el
trafico endocitico hacia la vacuola modulado por fosfatidilinositoles fosfato
que estimula la formacion de primordios inducida por Sortin2. Sortin2 induce
la activacion de PI4KIIIB1 y PI4KIilIB2, reclutandose en la membrana plasmatica
(MP) y en la Red Trans-Golgi (RTG), aumentando el nivel de PI4P en estos
compartimientos. A su vez, aumenta el nivel de PI3P en el tonoplasto y
probablemente en los cuerpos pre-vacuolares (CPV) que dependeria de VPS34.
Estos eventos inducen el trafico endocitico hacia la vacuola que es requerido para
promover la formacién de primordios de raices laterales. La activaciéon de
PI4KIIIB1 y PI4KIIB2 podria ser dependiente de la activacion de RabA4b.
Componentes de la membrana plasmatica como receptores tipo quinasa CLV1 o
ACR4 podrian ser internalizados por el trafico endocitico hacia la vacuola
modulando su sefializacion asociada. En su endocitosis participarian protein-
Fosfatasas tipo 2C que son activadas por PI4P como POL1. Para su destinacion
hacia la vacuola participaria E3 ubiquitin ligasas interactuantes con PI4P como
PUB13 y el trafico asociado a ARA7.
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Segln la base de datos UNIPROT, existen 20 proteinas con dominio PH;
INTERPRO reporta 94 secuencias proteicas en Arabidopsis thaliana que contienen un
putativo dominio PH (cddige IPR001849), por lo tanto podria ser un filtro a considerar
para descubrir nuevos participantes en la formacion de primordios promovido por el
trafico endocitico regulado por Pi4P. Sin embargo, un dominio proteico PH predicho no
asegura interaccién a Pl4P, como sucede con el dominio PH de la proteina PLC
proveniente del ser humano, el cual interactia especlicamente con Pl{4,5)P, (Simon,
M. et al. 2014). Por Ilo tanto, hay que ser riguroso al proponer fa participacion de
proteinas que presentan en su secuencia estos dominios proteicos.

Por otra parte, una de las proteinas que interactia jn vifro con PI4P y otros
fosfatidilinositoles mediante un dominio proteico distinto a PH es PUB13 (PLANT U-
BOX13), proteina que posee actividad Ubiquitin E3 ligasa (Mudgil, Y. et al. 2004).
PUB13 también interacttia con RABA4b en su estado activo, io cual es concordante con
su localizacion en RTG (Antignani, V. et al., 2015). Se ha propuesto que la interaccion
entre RABA4b, PUB13 y Pl4KIilI1 en conjunto con otras proteinas reclutadas por la
interaccion con Pl4P, conformarian un microdominio en RTG que participarfa en
redirigir el trafico de proteinas hacia endosomas tardios/compartimientos pre-
vacuolares {Antignani, V. et al., 2015; Beck, M. et al., 2012). Este modelo se ajusta a
nuestra propuesta donde el trafico endocitico hacia la vacuola, dependiente de la
actividad Pl4KIIB1 y de Pl4KIIIB1, es importanie para inducir la formacion de primordios
de raices laterales (Figura 25). Seria interesante estudiar si PUB13 patrticipa en este
proceso, teniendo en cuenta también las diferentes proteinas que contengan este

novedoso dominio de union a fosfatidilinositeles tipo ARM.
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Oftras proteinas que interactuan con Pl4P son Polstergeist (POL) y su proteina
homéloga Polstergeist-like 1 (PLL1). Estas proteinas se localizan en la membrana
plasmatica, poseen actividad protein-fosfatasa tipo 2C siendo reguladores clave de la
identidad del meristema floral, foliar y radicular, dependiente de los factores de
transcripcion tipo WUSMWOX (Song, S. et al,, 2008; Gagne, J. & Clark, S., 2010). En
especifico, POL/PLL1 son reguladores que promueven la activacién transcripcional de
WOX5 en el meristema radicular de la raiz primaria (Seng, S. et al., 2008), la cual es
afectada negativamente por la via de sefializacion dependiente del receptor tipo
quinasa de membrana plasmética denominado CLV1 y su ligando CLE40 (Hobe, M. et
al., 2003; Stahl, Y. et al., 2009). PI4P aumenta la actividad protein-fosfatasa de
POL/PLL1 (Gagne, J. & Clark, S., 2010), por lo que atenuaria la via de sefializacién
CLE40/CLV1. Interesantemenie, el receptor tipo quinasa ACR4 que regula
negativamente la formacion de primordios de raices laterales, es requerido en la via de
sefializacion CLE40/CLV1 en la mantencion del meristema radicular, interactuando
fisicamente con CLV1 (De Smet, 1. et al., 2008; Stahl, Y. et al,, 2009; Stahl, Y. et al,,
2013). Ademas, se ha mostrado que CLV1 es internalizado, traficandeo hacla la vacuola
litca de manera CLV3-dependiente (un péptido homdlogo a CLEA4Q) provocando la
disminucién de la abundancia de CLV1 en la membrana plasmética (Nimchuk, Z. et al.,
2011). Por lo tanto, el tréfico endocitico hacia la vacuola dependiente de PM4KIlBT y
PI4KIHIB2 pedria regular la formacion de raices laterales a fravés de la via de
sefializacidon CLE40/CLV1/ACR4 donde la activacion de POL dependiente de Pl4P
podria modular la internalizacion del complejo CLV1-ACR4 (Figura 25). En este sentido,

existe indicios de que la localizacion de ACR4 en la membrana plasmatica depende de
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su estado de fosforilacion (Yue, K. et al., 2016). En este modelo, es crucial determinar si
WOX5 u ofro factor de transcripcion tipo WOX es requerido en la formacion de
primordios inducido por Sortin2.

También, se ha descrito que el redirigimiento del trafico de CLV'1 hacia la vacuola
requiere de VTI11, Qb-SNARE que media esta ruta de trafico interactuando con la Qa-
SNARE SYP22 (Ebine, K. et al., 2008; Ebine, K. et al., 2011; Nimchuk, Z. et al., 2011).
Existe evidencia de que SYP22 y VTI11 requieren de RABF2b para regular el frafico
hacia fa vacuola (Ebine, K. &t al,, 2014). Como hemos detectado gue la accion de
Sortin2 induce tempranamente el reclutamiento de ARA7/RABF2b en membranas
intracelulares (Morales-Herrera, S., 2017), su activacion podria ser un factor importante
en el trafico endocitico hacia la vacuola regulado por PI4KIlIB1 y PI4KiIB2 para inducir
la formacién de primordios de raices laterales en Arabidopsis thaliana (Figura 25),
aunque no es ciaro como PH4KIIB1 y PI4KIIB2 en RTG promoveria molecularmente el
reciutamiento de RABF2b a endosomas tempranos y promover el trafico endocitico
hacia la vacuola.

Por ofra parte, hemos caracterizado la accién de Sortin2 como un estimulo que
induce la organogénesis de novo induciendo la activacion de células fundadoras de
raices laterales (Morales-Herrera, S., Rubilar-Hernandez, C. et al,, en revision). Por lo
fanto, se propone que PUKIIB1 y PI4KHIB2 serian clave para aclivar las células
fundadoras de raices laterales desembocando en la induccion de la formacién de
primordios de raices laterales promovido por Soriin2. Seria importante estudiar la
dependencia de la actividad PI4K en la activacion de reguladores moleculares

tempranos de la activacién de células fundadoras como el factor de transcripcién
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GATAZ23 o la proteina MAKR4. Esta proteina asociada a membrana se acumula en la
membrana plasmatica de las células fundadoras antes del evenio de division celular
gue marca la iniciacion de una raiz lateral para generar un primordio (Xuan, W. et al.,
2015). PI4P podria regular su funcién en la formacidn de primordios inducida por
Sortin2, ya que este lipido es requerido para la correcta localizacion de MAKR4 en la

membrana plasmatica interactuando fisicamente con &l {(Simon et al., 2016).

El metabolismo de los fosfatidilfosfatos (Pls) es complejo y muy dinamico. Los
Pls son sintetizados y rapidamente utilizados por quinasas, fosfatasas y/o utilizados por
lipasas (Boss, W. & Im, Y., 2012; Heilmann, 1., 2016; Figura 26). El aumento del nivel de
Pl4P se produce a pocos minutos de la aplicacidn de Sortin2 en ias plantulas. Este
aumento inducido por Sortin2 seria conirolado por la actividad de PI4KIHBT y PI4KHiB2,
ya que la inhibicion guimica de Pl4KIlIB1 y PI4KIIB2 reprime el aumenio del nivel de
Pl4P. Es importante corroborarlo en la linea mutante con pérdida de funcién de
PI4KNIB1T y PI4KHIB2.

Por ofro lado, posterior al aumento de PI4P inducido por Sortin2 se produce una
disminucién de sus niveles tanto en la membrana plasmatica como en RTG, la cual no
dependeria de la actividad Pl4K, En este escenario se propone que PI4P podria ser
utilizado como sustrato para la sintesis de otros lipidos rio abajo dentro del metabolismo
de Pls (Figura 26), contribuyendo con los niveles de los productos que podrian
participar en la formacién de primordios de raices laterales. Uno de estos lipidos es
Pl(4,5)P,. Este es sintetizado a partir de la fosforilacion de P14P por la actividad P14P 5-

quinasa (Munnik, T. & Nielsen, E., 2011; Heilmann, 1., 2016; Figura 26).
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Figura 26. Metabolismo de Fosfatidilinositoles descrito en plantas. Representacién
esquematica que muestra los lipidos que son incluidos dentro de este metabolismo en
plantas (encerrados en cajas verdes) y su relacién sustrato-producto el cual es
determinado por las diferentes actividades enzimaticas implicadas en este metabolismo.
Entre las actividades que participan se cuentan las actividades quinasa (encerradas en
cajas rojas), actividades fosfatasa (encerradas en cajas moradas) y la fosfolipasa C (PI-
PLC, encerrada en caja amarilla). 5PTasa, 5-fosfatasa; DAG, diacilglicerol; DGK,
diacilglicerol quinasa; FAB1, fosfatidilinositol 3-fosfato 5-quinasa; PA, acido fosfatidico;
PIP5K, fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa; PTEN, fosfatidilinositol 3-fosfato fosfatasa:;
SAC, fosfatidilinositol 4-fosfato fosfatasa.
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La actividad PI4P 5-quinasa y el nivel de PI{4,5)P, aumenta en la membrana
plasmatica y en membranas intracelulares frente a diferentes estimulos (Im, Y. et al,,
2007; Van Leeuwen, W. et al., 2007; Mishkind, M. et al, 2009;) acompafiado de la
disminucion del nivel de P14P (Konig, S. et al., 2008). Por lo tanto, fa actividad PI4P 5-
quinasa podria contribuir a la disminucion del nivel de PI4P en la membrana plasmatica
y en RTG que se produce al estimular con Sortin2. En especifico, la actividad Pl4P 5-
quinasa esta codificada por 11 genes PIPK (PIPK1 - PIPK11; Heilmann, 1., 2016). Se ha
determinado genéticamente gue PIPK1 y PIPK2 participan positivamente en la
endocitosis de las células de la raiz primaria de Arabidopsis (Ischebeck, T. et al., 2013;
Tejos, R. et al., 2014), en concordancia con lo que se ha determinado para P4KIlIB1 y
Pl4Killf2 en este trabajo. En la mutante con pérdida de funcidn de PIPK1 y PIPK2
disminuye notoriamente el nivel de P1(4,5)P; provocando un aumento de sus susiratos
Pi4P y P (Ischebeck, T. et al., 2013). Por lo tanto, el estudic de ia participacion de
estas PIPK en la formacién de primordios de raices laterales promovida por Sortin2
entregaria evidencia de si la accion de Sortin2 depende del rol de Pl4P como
componente importante en este proceso o bien como sustrato impactando en el
metabolismo de los Pls.

Otro metabolito importante rio abajo de Pl4P, dentro del metabolismo de Pls, es
el acido fosfatidico (PA). Este lipido estad catalizado por la accién conjunta de la
fosfolipasa C (PLC) que cataliza la produccion de Diacilglicerol (DAG) a partir de
Pl{4,5)P> o PI4P para después participar la actividad DAG quinasa (DGK) que fosforila
a DAG y catalizar la produccién de PA (Boss, W. & Im, Y., 2012; Heilmann, I., 2016;

Figura 26). Se ha descrito que PA funciona como un segundo mensajero en plantas, ya
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que sus niveles aumentan transitoriamente frente a diversos estimulos y se ha
mostrado que interactiia y modula una miriada de proteinas blanco en respuesta a
diversos estimulos (Mcloughlin, F. & Testerink, C., 2013). También, PA participa
positivamente en la endocitosis (Li, G. & Xue, H., 2007). Por lo tanto, PA podria ser la
clave molecular que vincule la aceleracion del trafico endocitico con la formacién de

nuevos primordios de raices laterales inducida por Sortin2.

La accién de Sortin2 revela una via independiente del complejo receptor nuclear
de auxina SCFTRYAFES que participa en la induccién de la formacion de primordios de
raices laterales en Arabidopsis (Morales-Herrera, S., Rubilar-Hernandez, C. et al, en
revision). En este sentido, la formacidon enddgena de primordios y la inducida por
Sortin2 pueden ser diferenciadas segin la sensibilidad al inhibidor de Pl4K, apoyando
gque ambos procesos son diferentes o bien serian activados de manera distinta. En este
escenario, la pregunta es ¢ qué estimula el plan de organogénesis regulado por Sortin2?
Es posible que algunos estimulos del medio ambiente puedan modular este mecanismo
para inducir la formacién de nuevos primordios de ralces laterales. Si esto es asl, los
mecanismos inducides por los estimulos del medio ambiente debieran compartir
componentes cruciales que regulen el mecanismo inducido por Sortin2.

Uno de los estimulos que presenta remembranzas a la accion de Sortin2 en la
induccién de la formacién de primordios de raices laterales es el estimulo de glucosa. El
trafico endocitico inducido por glucosa incide en ia respuestia que las plantas montan
para adaptarse a los efectos de su exposicién crénica (Urano, D. et al., 2013), sin

embargo no existe ain un vinculo que relacione el rol de este trafico inducido por
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glucosa y su efecto en la organogénesis de raices laterales. En este sentido, en ei
contexto de nuestro frabajo seria importante determinar si la actividad PI4K participa en
el trafico endocitico de RGS1 que se ha planteado como es el posible receptor de
glucosa (Johnston, C. et al., 2007) y si esto tiene impacto en la formacidn de primordios
de raices laterales inducida por el estimulo de glucosa. Se ha propuesto que la
endocitosis de RSG1 desacopla la inhibicibn que causa la proteina activadora de
GTPasa en la subunidad a de proteina G heterotrimérica, por lo que activaria su
sefializacion asociada (Johnston, C. et al., 2007; Urano, D. &t al.,, 2013). Por Io tanto,
seria también interesante evaluar la participacién de la proteina G heterofrimérica en la
formacién de primordios de raices laterales inducida por Sortin2. En este sentido, la
subunidad a participa positivamente en la formacién de primordios mientras que las
subunidades B y y han sido propuestos como reguladores negativos de la
organogénesis de raices laferales (Chen, J. et al., 2006; Trusov, Y. et al,, 2007).

Recientemente, hemos vinculado que la entrada de calcio desde el apoplasto es
un evento crucial para la formacion de primordios de raices laterales inducido por
Sortin2, de similar manera que €! inducido por el estimulo mecanico {Richter, G. et 4l,
2009; Morales-Herrera, S., Rubilar-Hernandez, C. et al., en revisién;). Es importante
establecer si la actividad Pl4K participa en la formacién de primordios de raices
laterales inducida por el estimulo mecanico.

El estimulo mecanico promueve un aumento tiransitorio de ion calcio
citoplasmatico en la capa del periciclo (Richter, G. et al, 2009), lo cual se sugiere en la
accion de Sortin2 para inducir la formacion de primordios de raices laterales (Morales-

Herrera, S., Rubilar-Hemandez, C. et al., en revisién). El aumento transitorio de calcio
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citoplasmatico es una caracteristica que muchos estimulos inducen, sin embargo se ha
postulado que la dinamica de este cambio es estimulo-especifico y que codificarfa
informacion de importancia para la transduccion del estimulo que lo gatillé (Batistic, O.
& Kudla, J., 2012). Por lo tanto, es importante comparar la dinamica de i6n calcio
inducida por el estimulo mecanico y Soriin2 para inducir la formacion de primordios de
raices laterales y si este aumento de iér_z calcio citoplasmatico depende de la actividad
Pl4K. También, el rol crucial del idn calcio en la formacién de raices laterales inducida
por Sortin2 implica que la sefializacidn gue es regulada por este i6n debiese ser
activada por estos estimulos. En plantas, existen mas de 100 proteinas que interactian
con el i6n calcio cifoplasmatico y modula su funcién en Arabidopsis, entre ellas, las
calmodulinas y proteinas tipo calmodulina que se unen a sus blancos con dependencia
a calcio. También se ha descrito proteinas tipo quinasas las que son activadas, ya sea
por su interaccion directa con el ién (CDPKs) o por la interaccién con proteinas que
unen el ién (complejo CBL-CIPK) (Batistic, O. & Kudla, J., 2012). Seria importante
pesquisar cuales de estas proteinas que participan en la sefializacion de calcio participa
en la formacion de primordios de raices laterales promovida por la accion de Sortin2 y si
esta funcién es importante en respuesta al estimulo mecanico.

Por Ultimo, en este trabajo se sugiere que el tréfico endocltico hacia la vacuola -
regulado por la actividad Pl4K de PMKIIIB1 y PI4KIIB2 - es necesario en la formacion
de primordios de raices laterales inducido por Sortin2. Es crugial investigar si la entrada
de caicio desde el apoplasto y la induccidn del trafico endocitico son eventos ligados
entre si y asi proponer si estos eventos celulares son parte o no de una misma via de

sefalizacion que impacta en la formacion de primordios de raices laterales.
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6.- CONCLUSIONES

En esta tesis doctoral se concluye referido a la participacion de Pl4K y PI3K en
mecanismo de accién de Sortin2 en Arabidopsis thaliana:;

e Sortin2 induce un cambio temporal en la abundancia de Pl4P en ia membrana
plasmatica y en compartimientos intracelulares tipo TGN. El incremento de Pl4P es
regulado por la actividad PI4K que es esencial en la formacion de primordios de raices
laterales inducida por Sortin2.

eLla actividad Pl4K participa en el trafico endocitico hacia la vacuola mediado por
Sortin2.

oEn particular, de los 12 genes que codifican para Pl4K en Arabidopsis, la
actividad de PI4KiIB1 y PI4KHIB2 es esencial en la aceleracidon del trafico endocitico
hacia la vacuola inducido por Sortin2 controlando la formacion de primordios de raices
laterales inducida por Sortin2.

ol a actividad PI3K comandada por AtVPS34 participa en la formacién de raices
laterales inducida por Sortin2 posiblemente regulando la abundancia de PI3P en el

tonoplasto.

Ademas, sobre Ia participacion de Pl4K y PI3K en el plan enddgeno de desarrollo
de Arabidopsis thaliana concluimos que:

elLas enzimas Pi4KIIB1 y PH4KIIB2 participan como regulador negativo de Ia
formacion de primordios de raices laterales regulando negativamente el trafico

endocitico hacia la vacuola.

111




e La actividad PI3K es dispensable en la formacion endbgena de rafces laterales.

Por lo tanto, proponemos que el plan endégeno y la accion de Sortin2 tendrian
mecanismos distintos para inducir la organogénesis de raices laterales. En particular,
se propone que la abundancia de PI4P seria un factor clave en la formacion de novo de
primordios promovido por el trafico endocitico hacia la vacuola inducida por Sortin2. En
contraste, PI4P reprime la formacion enddgena de rafces laterales por la regulacién

negativa que ejerce en el frafico endocitico hacia la vacuola.
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