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RESUMEN

El desarrollo de las plantas, que en gran medida se establece en la etapa post-embridnica, es
producto de la proliferacion, elongacion y diferenciacion de las células que se generan en los
meristemos. La plasticidad que modifica la arquitectura de las plantas, corresponde a programas
intrinsecos de desarrollo que continuamente son modificados por sefiales endogenas, como las
hormonas y exdgenas, como los tropismos. En este trabajo se utiliz6 a la raiz de Arabidopsis

thaliana como modelo experimental para tratar de entender algunos de estos procesos.

El citoesqueleto de actina y las proteinas que modifican su actividad, han sido estudiados
ampliamente en los organismos eucariontes y sin embargo ain se desconocen muchos de los
procesos en los que participan y su regulacion. La reciente identificacion de un mutante de la
isovariante ACTINAZ2 (act2-2), con un fenotipo de ondulacion constitutiva en varios 6rganos de
la planta, acompafado de alteraciones en la distribucion de auxinas y la respuesta tropica a la

graviestimulacidn vincula especificamente a esta actina con los procesos de desarrollo.

El disefio adecuado de escrutinios genéticos es utilizado para la caracterizacion funcional
del genoma de Arabidopsis, que bien puede ser aprovechado para dilucidar la funcion
especifica de la ACT2. En este trabajo se seleccionaron plantas de la segunda mutagénesis de
act2-2 que suprimen, potencian o modifican el fenotipo original (p. €j. plantas agravitropicas); y
para algunas de las lineas genéticas se determiné que el nuevo fenotipo efectivamente se debe a
una mutacion en un gen distinto a la ACT2. Una de las lineas homocigotas con ondulacion
exacerbada fue evaluada en la respuesta trépica al impedimento mecanico y a la
graviestimulacion y se compard con la linea silvestre y la mutante act2-2. Los resultados
indican que el segundo gen mutado no afecta la respuesta tigmotropica, pero si aumenta la

respuesta a la graviestimulacion.

Los mutantes encontrados serviran para continuar la diseccion de las bases moleculares de la
funcion de la ACT2 en los procesos de desarrollo en plantas. Ademas, este trabajo es una
contribucion para apoyar a la consolidacion de la actina como una proteina con funciones
adicionales a las de andamiaje estructural celular. Asi mismo, pretende ayudar a la comprension
de la redundancia funcional de esta familia de proteinas, tan bien conservadas en la naturaleza,

asi como de las proteinas de union que la regulan.
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I. INTRODUCCION

1.1 Crecimiento y desarrollo de la raiz

En las plantas, después de la fecundacion, durante la embriogénesis, se establece el plan
corporal de desarrollo del individuo, el cual consiste en el patron tisular radial y el eje apico-
basal. Este ultimo formado por el meristemo apical, los cotiledones, el hipocotilo, la raiz y el
meristemo de la raiz. Tanto el hipocotilo como la raiz contienen meristemos apicales
indiferenciados, que mantienen esta condicion a lo largo del desarrollo de la planta, justamente
es en estos sitios donde queda localizada la proliferacion celular una vez que ha ocurrido la

germinacion (Berleth y Chatfield, 2002).

El meristemo de la raiz posee una estructura definida con un patrén establecido de tipos
celulares en los ejes radial y longitudinal, pero a su vez es de crecimiento indeterminado (es
decir, que no se agota), lo que permite que este proceso sea continuo durante toda la vida de la
planta. La distribucion radial es en anillos concéntricos donde se localizan de afuera hacia
adentro: la cofia lateral, la epidermis, el cortex, la endodermis, el periciclo y el estele (Figura
1A; Dolan et al., 1993; Schiefelbein et al, 1997; van den Berg et al., 1998). Este patron es
mantenido por la actividad de un nicho de células madre o iniciales que dan origen a todos los
tipos celulares; de un grupo de ellas emergen las células de la epidermis y la cofia lateral, de
otro las de la columela, de un tercer grupo se generan las células del cortex y endodermis y el
cuarto produce al periciclo que dara origen a las raices laterales y al tejido vascular (Figura 1B;
Schiefelbein et al., 1997). Cuatro células centrales a las células iniciales en Arabidopsis
thaliana reciben el nombre de centro quiescente, estas se caracterizan por tener poca actividad
mitdtica y un papel esencial en la organizacion y desarrollo de la raiz (Dolan et al., 1993); bajo
su influencia, una célula hija producto de cada inicial permanece indiferenciada manteniendo el
nicho de células madre; el resto se diferencian y forman parte de los tejidos (van den Berg et al.,
1998). Junto con las células iniciales, las del centro quiescente forman el promeristemo,
considerado el conjunto minimo del meristemo de la raiz (Clowes, 1961). Su origen
embrionario se puede rastrear a las células apical y basal generadas por la primera division
cigotica del embridon. De la basal proceden el centro quiescente y la cofia lateral, el resto del

promeristemo proviene de la célula apical (Scheres et al., 2002).
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Figura 1. A) Patron radial tisular del meristemo de raiz. B) Células meristematicas y sus
respectivos linajes (modificado de (Schiefelbein et al., 1997)

A lo largo del eje longitudinal de la raiz, el meristemo forma una punta distal que incluye el
nicho de células madre, la columela y la cofia lateral; en seguida, el meristemo proximal
presenta una poblacion de células en division; aquellas que abandonan el meristemo se elongan
y posteriormente maduran. Estos cambios en el comportamiento celular permiten la distincion
de tres zonas de desarrollo: la meristematica, donde se llevan a cabo el mayor nimero de
divisiones celulares; la de elongacion, sitio de expansion celular; y la de maduracion, en la que

tiene lugar la diferenciacion final (Figura 2).

Las células iniciales atraviesan un proceso de division continua y de expansion. En la zona
meristematica, la expansion es lenta y no polarizada, lo que mantiene a las células en un tamafio
constante. Existe un desplazamiento continuo hacia la zona de elongacion, donde la expansion
se torna longitudinal y altamente polarizada. El grado y orientacion de este proceso es regulado
por la disposicion de la pared celular (Scheres et al., 2002). A medida que se expanden las
células, se diferencian progresivamente. Este hecho se produce por la activacion diferencial de
algunos genes y la represion de otros en parte regulados por sefiales posicionales (Iyer-Pascuzzi

y Benfey, 2008).
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Figura 2. Zonas de desarrollo de la raiz primaria: zona meristematica (zme), de elongacion (ze)
y de maduracion (zma), (Schiefelbein et al., 1997).

La raiz tiene dos funciones primordiales: la del anclaje de la planta y la de la absorcion del agua
y los nutrientes del sustrato. Su arquitectura depende tanto del componente genético como del
ambiental; pues factores como la humedad, la temperatura y la composicion del suelo pueden
modificarla. La absorcion de agua y nutrientes es facilitada por los pelos radiculares que

aumentan la superficie de absorcion.

1.2 Crecimiento ondulatorio y helicoidal, movimientos nasticos y nutacionales

En la raiz, como en otros 6rganos vegetales, se han descrito movimientos producidos por el
crecimiento diferencial de sus partes. Dos tipos fueron identificados en las raices de Arabidopsis
crecidas en placas de agar y se conocen como crecimiento ondulatorio (waving) y crecimiento

helicoidal (skewing).

Okada y Shimura (1990) observaron que si las semillas de Arabidopsis se sembraban en placas
con agar duro y se inclinaban a 45° las raices tenian un crecimiento ondulatorio (waving)
siguiendo un patréon sinusoidal caracterizado por tipicos componentes de frecuencia y amplitud
(Figura 3A). Este proceso lo asociaron con la torsion periddica de las filas de células de la
epidermis en la zona de elongacion, dada por el curvamiento de la punta de la raiz. Asi, cuando
la rotacion de la punta es en sentido de las manecillas del reloj, la curva es hacia la izquierda, y

si es en el sentido contrario la curva resulta a la derecha (Okada y Shimura, 1990). Aunque
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posteriormente se vio que esta torsion no es necesaria para el crecimiento ondulatorio (Mullen et
al., 1998; Sedbrook et al., 2002; Buer et al., 2003; Thompson y Holbrook, 2004) su aumento
conlleva a un fenotipo con ondas mas comprimidas (Mochizuki et al., 2005). El movimiento de
waving ha sido interpretado como consecuencia de la interaccion entre el tigmotropismo y el
gravitropismo positivo (ver seccion 1.2.1). La raiz crece hacia abajo siguiendo el vector
gravitacional, a medida que esto ocurre la punta se reorienta al chocar contra el agar de forma
que se evite el obstaculo; de este modo se adquiere un patron constante de ondulaciones a la

derecha y a la izquierda (Okada y Shimura, 1990).

La desviacion del crecimiento de la raiz del vector gravitacional se conoce como crecimiento
helicoidal o skewing (Figura 3B). En los ecotipos de Arabidopsis mas estudiados (Landsberg
erecta, Wassilewskija y Columbia) este movimiento es hacia la izquierda (Rutherford y
Masson, 1996). Algunas hipoétesis lo definen como el resultado de la conjuncién del estimulo
mecanico de choque contra el agar y la tendencia de la raiz a crecer siguiendo un patron
helicoidal (Migliaccio y Piconese, 2001). También se ha propuesto que es producto de la
interaccion entre la expansion celular anisotrdpica, la respuesta al choque contra el agar y la
orientacion de los microtabulos (Furutani et al., 2000; Sedbrook et al., 2002; Nakajima et al.,
2004; Fortunati et al., 2008). La composicion del medio y/o el microambiente (p. ej. la
concentracion de la sacarosa, los nutrientes y el etileno) pueden modificar este tipo de

crecimiento (Buer et al., 2003).

Existen muchos genes implicados y mutantes afectados en estos dos tipos de crecimiento (Tabla
1; Oliva y Dunand, 2007). Aquellos con crecimiento helicoidal alterado se agrupan en tres
clases: la primer incluye a los que aumentan la desviacion hacia la izquierda como skul y sku2
(Rutherford y Masson, 1996) y los mutantes de tubulina leftyl y lefty2 (Abe et al., 2004); la
segunda clase a los que crecen de forma recta aun inclinados a 45° como hy5 (Oyama et al.,
1997); y la tercera clase son aquellos en los que la desviacion se da hacia la derecha: sprl, spr2
(Furutani et al., 2000) y el mas recientemente descubierto rhal (Fortunati et al., 2008). Por otra
parte, los mutantes afectados en crecimiento ondulatorio incluyen a algunos relacionados con la
distribucion de las auxinas y el gravitropismo entre los que se encuentran los mutantes alterados
en los transportadores de auxinas como pin2 (Mullen et al., 1998), y otros como wav2-1 que
codifica para una proteina con homologia a las o/ hydrolasas (Mochizuki et al., 2005) y wagl

y wag?2 que codifican para cinasas (Santner y Watson, 2006).



Tabla 1. Mutantes de Arabidopsis afectados en el crecimiento helicoidal y ondulatorio de la raiz
(traducida de Olivay Dunand, 2007).

Mutante

agravitropicl
(agrl/wavé6/eir
1/pin2)
aux1-31/wavs-
31

CLAVATA3/ES
R-Related
protein 40
(cle40)
Cobra-1 (cob-
1), Cobra-2
(cob-2)

ethylene
overproducerl
(etol-1)

eto2-1

leftyl

lefty2

long hypocotyl
5 (hy5)

no hydrotropic
response 1
(nhrl)
reduced root
gravitropism
(rgrl/axrd)
root curl in
NPA (rcnl)

short

hypocotyl2
(shy2-2)

shy2-22

shy2-24

Funcién de la
proteina

Transportador de
eflujo de auxina

Transportador de
influjo de auxina

Proteina homologa al
ligando de clavate3

Proteina anclada-
glicosilfosfatidilinosit
ol; involucrada en la
orientacion de la
expansion celular
Acido 1-
aminociclopropano-
1-carboxilico-sintasa
(ACS5) involucrada
en la sintesis del
etileno

Represor de la
actividad de ACS
Tubulina-a-6

Tubulina-o-4

Proteina con motivo
bZIP

Desconocida

Desconocida

Subunidad reguladora
A de la fosfoproteina
fosfatasa 2A

IAA3, miembro de la
familia de Aux/IAA,
regulador de auxina

Desconocida

Desconocida

Crecimiento
helicoidal

Tendencia a
enrollarse

Tendencia a
enrollarse

Aumentado a

la derecha

Aumentado a
la izquierda

Aumentado a
la izquierda

Aumentado a
la izquierda
Aumentado a
la izquierda

Aumentado a
la izquierda

Aumentado a
la izquierda

ND
Aumentado a

la izquierda

Aumentado a
la derecha

ND

ND

ND

Crecimiento
ondulatorio
Suprimido

Suprimido

Ondas cortas,
curvas
pronunciadas

Suprimido

Suprimido

Suprimido

ND

ND

Suprimido

Comprimido

Normal

Irregular

Suprimido

Comprimida

Frecuencia
aumentada de
la onda,
mayor
amplitud,
formacion de

Otras caracteristicas
fenotipicas

Respuesta disminuida a la
gravedad, reduccion de
pelos radiculares
Respuesta disminuida a la
gravedad, reduccion de
pelos radiculares

Elongacion reducida de la
raiz

Elongacién reducida de la
raiz

Elongacion reducida de la
raiz

Arreglos helicoidales con
giro hacia la derecha en
MT corticales de raiz,
tallos cortos de la
inflorescencia, hipocotilos
y pétalos girados hacia la
izquierda

Arreglos helicoidales con
giro hacia la derecha en
MT corticales de raiz,
tallos cortos de la
inflorescencia

Elongacion celular
aumentada en hipocotilos y
pelos radiculares, respuesta
gravitropica alterada
Respuesta gravitropica
acelerada, incompetente a
respuesta hidrotropica
Respuesta gravitropica
reducida

curling aumentado,
formacion alterada del
apice de la raiz primaria
Raiz corta, pocas raices
laterales, no responde a la
luz roja, hipocotilos cortos,
hojas encorvadas hacia
arriba, formacion de las
hojas en la oscuridad
Raiz corta, raices laterales
abundantes y largas

Raiz corta, raices laterales
abundantes y largas

Referencias

(Okaday
Shimura,
1990)
Okada y
Shimura,
1990

Hobe et al.,
2003

Yuen et al.,
2005

Yuen et al.,
2005

Yuen et al.,
2005

Thitamadee
etal., 2002

Thitamadee
etal., 2002

Oyama et al.,
1997

Eapen et al.,
2003

Mullen et al.,
1998

Deruere et
al., 1999

Tiany Reed,
1999

Tiany Reed,
1999
Tiany Reed,
1999
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skul, sku2

skub

spirall
(sprl/sku6)

spiral2
(spr2/torl)

tryptophan2
(trp2)

tryptophan3
(trp3)

tryptophan5
(trp5/wvcl)

wagl

wag2

Wave
dampened?2
(wvd2-1)

wvd2-likel
(wdl1)

wave
dampened6
(wvd6)

wavy growth 1
(wavl)

wavy growth
2.1 (wav2)

Desconocida

Glicoproteina anclada
al
glicosilfosfatidilinosit
ol extracelular
phosphatidylinositol-
anchored
glycoprotein

Proteina de 12-kD,
probable acoplador
intermolecular

Proteina asociada a
microtibulos

a triptofano sintasa

B1triptofano sintasa

olantranilato sintasa
(ASA1)

Cinasa

Cinasa

Proteina hidrofilica
de23-kD con dominio
KLEEK

Proteina hidrofilica
de 23-kD con
dominio KLEEK

Proteina con motive
de union a GTP
(RHD3)
Desconocida

Proteina BUD
EMERGENCE 46
homologa a o/

Aumentado a
la izquierda
Aumentado a
la izquierda,
tendencia a
enrollarse

Aumentado a
la derecha

Casi vertical

ND

ND

ND

Normal

Normal

Aumentado a
la derecha

Aumentado a
la derecha

Reducido

Reducida

Reducida

bucles
ND

ND

Movimientos
a la derecha
aumentados y
a la izquierda
reducidos

Normal

Amplitud
aumentada,
fenotipo
comprimido
Amplitud
aumentada,
fenotipo
comprimido
Amplitud
aumentada,
fenotipo
comprimido
Longitud de
onda
aumentada
Amplitud de
onda
aumentada
Suprimido

Suprimido

Reducido

Reducida

Longitud de
onda corta

Reduccion en la tasa de
crecimiento de la raiz
Raiz corta, hipocotilos
etiolados cortos, torsion
aumentada en hipocotilos
etiolados

Células del cortex y
endodermis de la raiz e
hipocotilos con
crecimiento anisotropico
reducido; peciolos y
pétalos con torsiones a la
derecha

Hojas de roseta y pétalos
con torsiones contrarias al
sentido de las manecillas,
hojas caulinas se enrollan
en direccion contraria a las
manecillas

El fenotipo es
consecuencia de la
sobrexpresion de WVD2.
Raices cortas y gruesas,
células de cortex y
epidermis pequeiias, CFR
hacia la izquierda en los
peciolos de las hojas de
roseta de plantas
homocigotas

Raices cortas y gruesas,
células de cortex y
epidermis pequetias, CFR
hacia la izquierda en los
peciolos de las hojas de
roseta de plantas
homocigotas

Raiz corta, aumento en el
diametro de la raiz

Respuesta hidrotropica
aumentada, respuesta
gravitropica y fototropica

Rutherford y
Masson, 1996
Sedbrook et
al., 2002

Furutani et
al., 2000;
Sedbrook et
al., 2004

Furutani et
al., 2000

Rutherford et
al., 1998

Rutherford et
al., 1998

Rutherford et
al., 1998

Santner y
Watson, 2006

Santner y
Watson, 2006

Yuen et al.,
2003

Yuen et al.,
2003

Yuen et al.,
2003

Okaday
Shimura,
1990
Okada y
Shimura,
1990;




hidrolasa alteradas Takahashi et

al., 2002;
Mochizuki et
al., 2005
wavy growth Proteina BUD ND Reduced Mochizuki et
2.2 (wav2) EMERGENCE 46 al., 2005
homologa a o/
hidrolasa
wavy growth 3~ Desconocida ND Longitud de Respuesta hidrotropica Okada y
(wav3) onda corta aumentada Shimura,
1990;
Takahashi et
al., 2002

El crecimiento diferencial vegetal puede darse en un evento sencillo o en patrones repetidos, lo
que resulta en cambios en la orientacion o en la forma de un organo. Entre ellos, los
movimientos nasticos corresponden a las respuestas a estimulos no direccionales (Figura 3C);
en ellos el crecimiento diferencial puede ser parte de la ruta normal de desarrollo del 6rgano, o
bien, puede ser iniciado directamente como respuesta a algin estimulo ambiental y aumentar su
frecuencia conforme el estimulo se intensifique. Segln el estimulo al cual responden pueden ser
movimientos: fotondsticos (luz), nictinasticos (oscuridad), quimionasticos (quimicos o
nutrientes), hidronasticos (agua), termonasticos (temperatura), geonasticos (gravedad) y/o

tigmonasticos (tacto) (Darwin, 1906).

Un ejemplo de movimiento nastico es la epinastia, donde la parte superior de un 6rgano crece a
una tasa mayor que la inferior; un ejemplo se observa durante el desarrollo normal de la hoja
cuando pasa de una posicion vertical a la horizontal de la hoja madura, esto ocurre como
resultado del crecimiento diferencial con movimiento basipétalo a lo largo del peciolo en
dicotiledoneas o de la misma hoja en monocotiledoneas (Hart, 1990). Otros ejemplos son el
patron epinastico extremo que sigue a la fecundacion de Cyclamen hederifolium donde el tallo
del pedunculo se enrolla sobre si mismo en un periodo de tiempo cercano a los 5 dias (Figura
3C; Macdonald y Hart, 1987) o el movimiento termonastico de algunas flores en las que los
diferentes efectos de la temperatura sobre la tasa de crecimiento de la epidermis interna y

externa de los pétalos resultan en la abertura y cierre de la flor (Hart, 1990).

Al crecer los apices de las raices, los brotes o los coledptilos lo hacen siguiendo movimientos
laterales describiendo arcos o espirales en vez de seguir una linea recta, a esto se le conoce
como movimientos nutacionales y abarcan desde los irregulares de las plantas jovenes hasta los
rotatorios regulares de la circumnutacion observada en organos maduros (Hart, 1990). El
término circumnutacion fue introducido por (Darwin y Darwin, 1880), quienes llamaron de esta

forma a la actitud ondulatoria en la que crecian las raices de avena, roble y chicharo. Los



movimientos de torsion no estan limitados a las raices, sino que también se presentan en la parte

aérea aunque son menos visibles; un ejemplo es el patron de movimientos que siguen durante

A) B)

C)

L 4

TIME

Figura 3. A) Crecimiento ondulatorio. B)
Helicoidal (modificado de Oliva y Dunand,
2007). C) Movimiento nastico de Cyclamen
hederifolium (tomado de Macdonald y Hart,
1987). D) Movimiento nutacional de Phaseolus
multiflorus registrado en el primer internodo a
intervalos de 15 min (tomado de Johnson y
Heathcote, 1973).

su crecimiento las plantulas de frijol
(Phaseolus multiflorus), registrado en el
primer internodo a intervalos de 15 min

(Figura 3D; Johnson y Heathcote, 1973).

La forma y direccion del movimiento
nutacional varia segun la especie; la
velocidad y el alcance también son
versatiles, no solo entre especies sino
dentro de un mismo individuo de acuerdo
con su etapa de desarrollo y condiciones
de crecimiento (Hart, 1990). La
circumnutacion ocurre como
consecuencia de cambios regulares en las
tasas de elongacion celular dentro de un
mismo organo. Dichos cambios pueden
ser efectos de estimulos externos, o bien
de algin factor endégeno, como las
diferencias naturales en las tasas de
crecimiento de los tejidos en etapas
ondulatorias de crecimiento a nivel
celular, o las fluctuaciones en algin
aspecto de la actividad reguladora del

crecimiento (Hart, 1990).

Los movimientos nutatorios no son
dirigidos, a diferencia de los tropismos
que reorientan el eje de crecimiento con
respecto a un estimulo. En relacién con
ellos, se sabe que los movimientos
nutatorios continuan durante la respuesta
gravitropica (Heathcote, 1982), e incluso

se ha observado circumnutacidon en

organos expuestos a una minima estimulacion gravitacional (Brown y Chapman, 1984; Brown

y Chapman, 1988). Lo anterior sugiere que estos dos tipos de movimientos o crecimientos

8



diferenciales son procesos independientes; aunque en conjunto, los movimientos nutatorios, el
gravitropismo positivo y el tigmotropismo negativo, han sido relacionados con el crecimiento

ondulatorio detectado en las raices (Migliaccio y Piconese, 2001).

1.2.1. Tropismos y otras formas de movimiento vegetal. Las plantas como organismos sésiles
que son, deben permanecer durante toda su vida en el mismo sitio de su germinacion, por lo
tanto han evolucionado estrategias que les permiten sobrevivir a los diversos tipos de estrés
ambiental a los que quedan expuestas. En buena medida, la plasticidad se expresa en el
crecimiento en direccion de algin estimulo ambiental o para evitarlo; entre ellos pueden
mencionarse la gravedad, la luz, el tacto, la humedad, los nutrientes, el oxigeno y la

temperatura (Figura 4).

Los movimientos vegetales ocurren por dos tipos de mecanismos: cambios en la turgencia
celular y/o cambios diferenciales en el crecimiento (Hart, 1990). Los primeros son variaciones
reversibles en el tamafo de células especializadas que desencadenan el movimiento de
apéndices; como el de las hojas de Mimosa pudica (Kameyama et al., 2000). Mientras que los
segundos resultan de patrones diferenciales de crecimiento dentro, o entre los 6rganos vegetales,
tal es el caso del doblamiento o bending que ocurre en las plantas como consecuencia del
crecimiento hacia la luz unilateral por
el efecto del ciclo circadiano o al ser
tocadas. Este movimiento también
puede ser controlado de forma
endogena como parte del plan de

desarrollo.

Los tropismos ocurren por cambios en
el crecimiento y se vinculan con la
direccion del estimulo ambiental al
cual responden. Este no sélo es el

responsable de iniciar el crecimiento

diferencial, sino que también regula su

=

0 o e ‘%@@" ® - patron y distribucidon en la planta. Las
P, FREFD y Oy
principales fuentes responsables de
Figura 4. Las plantas quedan sujetas a diversos generar una respuesta trépica son la luz
factores que afectan significativamente la forma y y la gravedad, aunque también las de
crecimiento de sus oOrganos. P. ej: la luz, la
gravedad y los obstaculos fisicos; ya sean rocas,
otras raices o una capa de sustrato mas dura
(Modificado de Monshausen et al., 2007)

tipo mecanico generan movimientos de



crecimiento direccional, especialmente en las raices y los zarcillos (Simons, 1992). Los
tropismos son de importancia fundamental, pues permiten a la planta optimizar la adquisicion
de recursos, le conceden movimiento, ajuste y orientacion a sus o6rganos de manera que la toma
de energia, agua y nutrientes sea la mas favorable (Hart, 1990). Ademas de permitirle
aclimatarse al ambiente, son factores significativos en la determinacion de la arquitectura de las

plantas.

La secuencia de eventos detras de una respuesta tropica es: la recepcion del estimulo, la
mediacion fisiologica y la transduccion de la sefial en el crecimiento diferencial de los 6rganos
de la planta, ya sea inhibiéndolo o estimulandolo. Diversos estudios sustentan a las auxinas
como los principales fitorreguladores responsables de promover el crecimiento diferencial en las
respuestas tropicas. En concordancia con la teoria quimiosmética, la localizacion asimétrica de
los transportadores de eflujo PIN-FORMED (PIN) en la membrana plasmatica determina el
transporte polar de esta hormona, y responde a estimulos ambientales alterando en conjunto la

respuesta de crecimiento del 6érgano (Friml, 2003).

Fototropismo. La curvatura dirigida de los dérganos como respuesta a la intensidad y calidad de
la Iuz azul se conoce como fototropismo. En Arabidopsis los receptores asociados a este
fenomeno, son las fototrofinas PHOT1 y PHOT?2, flavoproteincinasas asociadas a la membrana
plasmatica (Briggs y Christie, 2002) que se autofosforilan como respuesta al espectro de luz
azul, entre 400-500 nm (Short et al., 1994), lo cual se traduce en la distribucion heterogenea de
las auxinas, responsable del crecimiento diferencial. El como la activacion de las fototrofinas
lleva un cambio en el transporte de las auxinas se desconoce, pero existe evidencia de que la luz
reduce el almacenamiento vacuolar de las mismas y mantiene la localizacion plasmatica del
transportador de salida de esta hormona PIN2 (Laxmi et al., 2008). La sefializacion por Ca*" es
prerrequisito para una respuesta fototropica, al igual que para la formacion del gradiente de

auxinas.

El modelo clasico para el estudio del fototropismo son los coledptilos, aunque este fenomeno
también se ha estudiado en plantulas, raices y tallos. Estudios en coleoptilos de maiz
demuestran que las auxinas no se degrada ni se sintetiza de NOVO en respuesta a la luz, sino que
se redistribuyen (Mullen y Kiss, 2008). En el tallo, la irradiacion unidireccional de las plantulas
a luz UV-A/azul activa el crecimiento del flanco alejado del estimulo y lo reprime sobre el que
incide la luz, dando un fototropismo positivo. Este proceso es de especial importancia ya que al
direccionar el crecimiento eficientiza la captura de la luz para la fotosintesis. Las raices de la

mayoria de las plantas crecen hacia el lado opuesto del estimulo, por lo que presentan

10



fototropismo negativo (Okada y Shimura, 1992). Sin embargo, dependiendo de la calidad de la

luz las raices de Arabidopsis pueden responder positiva o negativamente (Kiss et al., 2003).

Hidrotropismo. La arquitectura radicular también es modulada por la localizacion de la fuente
de agua. El hidrotropismo es el crecimiento dirigido en relacion con el gradiente de humedad y
juega un papel dominante en el desarrollo del sistema radicular (Hart, 1990). En ocasiones
cuando las plantas colonizan un sustrato tienen que vencer la fuerza de gravedad para encontrar
agua (Eapen et al., 2005). La sefializacion comienza en la cofia, sitio donde se percibe el
gradiente de humedad. El analisis de este fendmeno no ha sido facil pues la respuesta de la raiz
a la gravedad oculta el hidrotropismo positivo (Takahashi et al., 1996). Boonsirichai y
colaboradores (2002) propusieron que el transporte lateral de las auxinas reorienta a la raiz en
direccion al sitio donde se localiza la humedad. La percepcion del estimulo ocasiona la
degradacion de los amiloplastos en las células de la columela, accion necesaria para imponerse
al gravitropismo (Takahashi et al., 2003). El mutante de mayor relevancia para este tipo de
estudios es el no hydrotropic response (nhrl), incapaz de desarrollar respuesta hidrotopica, pero
competente en la respuesta a la gravedad y al choque, sugiriendo que estos son procesos
independientes (Eapen et al., 2003). El hidrotropismo tiene por reguladores positivos al acido
abscisico (ABA) y al etileno, que al mismo tiempo son reguladores negativos del gravitropismo
(Cassab, 2008). Estudios con este mutante indican que la primera fase de la respuesta
hidrotrépica es mediada por el ABA, responsable de activar una H'-ATPasa de la membrana
plasmatica que inhibe los cambios en el pH necesarios para el gravitropismo. Una vez que la
raiz detecta la humedad, existe un asa de retroalimentacion entre las auxinas y el etileno lo que
conlleva a la degradacion de los amiloplastos. Un comin denominador entre los tropismos es la

sefializacion dada por el Ca*" y esta no es la excepcion (Eapen et al., 2003).

Gravitropismo. La fuerza gravitacional es una de las constantes en la evolucion de la Tierra que
ha jugado un papel importante en el desarrollo no sélo de las plantas, sino de todo organismo
vivo. El crecimiento direccional ante este estimulo se conoce como gravitropismo. Aunque cada
organo esta caracterizado por una direccion preferencial de crecimiento en relacion con el
vector gravitacional, generalmente puede distinguirse que las raices se han adaptado para crecer
en direccion al centro de la Tierra y el tallo hacia arriba en direccidon opuesta a éste (Darwin y

Darwin, 1880).

El primer eslabon en la respuesta gravitropica es la percepcion de esta fuerza por parte de la
planta. Al respecto existen dos corrientes explicativas: la teoria de los estatocitos y la teoria de
la presion gravitacional. La primera reconoce a los granulos de almidéon denominados

amiloplastos como los principales sensores de la gravedad. Estos son susceptibles a
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sedimentacion dentro de las células especializadas que los contienen, conocidas como
estatocitos (Sack, 1997; Kiss, 2000; Morita y Tasaka, 2004). En la raiz, la columela ha sido
propuesta como la responsable de generar gran parte de la sefial, pues sus células tienen la
mayor tasa de sedimentacion de amiloplastos (Blancaflor et al., 1998). En la parte aérea los
estatocitos se encuentran en la endodermis de dicotiledoneas (Kiss, 2000; Morita y Tasaka,
2004) y en el pulvinus en monocotiledoneas (Allen et al., 2003). La sedimentacion de los
estatocitos se ha asociado con los microfilamentos de actina, pues se ha observado que se
incrementa al inhibir su polimerizacion (Hou et al., 2004; Palmieri y Kiss, 2005), lo que lo
situa como elemento importante en la transduccion de sefiales resultado de la percepcion de la
gravedad. Por otro lado, la teoria de la presion gravitacional propone que es el protoplasma
completo el sensor de la gravedad, y que detras del inicio de la respuesta se encuentra su tension
y compresion contra la matriz extracelular (Wayne y Staves, 1997). Aunque existen mutantes
con gravitropismo alterado afectados en la biosintesis de almidon, esta no es evidencia
suficiente para descartar la tesis de la presion gravitacional, ya que esta explica la existencia de
mutantes que conservan su gravitropismo aun en condiciones de deficiencia de amiloplastos

como en el mutante phosphoglucomutase 1 (pgm1) (Caspar y Pickard, 1989).

La recepcion del estimulo induce la apertura de canales de Ca®*, suscitando la entrada de este y
otros iones y produciendo cambios en el pH citoplasmico, lo que activa la distribucion polar de
las auxinas con la formacion de un gradiente de concentracion que desencadena el crecimiento
diferencial. En la raiz, a diferencia de la parte aérea, el sitio de percepcion y transduccion del
estimulo no es el mismo en donde ocurre la respuesta, ya que lo primero se situa en el
meristemo y el curvamiento de la raiz en la zona de elongacion (Boonsirichai et al., 2002). El
gradiente de auxinas creado en la columela se transmite de forma basipétala. La mayoria de las
mutaciones que afectan el gravitropismo resultan tener relacion estrecha con la sintesis, la

respuesta y/o el transporte polar de las auxinas (Wisniewska et al., 2006).

Tigmotropismo. La respuesta al choque o tigmotropismo es también un factor modelador del
crecimiento vegetal, ademas de capacitar a las plantas para evadir objetos o bien, asirse a otros
elementos del medio. Los zarcillos son un ejemplo de este fenomeno, su tigmotropismo es
positivo pues crecen hacia el elemento rigido y lo envuelven; en contraste, las raices
generalmente lo hacen en direccion opuesta al obstaculo, ya sean rocas, otras raices o una capa
de sustrato mas dura (Biddington, 1986). En 1880, Darwin y su hijo hicieron observaciones de
raices que durante su crecimiento al encontrarse con obstaculos tomaban una forma oblicua
dando una vuelta de 90° para tomar una nueva direccion (Darwin y Darwin, 1880). Ahora se
sabe que esto ocurre como consecuencia de la curvatura de la raiz en dos sitios, la primera de

tipo convexa en la zona central de elongacion y la segunda de caracter concavo en la zona distal
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de elongacion (Mullen et al., 2000; Massa y Gilroy, 2003b). Las células que responden al
choque y la gravedad estan muy cercanamente relacionadas en la cofia (Massa y Gilroy,
2003a), incluso se ha propuesto que la percepcion de la gravedad deriva de un aparato ancestral

de percepcion mecanica (Trewavas y Knight, 1994).

Ademas de afectar el crecimiento de la raiz, el tigmotropismo resulta en cierta pérdida del
gravitropismo, pues suele oponerse al vector gravitacional. Aunque se desconoce la ruta de
transduccion, se ha sugerido que ambas vias interaccionan en la columela para coordinar el
crecimiento de la raiz (Massa y Gilroy, 2003b). La expresion de genes inducida por la respuesta
tigmotropica en Arabidopsis es amplia, mas del 25% de los genes se activan. Algunos codifican
para proteinas de union a Ca®*, modificadores de la pared celular, proteinas de defensa, factores
de transcripcion y algunas cinasas (Braam, 2005). Resulta dificil dilucidar el mecanismo de
transduccion que esta detras de este fendmeno, pero se han propuesto como candidatos de
sefalizacion canales mecanosensibles, cascadas de sefializacion dependientes de Ca’", al etileno

y las giberelinas (Mitchell, 1996).

Como se ha visto, las respuestas tropicas se encuentran muy relacionadas entre si, por lo que no
es descabellado pensar que comparten sus rutas de sefalizacion, en especial los eventos que
involucran la redistribucion de auxinas. Un ejemplo de ello es un regulador comun del
mecanismo de deteccion de la luz, la gravedad, el choque y la humedad: WAV2 (ver Tabla 1).
Esta proteina inhibe el encorvamiento en respuesta a estos estimulos ambientales mediante la
inhibicion de la rotacion de la punta de la raiz (Mochizuki et al., 2005). Ya que la estimulacion
hidrica, la gravitacional y la de choque modulan la actividad de la columela, es posible que las
interacciones entre los receptores de estos estimulos, que incluso podrian estar utilizando los
mismos componentes de sefializacion, reconcilian a los tropismos al alterar el flujo de auxinas
responsable de dirigir el crecimiento diferencial que determina la arquitectura radicular (Eapen

et al., 2005).

1.3 Citoesqueleto

Durante mucho tiempo se ha pensado en el citoesqueleto como una red de estructuras
poliméricas rigida, basicamente con funciones de soporte, movilidad, divisién celular y como
barrera. Adicional a sus funciones estructurales, se ha detectado que los principales elementos
que lo conforman, los microtibulos y los microfilamentos, estan sometidos a multiples vias de
sefializacion. Y aunque anteriormente este sistema se creia exclusivo de eucariontes, ahora se
sabe que las bacterias tienen estructuras comparables (Shih y Rothfield, 2006). En eucariontes

el sistema comprende tres tipos de filamentos proteicos: los de actina o microfilamentos, los de
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tubulina o microtibulos y los filamentos intermedios; cada uno con caracteristicas mecénicas y
dindmicas particulares. Estos sistemas son dinamicos y adaptables, pueden subsistir periodos de
tiempo variables adecuando su ensamblaje a los requerimientos celulares. Este dinamismo le
confiere a las células eucariontes la propiedad de formar diversas estructuras que proveen de

organizacion espacial para muchos procesos (Alberts et al., 2008).

Las funciones del citoesqueleto son multiples. Participa en procesos fundamentales como son la
mitosis, la citocinesis, la polaridad celular y el trafico vesicular interno. En las células vegetales
posee otras mas particulares; como la construccion y morfogénesis de la pared celular, la
regulacion de la pérdida de agua por movimientos de las células guarda de los estomas, el
crecimiento del tubo polinico, la elaboracion de apéndices como tricomas y pelos radiculares, y
la mediacion fisioldgica en las respuestas tropicas (Taiz, 2006). Las funciones especificas
dependen de la distribucién y arreglo de sus componentes y del modo en el que su
comportamiento es modificado por proteinas que se asocian tanto a los polimeros como a las
subunidades. En conjunto, el citoesqueleto tiene un papel activo en modular las respuestas de

las plantas frente a los cambios en su ambiente.

Los mondémeros se ensamblan por conducto de enlaces no covalentes débiles, hecho que permite
la reorganizacion regulada y rapida del sistema. Primero se forman protofilamentos que

conceden resistencia y adaptabilidad a los polimeros fibrosos, y dinamismo en sus extremos.

Proteinas accesorias que se unen a los microfilamentos y microtubulos, forman parte del bagaje
de elementos del citoesqueleto. Estas proteinas de union, regulan su distribucion espacial, a la
vez que determinan la localizacién y cinética del ensamblaje. Es mediante ellas que el sistema
queda sometido al control de sefiales intracelulares y extracelulares para cambiar su forma y

disposicion (Janmey, 1998).

Los microfilamentos y los microtibulos en plantas son esencialmente idénticos a los de
animales, pero forman diversas estructuras que reflejan caracteristicas especiales y cobran
especial importancia en la integracion y procesamiento de sefiales tanto ambientales como

hormonales (Wasteneys y Yang, 2004).

1.3.1 Microfilamentos. Se trata de polimeros helicoidales de la proteina actina constituidos por
dos protofilamentos paralelos que giran uno sobre otro describiendo una estructura de hélice de
rotacion hacia la derecha, con un giro repetido cada 34-38 nm, resultando en una estructura

flexible con un diametro de 5-9 nm (Sheterline, 1998).
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El citoesqueleto de actina tiene funciones distinguibles en gran parte de las células eucariontes,
participa en la localizacion del plano de division, en la elongacion y la determinacion de la

forma de la célula (Sheterline, 1998).

La organizacion de los microfilamentos resulta en una gran variedad de haces, redes
bidimensionales y mallas tridimensionales. Respecto a su localizacion, aunque estan dispersos
en el citoplasma de la célula, su concentraciéon es mayor justo por debajo de la membrana

plasmatica (Sheterline, 1998).

Dentro del filamento todos los mondémeros de actina tienen la misma orientacion alrededor del
eje del polimero y cada uno dispone de un sitio de unién para una molécula de ATP o ADP
(Figura 5). La polimerizacion ocurre de modo polarizado de forma que la adicion de nuevos
monomeros es preferencial en uno de los extremos. Aunque la actina puede polimerizarse en
ausencia del nucledtido (De La Cruz y Pollard, 1995), en condiciones fisiologicas el
ensamblaje y desensamblaje de los microfilamentos esta acoplado a la hidrélisis de ATP via un
sistema cinasa-fosfatasa (Mitchinson, 1995). En términos de polimerizacion, la forma ATP-
actina polimeriza mas rapido y se disocia mas lento que la forma ADP-actina. Una vez que el
monoémero se une al filamento, el ATP se hidroliza y el fosfato inorganico permanece atrapado
en el sitio nucleotidico durante algunos minutos antes de ser liberado, de manera que pueden
existir tres distintas regiones en el filamento: una de crecimiento rapido con mondémeros de
actina unidos a ATP, otro dominio con una moderada tasa de crecimiento, cuya forma ADP-Pi a
retiene el fosfato inorganico y una porcion con régimen de despolimerizacion cuyos mondomeros
se encuentran unidos a ADP. Cada region tiene ligeras diferencias conformacionales y con
distinta afinidad por las proteinas de unién a la actina, lo que impone una segunda asimetria en
el filamento dado que los dos extremos de cada polimero son distintos. Esto tiene un efecto muy
importante en las velocidades de crecimiento, ya que el extremo con ATP tiene adicion
preferente de mondémeros de actina, mientras que en el extremo contrario lo preferente es la
disociacion. Este proceso dinamico es esencial y lo guia tanto la hidrélisis del nucleotido, como

las abundantes proteinas de unién a actina (Zheng et al., 2007).

15



; C -
= 1199,140,143 285271 G0

Ll T b 348,351,374 inhydophobicSn s 2] 170-174
SIS v:- P, plug . Py,
" £ - \ e )g

285266

b AR
LN b

Figura 5. Modelo de Oda et al., 2009 de la estructura de la ACTINA. A) Subunidad ADP-
actina con el nucleotido en rojo y la region bisagra en verde. B) Dos mondémeros indicando las
uniones longitudinales dentro de un protofilamento. C) Tres monoémeros de actina mostrando
las interacciones laterales entre los dos protofilamentos. Los subdominios estan numerados del
1-4, se indican los residuos involucrados en las uniones.

Hay drogas que alteran la polimerizacion de los microfilamentos ya sea porque la toxina se une
fuertemente al filamento o a la subunidad libre que forma el polimero. La latrunculina B, por
ejemplo, se une y estabiliza los mondémeros de actina, produciendo una despolimerizacion de los
microfilamentos (Yarmola et al., 2000). Las moléculas organicas citocalasina D y la faloidina se
unen a la actina en el microfilamento alterando su polimerizacion; la primera bloquea el
extremo de crecimiento rapido del filamento, nuclea la polimerizacion y acorta a los filamentos;
la segunda, se une en la interface entre las subunidades de actina, de forma mucho mas fuerte a
los filamentos que a los mondmeros, previniendo su despolimerizacion y promoviendo la

polimerizacion (Cooper, 1987).

El uso de marcadores de las fibras de actina ha permitido visualizar su disposicién dentro de la
célula. El dominio de uni6n a actina de la talina de raton y la fimbrina de plantas, acoplado a

marcadores sirve de herramienta para visualizarlos dentro de las células (Sheterline, 1998).

1.3.2 Microtabulos. Son cilindros largos y huecos formados por subunidades de tubulina. Cada
cadena se constituye de heterodimeros de las isovariantes a y B. Cada monomero tiene un sitio
de union para una molécula de GTP. La tubulina o mantiene su nucleotido sin hidrolizar pues
queda atrapado fisicamente en la interfase del dimero. El GTP del mondémero B puede

encontrarse bi o trifosfatado y también puede ser hidrolizado (Alberts et al., 2008).

Los heterodimeros de tubulina acoplan un protofilamento apuntando siempre en la misma

direccion. Trece de estos dispuestos paralelamente forman un microtubulo con un didmetro
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aproximado de 25 nm. La polimerizacion requiere de la hidrolisis del nucleotido GTP, y ocurre
a partir del centro organizador de microtibulos o centrosoma. El extremo cercano a esta
estructura crece mas lento y se conoce como (-), ubicado en el lado contrario se localiza el
extremo (+) que crece mas rapidol. De la misma forma que los microfilamentos, los
microtubulos presentan polaridad estructural; las tubulinas o quedan expuestas en el extremo (-)
y las B en el (+) (Figura 6). Es esta propiedad en la que se sustenta la dindmica de ensamblaje

(Desai 'y Mitchison, 1997).

La distribucion de las fibras de tubulina depende del tipo de célula y del momento en el se
encuentre dentro del ciclo celular, por ejemplo, durante la interfase se encuentran
mayoritariamente en la region submembranal, en la preprofase se ubican en la banda distintiva
de esta fase, durante la mitosis abundan en los polos y en la citocinesis en el fragmoplasto

(Alberts et al., 2008).

Para su estudio se aprovechan drogas que alteran a los microtibulos, la colchicina es una de
ellas. Esta se une y estabiliza las subunidades de tubulina libres, provocando la
despolimerizacion de los microtiibulos; por el contrario, el taxol, se une a ellos y los estabiliza
generando un incremento en la polimerizacion (Schiff et al., 1979). De igual forma que para los
microfilamentos, para los microtubulos se utilizan construcciones traduccionales con dominios

de union a la tubulina como herramienta para visualizar estas estructuras (Alberts et al., 2008).

ko - M P s S o i S i et i |

Figura 6. Estructura del heterodimero de tubulina y microtubulo (tomado de (Alberts et al.,
2008).

17



1.3.3 Papel del citoesqueleto en el crecimiento, tropismos y sefializacion. En plantas y animales
existen semejanzas y diferencias en la dinamica del citoesqueleto de actina, que pudieran estar
reflejando funciones compartidas o especializadas entre estos reinos (Hightower y Meagher,
1986). En plantas la morfogénesis esta bajo el control de numerosos factores ambientales, por lo
que no es sorprendente que el citoesqueleto esté involucrado en el crecimiento, los cambios

fisiologicos y en las respuestas tropicas (Nick, 2007).

Tres ensamblajes de microfilamentos son relevantes en el crecimiento celular: los paquetes de
microfilamentos subcorticales, los pequefios paquetes confinados al citoplasma cortical y la
actina-G libre (Wasteneys y Galway, 2003). El crecimiento circunscribe a la division y
elongacion celular, ante lo cual la determinacion del plano de division y la construccion y
modificacion de la pared son eventos de gran importancia, pues limitan a cierto numero de
posiciones en la estructura tridimensional de un o6rgano en desarrollo. En este sentido, las
interacciones intracelulares del citoesqueleto incluyen las de microtiibulos y microfilamentos
para la formacion de la banda preprofase y el fragmoplasto durante el ciclo celular y también en

la profase con el ensamblaje de los ejes encargados de separar a los cromosomas (Lloyd, 2001).

Una vez determinado el plano de division por la banda preprofase, la agregacion de vesiculas
provenientes del Golgi organizada por el fragmoplasto (un complejo de microtubulos y reticulo
endoplasmico) forma la placa celular. Esta es precursora de la pared celular y crece del centro a
la periferia a medida que nuevas moléculas son acarreadas al exterior (Taiz, 2006). Los
filamentos de actina estan involucrados en el transporte extrinseco de estas vesiculas
(Sheterline, 1998). Por otra parte, los microtibulos corticales forman vias que direccionan a lo
largo de la superficie de la membrana plasmatica a los complejos encargados de la sintesis de
celulosa las cuales limitan la direccionalidad de la elongacion (Giddings y Staehelin, 1991). Por
lo tanto, la determinacion del plano de division y la elongacion son factores importantes que

dirigen el crecimiento y desarrollo de las células y 6rganos vegetales (Lloyd, 2001).

La generacion y el mantenimiento de la organizacion celular direccional son fundamentales para
la morfogénesis. La corriente citoplasmica y el crecimiento polarizado ejemplificado por el
crecimiento de los pelos radiculares y los tubos polinicos, estan determinados por la polaridad
establecida por los microfilamentos (Hepler et al., 2001). Como se menciond anteriormente,
esto se debe a que la exocitosis de vesiculas provenientes del Golgi que provee de los
precursores para la sintesis de la pared de la célula en expansion, se encuentra bajo el control de

los microfilamentos de actina (Volkmann y Baluska, 1999).
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Ademas, el citoesqueleto ha sido identificado como componente importante de multiples vias de
sefalizacion que responden a factores ambientales, como son la luz, la temperatura, la gravedad
o el estimulo mecanico (Baluska y Hasenstein, 1997; Monshausen et al., 2007; Mullen y Kiss,
2008). Siendo participes en este sentido de las respuestas tropicas de plantas. También este
sistema dinamico queda sujeto a estimulos internos tales como los de tipo hormonal o propios
del desarrollo. Abunda la evidencia de que el transporte polar de auxinas y su redistribucion son
acontecimientos determinantes para el crecimiento y desarrollo de las células vegetales. Estos
procesos en Arabidopsis son mediados por la familia de proteinas transportadores de eflujo PIN
y adicionalmente facilitado por la familia de transportadores de influjo AUXIN1 (AUX) y LIKE
AUX1 (LAX). La familia de transportadores de eflujo cuenta con ocho miembros, cada uno con
expresion y localizacion celular especifica, pero sujeta a cambios guiados por sefales de
desarrollo y ambientales. Entre ellos, sobresale la relocalizacion de PIN3 en las células de la
columela como respuesta a la graviestimulacion. Es destacable, que la dindmica subcelular de
los transportadores de eflujo e influjo entre los endosomas y la membrana plasmatica es

dependiente de los microfilamentos de actina (Friml y Palme, 2002; Friml et al., 2002).

Ademas del rol en crecimiento y morfogénesis, recientemente se ha demostrado la importancia
de la dindmica de la actina en procesos relacionados con redes de sefializacion cuya funcion es
transformar estimulos ambientales en sefiales celulares y en respuestas (Thuleau et al., 1998).
Entre ellos algunos ejemplos son: el posicionamiento de los cloroplastos y los movimientos
especializados de las células guarda de los estomas en respuesta a la luz, las respuestas a la
gravedad y al choque, y las interacciones planta-patogeno (Volkmann y Baluska, 1999).
Adicionalmente, asi como en vertebrados e invertebrados, en las células vegetales también se ha
encontrado evidencia de la presencia de la actina en el nucleo de las células (Cruz y Moreno
Diaz de la Espina, 2009); y asociada a ella, se ha implicado a esta proteina en distintos procesos
nucleares, tales como la remodelacion de la cromatina, la regulacion de la expresion genética,
de la transcripcion, en el procesamiento del RNA y la exportacion nuclear (Miralles y Visa,
2006; Chen y Shen, 2007; Vartiainen, 2008). Tan s6lo por mencionar uno de los ejemplos de
esta naturaleza; en animales se ha detectado que la actina-G nuclear regula la localizacion y
actividad del myocardian-related SRF coactivator (MAL), un coactivador transcripcional del
factor de transcripcion serum response factor (SRF), que regula la respuesta transcripcional a

estimulos externos (Miralles et al., 2003).

1.4 Actina

Para fines de esta tesis se profundizara en la descripcion de la actina, particularmente de lo que

se conoce en Arabidopsis thaliana que es el modelo de estudio utilizado.
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La secuencia de nucléotidos y como consecuencia, la estructura de la actina, han permanecido
muy bien conservadas. Los genes presentan aproximadamente 100 nucleétidos de UTR 57, 200
nucleotidos de UTR 3’y 1200 nucleétidos de region codificante. La posicion de los intrones es
mas variable, pero se conserva dentro de cada grupo filogenético. La proteina, de entre 374-375
aminoacidos, resulta en un peso aproximado de 42 kDa (Ampe y Vandekerckhove, 2005). El

extremo amino terminal, presenta cierta variabilidad pero siempre conserva su caracter acido.

Los modelos de la estructura tridimensional de la actina, tanto de la actina-G como de la actina-
F, resueltos desde 1990 (Holmes et al., 1990; Kabsch et al., 1990), la sittan en la actualidad en
la misma clase estructural que la chaperona hsp70, la proteina de division celular FtsA y
algunas cinasas (Hurley, 1996). Es una proteina globular formada por dos dominios conectados
covalentemente en la base de la molécula por dos hebras de la cadena polipeptidica, conocida
como regién bisagra; cada dominio esta formado por un par de subdominios. En la parte central
de la molécula justo entre los dominios, se encuentra el sitio més conservado de la molécula que
es donde se une el nucleotido de adenosina (ADP o ATP); este es un sitio hidrofébico con
contribucion de los subdominios 3 y 4, esta formado por una porcion de una hélice o (Arg-210-
Glu-214), una hélice 3, (Gly-302-Tyr-306) y por la Lys-336 (Flaherty et al., 1991). La union
del nucleotido estabiliza a la molécula para la interaccion con otros monomeros y con otras
proteinas (De La Cruz et al., 2000). Cuatro iones Ca>" estan unidos al monémero de actina, uno
de ellos, en intima asociacion con el nucledtido y los residuos Aspll, Gln 137, y Asp 154
(Kabsch y Holmes, 1995), recibe el nombre de ion primario o catalitico. Los otros tres estan
unidos a los subdominios 1, 2 y 4 en la superficie de la molécula. Residuos de los cuatro

subdominios contribuyen a la union del nucleodtido y del cation (Otterbein et al., 2001).

La estructura helicoidal caracteristica de los polimeros de actina muestra una hélice de 10 nm de
diametro (Milligan et al., 1990) sustentada en dos tipos de conexiones; las interacciones
longitudinales dentro de un protofilamento y las laterales entre los dos protofilamentos. Las
primeras, son resultado de las uniones entre residuos del subdominio 3 y de los subdominios 2 y
4 (Figura 5B). Las laterales ocurren por la insercion de una protuberancia formada entre los
subdominios 3 y 4 de un mondémero en una ranura del otro protofilamento, formada por residuos
del subdominio 3 de un monoémero superior y el subdominio 2 de un mondmero inferior (Figura
5C). El extremo que crece con mayor velocidad es en el que quedan expuestos los subdominios
1 y 3, mientras tanto el de crecimiento mas lento es el extremo formado por los subdominios 2 y

4 (Oda et al., 2009).
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Figura 7. Representacion de la actina-G unida a ADP y al inhibidor de la polimerizacion
tetrametil-rodamina-5-melimida (TMR). Los cuatro subdominios se marcan de un color distinto:
subdominio 1 (morado). 2 (verde), 3 (amarillo) y 4 (rojo). También se visualiza el ADP unido al
centro de la molécula y los cuatro iones Ca®" representados como esferas rojas (tomado de
(Otterbein et al., 2001).

Para alcanzar su conformacion nativa, la actina requiere de las chaperonas moleculares CCT
como asistentes en su plegamiento (Rommelaere et al., 2004). Por esta razon, resulta dificil su

expresion en bacterias y por ello se han elegido otros modelos eucariontes para su estudio.

1.4.1 Filogenia. El citoesqueleto eucarionte de actina parece haber evolucionado a partir de
precursores ancestrales procariontes, aunque se sugiere cierta relacion con el principal operon
de determinacion de la morfologia celular en bacterias murein cluster e (mreB) (van den Ent et
al., 2001); las tunicas propiedades totalmente conservadas entre la actina y MreB son la
estructura tridimensional de la molécula, su actividad como ATPasa y los contactos
longitudinales entre las subunidades que les confieren la capacidad de ensamblar filamentos

analogos (Lowe y Amos, 2009).

La superfamilia multigénica de esta proteina, desciende de duplicaciones y divergencias de un
gen ancestral. Estd muy bien conservada y generalizada dentro de los eucariontes; dicha
ubicuidad trae como consecuencia que las filogenias producto de la alineacion de secuencias de
actina resulten grupos que corresponden a clasificaciones taxonémicas convencionales: plantas,
hongos, artropodos, protozoarios, moluscos y cordados, (Hennessey et al., 1993; Sheterline,
1998). Sin embargo, pequefias variaciones en la secuencia de aminoacidos pueden generar
diferencias significativas en sus propiedades intrinsecas como la estabilidad termodinamica y
las caracteristicas de la polimerizacion, asi como la afinidad por otras proteinas de unién; por lo

que no todas las isoformas son funcionalmente equivalentes (Rubenstein, 1990). Evidencia de
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esto es la localizacion diferencial de las distintas isovariantes y su afinidad especifica por otras

proteinas (Sheterline, 1998).

La mayoria de las especies presentan varias isoformas de actina codificas por distintos genes,
aunque también hay organismos como el nematodo Caenorhabditis elegans, donde multiples
genes de esta familia codifican para una secuencia de aminoacidos practicamente idéntica
(Landel et al., 1984). El nimero de genes de actina varia drasticamente entre los eucariontes;
mientras que Saccharomyces cerevisiae cuenta con un solo gen, el raton tiene 35 (McDowell et
al., 1996b). En organismos superiores, la clasificacion de esta proteina se establece por el tipo
celular en el que se expresa; por ejemplo, las actinas en el humano son especificas, ya sea para
tejidos con musculo cardiaco, esquelético o liso; o bien, se localizan unicamente en la fraccion
citoplasmica (Ponte et al., 1983). Las isoformas de invertebrados mantienen mayor semejanza

en su secuencia de aminoacidos

Las actinas de plantas tienen un origen monofilético; la secuencia ancestral, deducida de estos
genes se ha relacionada con la del alga Volvox carterii, ha transitado por una serie de
duplicaciones y mutaciones, logrando familias gigantescas como la de petunia que contiene mas
de 100 secuencias en su genoma. Ademads, en plantas, estos genes tienen mayor divergencia
entre las especies, por ejemplo, las actinas de la soya y las del arroz tienen de 6-10% de
sustituciones no sinonimas entre ellas, lo que contrasta con el 3-7% encontradas entre las actinas
citoplasmicas y musculares de animales (Hightower y Meagher, 1986). Los de plantas estan
separados en dos grandes clados que contienen secuencias de monocotiledoneas y

dicotiledoéneas (McDowell et al., 1996b).

En Arabidopsis la familia de genes de actina se ha analizado en detalle, incluso cada uno se ha
clonado, secuenciado y caracterizado (McDowell et al., 1996b). Esta familia multigénica esta
formada por diez genes que codifican para las ACT1, ACT2, ACT3, ACT4, ACTS, ACT7,
ACTS, ACT9, ACT11 y ACT12. De estas isovariantes, ocho son funcionales y la ACT5 y ACT9
son pseudogenes. Existen seis distintas subclases dentro de esta familia (Figura 8), tres de estas
son pares de genes intimamente relacionados que difieren Unicamente en una sustitucion
conservativa en su secuencia de residuos de aminoacidos (ACT2 y ACT8, ACT1 y ACT3, ACT4
y ACT12; McKinney y Meagher, 1998).

La alineacion de las secuencias de intrones y las secuencias que flanquean a los diez genes no
revelan similitud, reflejando un posible mecanismo de la regulacion en el patron de expresion
(McDowell et al., 1996b). A grandes rasgos, por el patron de expresion, existen dos grupos de

actinas: las vegetativas y las reproductivas; cuyos genes al parecer divirgieron de una misma
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secuencia ancestral hace aproximadamente 400 millones de afios (Meagher et al., 1999a), previo
a eventos significativos en la evolucion vegetal, tales como la radiacion de angiospermas y la

separacion de las monocotiledoneas.

Figura 8. Relacion filogenética de los genes de actina de Arabidopsis thaliana (tomado de
McDowell et al., 1996).

1.4.2 Patrdn de expresion en Arabidopsis thaliana. Las familias de actina de plantas contienen
subclases ancestrales que han adquirido funciones y patrones de expresion especializados
(McDowell et al., 1996b); asi, cinco de las seis subclases de actina en Arabidopsis son
reguladas de distinta forma y una no se expresa a niveles experimentales detectables. Es
importante notar que los genes mas relacionados tienen patrones de expresion similares. ACT1 y
ACT3 lo hacen preferencialmente en el polen maduro (McDowell et al., 1996b), los meristemos
florales en desarrollo, los carpelos, los 6vulos, (Huang et al., 1997) durante el desarrollo
embrionario y de la semilla (Meagher et al., 1999a) y fuertemente en hipocotilos etiolados
(Huang et al., 1997). La de ACT4 y ACT12 incluye al polen maduro y al tejido vascular joven.
Mientras que ACT11 predomina en el polen maduro, los évulos (McDowell et al., 1996a), los
meristemos florales en desarrollo y los carpelos (Huang et al., 1997). Por lo que estas cinco
actinas, ACT1, ACT3, ACT4, ACT11 y ACT12 se expresan mayoritariamente en oOrganos

reproductivos.

Por otro lado, ACT2 y ACT8 tienen un patron constitutivo en la mayoria de los tejidos vegetales,
siendo mas abundantes en la raiz (An et al., 1996). La ACT7, de respuesta a auxinas, es
mayoritaria en tejidos vegetativos, aunque preferencialmente se observa en tejidos jovenes a
diferencia de la ACT2 que permanece en tejidos maduros; ademas se expresa en el hipocotilo y
en la cubierta de la semilla (McDowell et al., 1996a). A estas tres actinas se les denomina como
vegetativas, aunque también pueden expresarse en oOrganos florales como los pétalos, los
sépalos, los filamentos, el estilo y el estigma; quedan excluidas del polen maduro, los 6vulos,

los embriones y las semillas latentes (Meagher et al., 1999b).

23



Aun con la diversificacion de los patrones de expresion, varias de las isoformas practicamente
idénticas se expresan al mismo tiempo en una célula. Quizas la evolucion de este sistema tan
diverso no soélo dirige el desarrollo de la célula vegetal, sino que también le permite responder

rapidamente a un amplio espectro de cambios ambientales (Meagher et al., 1999a).

1.4.3 Proteinas de unién a actina. La actina participa en mas interacciones proteina-proteina
que ninguna otra proteina conocida (Dominguez, 2004). Las multiples funciones que desempefia
son orquestadas por las proteinas de union a actina (ABP) que controlan el estado de los
filamentos, al modificar el balance entre las tasas de polimerizaciéon y despolimerizacion,
permitiendo asi su dinamismo y versatilidad. La funcion de estas proteinas es controlada por
numerosas sefiales, que incluyen al i6n Ca®’, el pH, los fosfoinositoles y/o la fosforilacién

(Ayscough, 1998).

Aunque existe un gran nimero de proteinas de unioén a actina en las células eucariontes (se han
caracterizado al menos 70 clases en todos los eucariontes), la mayoria pueden agruparse en un
reducido conjunto de familias funcionales y estructurales. Son capaces de interactuar con la
actina monomérica, con los microfilamentos o con ambas. McCurdy y col. (2001) las clasifican
segun su funciéon en dos categorias: aquellas que afectan el ensamblaje o dindmica de las
subunidades y aquellas que acoplan los microfilamentos en estructuras de mayor complejidad.
Algunas regulan el ensamblaje y desensamblaje del filamento (profilina, timosina [4,
ADF/cofilina, gelsolina, proteinas capping), otras la nucleaciéon de novo (ARP2/3, WASP),
estan las que entrecruzan o entrelazan los filamentos (fimbrina, filamina, vilina, o-actinina) o
las que intervienen en la formacion de estructuras supramoleculares, como adhesiones focales
(vinculina, talina, paxilina, integrina), u otras interacciones de membrana (espectrina, anquirina,

aducina) (Hussey et al., 2002) (Figura 9).

La naturaleza conservada de la actina sugiere que algunas de las ABP caracterizadas para otros
organismos tienen sus homologos también en plantas (Hightower y Meagher, 1986). Tras la
comparacion de genomas se evidencid que las plantas no se acercan a las 70 clases hasta ahora
identificadas, s6lo 36 de estas proteinas presentes en hongos y animales tienen su equivalente en
Arabidopsis; algunas de las cuales se describen en la Tabla 2 (Wasteneys y Yang, 2004). Esta
aparente desventaja se compensa con la expansion en la diversidad de isovariantes de las ABP
que si estan presentes en este reino (Hussey et al., 2002), que ademas también se agrupan segiin
su patron de expresion en las clases vegetativas, constitutivas o reproductivas. En relacion a que
muchas células vegetales tienen una arquitectura y actividad especializada es posible que tengan

un conjunto muy particular de proteinas de unioén a actina.
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Figura 9. Proteinas de union a actina y su funcion (tomado de Ampe y Vandekerckhove,

2005).

Tabla 2 Proteinas de union a actina en el citoesqueleto de plantas (traducida de Wasteneys y

Proteinas que
interactiian con
actina
Fimbrinas

Vilinas
Gelsolinas
CAP

Cap y coopera con
ADFs

Enlazar la actina
Enlazar la actina

Cap y corta actina
Capping barbed end

polinico
Crecimiento y
division celular

Desconocida
Desconocida

Desconocida
Desconocida

Yang, 2004).
Proteina Actividad Bioquimica Funcion celular Referencia
Subunidades del Nucleacion y Morfogénesis de Decks y Hussey
complejo ARP2/3 ramificacion de tricomas y células (2003)
filamentos epidérmicas de hoja
Forminas Nucleacion filamentos Desconocida Deeks et al. (2002);
no ramificados Cheung y Wu (2004)
Profilinas Secuestro de G-actina ~ Morfogénesis celular Kovar et al. (2000)
y posiblemente y crecimiento
polimerizacion
ADF/cofilina Corta actina Crecimiento del tubo ~ Hussey et al. (2002)

Katelaar et al.
(2004a)

McCurdy et al.
(2001)
Klahre et al. (2000)
Huang et al. (2004)
Huang et al. (2003)
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Cada ABP es afin a la actina en distinta proporcion segun el estado en el que se encuentre, ya
sea como mondémero, como filamento, unido a ATP o a ADP; dicha interaccion diferencial es
guiada por las variaciones en las caracteristicas fisicas y quimicas de cada estados por lo que no
es sorprendente que también entre isovariantes se presente este fenomeno. En conjunto, las
familias de actinas y de ABPs tienen diversidad funcional manifestada a través de las
diferencias en la regulacion de sus genes, en su secuencia de aminoacidos y en las interacciones

proteina-proteina, que dirigen el desarrollo multicelular (Kandasamy et al., 2009).

1.4.4 ACTINA 2. Pertenece a la clase de las actinas vegetativas de Arabidopsis, su expresion a
nivel de mRNA es la mas abundante, incluso en algunos o6rganos vegetales llega a representar el
50% del mRNA de esta familia multigénica (An et al., 1996). Dutrante la germinacion tiene una
fuerte expresion en el meristemo apical y en la raiz en expansion. En plantas jovenes la
expresion de la ACT2 se reparte en todos los tejidos de la raiz, incluyendo la vasculatura, el
cortex, y la epidermis y en los pelos radiculares. Se sugiere que esta involucrada en el desarrollo
de las raices, los cotiledones, las hojas (Meagher et al., 1999b) y de los pelos radiculares

(Gilliland et al., 2002).

ACT2 se localiza en el cromosoma 3, y a diferencia del resto de los miembros de esta familia
multigénica, este gen contiene so6lo dos pequefios intrones, equivalentes y en la posicion
conservada del segundo y tercer intron del resto de las actinas. La secuencia codificante se
encuentra intacta y es completamente colineal con los otros genes de actina (McDowell et al.,

1996b).

Aunque divergieron de un ancestro comun hace aproximadamente 25-50 millones de afios, tal
vez desde el origen de las Brassicacea, la ACT2 y la ACT8 pertenecen a la misma subclase
(McDowell et al., 1996b). Estan saturados de sustituciones sinonimas, por lo que los dos genes
codificarian la misma proteina si no fuera por una sustitucion conservativa que produce en el
residuo tres de su secuencia de aminoacidos un cambio de un acido glutamico por un acido

aspartico.

Mutantes en ACT2, ya sean de pérdida de funcion (alelos nulos) o funcién parcial, muestran
defectos en la iniciacion y elongacion de pelos radiculares (Gilliland et al., 2002; Ringli et al.,
2002; Nishimura et al., 2003), no asi en otros Organos, a pesar de que su expresion es
predominante en todos los tejidos vegetales. El alelo act2-2D de ganancia de funcioén posee una
mutacion puntual provocando la conversion de la arginina 149 por una cisteina. Este residuo de
aminoacido se localiza en el subdominio 3 de la superficie del extremo que crece mas rapido de

la molécula de actina y esta cercano al sitio de asociacion con otros mondémeros. Los cables de
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actina-F del mutante act2-2D son mas cortos que en las plantas silvestres e incluso que en los
mutantes de pérdida de funcion. Ademas del fenotipo alterado en el inicio y elongacion de pelos
radiculares, el mutante de ganancia de funcion presenta defectos en la elongacion de las células
epidérmicas de la raiz en especial de los tricoblastos y en el crecimiento de la parte aérea

(Nishimura et al., 2003).

La ACT2 muestra equivalencia funcional en la elongacion de pelos radiculares con las
isovariantes ACT1 y ACT7. La alteracion de este proceso asociado a la pérdida de funcion del
mutante act2-1 se suprime con la expresion ectopica de cualquiera de ellas. (Gilliland et al.,
2002). Las dobles mutantes act2-1 act7-1 desarrollan un fenotipo mas severo que las mutantes

sencillas, evidencia del sinergismo entre las actinas de esta subclase.

27



I1. ANTECEDENTES

La raiz de Arabidopsis se ondula cuando las plantas son crecidas en placas con agar duro y son
inclinadas a 45° respecto al vector gravitacional. Esto ha sido adjudicado a un efecto de
circumnutacion y tigmotropismo debido a la obstruccion fisica que representa la superficie de

agar para el crecimiento de la raiz (Okaday Shimura, 1990).

No son pocos los mutantes de crecimiento ondulatorio descritos hasta el momento (ver Tabla 1);
muchos de los cuales poseen defectos especificos en la respuesta a auxinas, al gravitropismo, a
la sefalizacion del etileno y/o alteraciones en las propiedades de su pared celular (Okada y
Shimura, 1990; Simmons et al., 1995; Mullen et al., 1998; Rutherford et al., 1998; Buer et al.,
2003; Hobe et al., 2003). Sin embargo, no se ha logrado disefiar un modelo que describa este

fenomeno.

A partir de la caracterizacion del mutante recesivo de ganancia de funcion de Arabidopsis con
fenotipo de crecimiento ondulatorio constitutivo en placas verticales, al que se le denominé
actin2-2 (Lucio, 2008), surge el interés por conocer el origen y repercusiones en el desarrollo y
en las respuestas fisioldgicas de la ACT2. El patrén de crecimiento de la raiz es muy parecido al
gue se observa por el efecto tigmotrdpico en placas inclinadas, sin embargo, por experimentos
farmacoldgicos pareciera no ser un mutante de tigmotropismo constitutivo (Garcia-Ponce,
comunicacién personal). Ademas en la parte aérea se observan otros fenotipos de curvamiento,
torsiones y bending en distintos érganos, lo que apoya a que al menos no sélo es un efecto

tigmotropico (Figura 10).

Cabe recordar que los tres alelos nulos de ACT2 ademés de los mutantes afectados
puntualmente descritos hasta el momento, presentan solo problemas en la iniciacion y/o
crecimiento de los pelos radiculares (Gilliland et al., 2002; Ringli et al., 2002; Nishimura et al.,
2003), con excepcion de act2-2D que ademas presenta una raiz corta (Nishimura et al., 2003).
Como los otros mutantes en ACT2 descritos en la literatura, act2-2 es incapaz de elongar los
pelos radiculares. Pero de manera particular, esta mutacion es la Gnica que relaciona a la ACT2
con fendmenos de ondulacion en la raiz y la parte aérea por lo que el estudio de este mutante
abre la oportunidad de conocer la funcion de la ACT2 en otros procesos de desarrollo y en las

respuestas tropicas de las plantas.
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Figura 10: Comparacion de los fenotipos de plantas silvestres (wt) y el mutante act2-2. A)Raiz
primaria con ondulaciones en el mutante B) Fenotipo las hojas caulinares se enrollan sobre si
mismas y los tallos y los érganos de las flores estan curvados, incluso las vainas se encuentran
arrugadas (Tomado de Garcia-Ponce et al., 2007)

El nuevo alelo act2-2 tiene una substitucion no sinénima donde el cambio del codén CGT a
TGT provoca la conversion de la argininal79 a cisteina (Kabsch et al., 1990). Este residuo
basico, el cual pertenece al subdominio 3 de la proteina, se encuentra muy bien conservado en
todas las actinas de Arabidopsis e incluso en muchas otras especies (Sheterline, 1998). Sin
embargo, en algunos organismos esta posicion es ocupada por residuos de tipo basico; como la
lisina en la actina de Euplotes crassus (Harper y Jahn, 1989); o de caracter polar como la
treonina en la actina macronuclear de Oxytricha trifallax (Kaine y Spear, 1982); ambos
residuos con tendencia a un ambiente hidrofilico (Kyte y Doolittle, 1982). En la naturaleza esta
posicién se encuentra ocupada por una cisteina Unicamente en la actina del molusco Mytilus

galloprovincialis (Mitta y Cadoret, 1999; Yamada et al., 2001).

Drubin y col. (1993) determinaron el fenotipo de algunas mutaciones en el gen de actina de
levadura, Saccharomyces cerevisiae. Entre ellas, el mutante act1-129 presenta la conversion de
la arginina 177 por alanina, residuo que corresponderia a la arginina 179 del gen homélogo en
Arabidopsis. Esta mutacion no presenta fenotipos severos, simplemente pierde afinidad por la
toxina estabilizadora de microfilamentos, faloidina, que al marcarse con un fluor6foro permite
su visualizacion (Drubin et al., 1993). La unién del filamento de actina con la faloidina inhibe la
interaccion con la cofilina (Yonezawa et al., 1988) y visceversa, lo que sugiere que quizas esta

arginina se encuentra en el sitio de union a esta proteina de union a actina.

Datos preliminares de nuestro laboratorio implican a las hormonas brasinoesteroides en
procesos de ondulacion. Las plantas mutantes act2-2 presentan semejanza fenotipica con

mutantes de respuesta constitutiva a brasinosteroides bzrl-1D (Wang et al., 2002). Por otra
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parte, se ha visto que en presencia de concentraciones nanomolares de uno de los
brasinoestreoides mas activos, 24-Epibrasinolido (EBL), las plantas silvestres fenocopian el
crecimiento ondulatorio del mutante act2-2, este fenotipo se suprime cuando se somete a
tratamiento con ortovanadato, un inhibidor de tirosin-fosfatasas (Garcia-Ponce et al., 2007). Lo
mismo ocurre con el mutante act2-2, lo que sugiere que la fosforilacion de la actina u otra
proteina de unidn a ella intervienen en el proceso de ondulacion. El fenotipo del mutante no es
afectado por el tratamiento con EBL, lo que sugiere ademas, que el mutante se comporta como

de respuesta constitutiva a brasinoesteroides (Lucio, 2008).

Recientemente se ha demostrado que los brasinoesteroides aceleran la respuesta a la
graviestimulacién (Li et al., 2005). De manera analoga a las plantas tratadas con esta hormona,
el mutante act2-2 también responde mas rapidamente a este estimulo que las plantas silvestres
(Lucio, 2008). Li y col. (2005) también observaron que los brasinoesteroides intensifican el area
de localizacion polar del transportador de auxinas PIN2 en las raices, de manera idéntica a
plantas sometidas a graviestimulacion, sugiriendo que el efecto de esta hormona en la respuesta
gravitrépica es mediar cambios en los gradientes de auxinas alterando la distribucion del
transporte de eflujo PIN2. De forma similar a plantas tratadas con brasinoesteroides, la mutante
act2-2 muestra un patrén alterado del transportador con localizacién basipétala intensificada.
Ademas, los cambios de acumulaciéon de auxinas detectados por el patron histoquimico de
DR5:GUS, muestran que tanto la adicién de brasinoesteroides como la mutacion act2-2
provocan alteraciones similares en el patron de distribucion de auxinas en la raiz, dando puntos
fuertes de expresion en las caras externas de las ondas, donde estan las zonas méaximas de
torsion (Garcia-Ponce et al., 2007). Otra evidencia de la relacion de la ACT2 con los cambios
de gradientes de auxinas provocados por los brasinoesteroides es el de la adicion del inhibidor
del transporte de auxinas, cido N-1-nafiltaldmico (NPA), ante el cual tanto la mutante como las
plantas silvestres tratadas con brasinoesteroides parecen insensibles (Lucio, 2008). Todo lo
anterior sugiere que la ruta de sefializacion de las auxinas activada por brasinoesteroides
(Nakamura et al., 2003; Nakamura et al., 2004) esta de forma constitutiva en el mutante act2-2;
y que participa en los fendmenos de torsion que acomparian a las respuestas trépicas en las
plantas. A partir de la evidencia anterior, Lucio (2008) propone un modelo en el que ACT2
estaria secuestrando a los factores de transcripcion BZR1 (BRASSINAZOLE RESISTANT1)
ylo BES (BRI1 EMS SUPPRESSOR 1) en la ya conocida ruta de sefializacion de
brasinoesteroides. De ser esto cierto, la mutacion act2-2 produciria una proteina incapaz de
secuestrar a BES y BZR1 y se estaria activando de forma constitutiva la ruta de sefializacion de

brasinoesteroides.
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Debido a la multitud de interacciones que puede tener la ACT2 con distintos tipos de proteinas,
ha resultado dificil el establecer una relacién directa entre el fenotipo ondulatorio de la planta
mutante act2-2 con la funcién precisa de la proteina. En resumen podemos decir, que la
mutacion puntual Arg179 por una Cys en este mutante, no afecta la acumulacion de la proteina
y que este cambio puntual y no otros (aunque muy cercanos) provoca el fenotipo de
ondulamiento, pese a la redundancia funcional con otras actinas, lo que indica una alta
especifidad del sitio afectado. El hecho de que la planta sea mas sensible al gravitropismo puede
estar involucrando funciones de esta actina con transportadores de auxinas via una respuesta
constitutiva a los brasinoesteroides. Por ultimo, que el fenotipo de ondulamiento de la raiz se
puede complementar usando un inhibidor de tirosin-fosfatasas, apunta a que el estado de
fosforilacién de la actina también es importante para su funcion. El cdmo resolver este problema
ha llevado al uso de diferentes enfoques experimentales, sin embargo para este trabajo se
escogié una metodologia genético-molecular que implica la basqueda de mutantes supresores 0
con un fenotipo potenciado al mutante original, realizando una segunda mutagénesis del

mutante act2-2 con etil-metano-sulfonato (EMS).

Este trabajo posibilita que en el futuro se descubran aquellas proteinas que interaccionan
especificamente con la ACT2, cuyo espectro abarca desde proteinas de unién a actina que
afecten su polimerizacion (por ej. ADF), proteinas que la modifiquen post-traduccionalmente
(cinasas o fosfatasas), proteinas que afecten la sefializacion hormonal o bien transportadores de

éstas, entre otras.
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I11. HIPOTESIS
Las mutantes supresoras pueden deberse a una segunda mutacién en el mismo gen de la ACT2
que revierta a las caracteristicas fisico-quimicas originales de la proteina o bien que genere un

codon de término, haciendo nula la expresion de este gen.

La supresion o potenciacion del fenotipo puede relacionarse con la mutacion de otro gen cuya

proteina interactde con la ACT2

Si el fenotipo de act2-2 es potenciado por una segunda mutacién en otro gen, posiblemente se

deba a un efecto sinérgico con otra via independiente a la ACT2.
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IV. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es obtener plantas con una mutacién que modifique

potenciando o suprimiendo el crecimiento ondulatorio del mutante act2-2.

Derivado de lo anterior, los objetivos particulares comprenden:

1) el escrutinio de una poblacién mutagenizada de semillas act2-2 con EMS, en la
basqueda de mutantes que presenten un fenotipo potenciado o suprimido de la
ondulacion que se observa en este mutante.

2) verificar la presencia de la primera mutacion puntual en ACT2 en los mutantes
seleccionados

3) Obtener lineas homocigotas de las mutantes seleccionadas e iniciar su caracterizacion.
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V. METODOLOGIA

5.1. Linajes de las plantas

Se trabajo con una poblacion producto de la segunda mutagénesis del mutante de Arabidopsis
thaliana act2-2, con la particularidad de que estas semillas atin poseen la mutacion glabra
presente en la coleccion mutagenizada con EMS de Lehle de la que procede la mutante act2-2.
Dichas plantas, carecen de tricomas en las hojas lo que ayuda a discernir entre las plantas
provenientes de esta poblacion y posibles contaminaciones. Como control para la seleccion de

mutantes se utilizo el mutante act2-2 y plantas silvestres del ecotipo Columbia (Col-0)

5.2. Esterilizacion de semillas

Las semillas se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 ml, se les agregd una solucién de cloro
(Cloralex) al 60 % (v/v) y Tween 20 al 0.005 % (v/v) con agitaciéon constante durante 5
minutos. Después bajo condiciones asépticas, en una campana de flujo laminar (NUAIRE) se
lavaron tres veces con agua bidestilada estéril, agitando fuertemente en cada uno de los lavados.
Las semillas se resuspendieron en una solucion de agarosa (Invitrogen) al 0.2 % y se

estratificaron a 4 °C durante tres dias, previos a su siembra.

5.3. Medio de cultivo y condiciones de crecimiento

Las semillas se sembraron en cajas de Petri cuadradas con medio Murashige y Skoog (MS,
1962) 1.0 X con bajo contenido de nitrogeno, tal como lo refiere Fonseca (2007). La
concentracion de bactoagar (Difco) para cada caso fue de: 1.0% (p/v) para placas verticales,
1.5% para placas inclinadas y 0.6% para placas horizontales. Las plantas se crecieron bajo
régimen de dia largo (16 hrs Iuz / 8 hrs obscuridad) con intensidad luminosa de 1600 luxes de

luz fria fluorescente en una camara de crecimiento controlada a 22 °C.

5.4. Seleccion de mutantes
El escrutinio en busca de fenotipos distintos al crecimiento ondulatorio del mutante act2-2 se
realizd6 sembrando 10, 000 semillas F; de la poblacién mutagenizada con EMS de act2-2. La

seleccion de plantas se realizo a los 8 dias de crecimiento y se verificod la ausencia de tricomas

en las hojas con ayuda de un estereoscopio (Olympus SZ-CTV SZ60). Las plantulas
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seleccionadas fueron transplantadas a tierra comercial (SunGRO Metro-mix 200, Scotts, Inc.)

para su propagacion bajo el mismo régimen de fotoperiodo descrito con anterioridad.

Posteriormente, la comprobacion del fenotipo se realizo creciendo 15 semillas de la F, al lado
de los controles: plantas silvestres (Col-0) y act2-2. De las lineas que atin segregaba el fenotipo

de interés, se realizaron sucesivas selecciones como se describid anteriormente.

Las plantas que mostraron esterilidad, fueron retrocruzadas o asistidas en la autopolinizacion

con ayuda del estereoscopio para obtener semillas.

5.5. Extraccién de ADN gendmico

Para la verificacion de la presencia de la mutacion act2-2 en las lineas seleccionadas se aisld
ADN genoémico. El tejido vegetal de cada una de las lineas seleccionadas se colectdé en tubos
eppendorf y se congeld inmediatamente en nitrogeno liquido. Se molié evitando el
descongelamiento, se le agregaron 700 pl de amortiguador de extraccion cuya composicion es:
Tris-HCl 0.2 M pH 7.5, NaCl 0.25 M, EDTA 0.025 M pH 8 y SDS 0.5%. A temperatura
ambiente, se mezcldo con vortex cada tres minutos durante diez minutos. Posteriormente se
agregaron 700 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcld con vortex y se
incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd en una microcentrifuga
(Multispeed refrigerated centrifuge modelo PK121R-V1, ALC Inc.) a 14 000 rpm durante 10
minutos, se recuper6 el sobrenadante y se agregé un volumen de isopropanol. Una vez mezclado
por inversion, se incub6 de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente al término de los cuales se
centrifugd nuevamente a 14 000 rpm durante 10-15 minutos. Hecho lo anterior, se lavo la
pastilla con etanol al 70% y se centrifugd una ultima vez a 14 000 rpm durante 5 minutos. El
etanol se desechd y la pastilla se dejo secar, para finalmente resuspender en 40 pl de agua

desionizada esterilizada y agregar 1pl de RNAsa 10pug/1pl a cada ADN.

5.6. Identificacion de la mutacion original en ACT2

Para el analisis del genotipo, se amplificoé por PCR un fragmento del ADN gendémico que
contuviera el sitio de la mutacion en ACT2 (Tabla 3); para lo cual se utilizaron los
oligonucledtidos dCAPS, cuya secuencia es la siguiente: “forward” 5°GTT CTC TCC TTG
TAC GCC AGT GGT CGT ACA ACC G3’ y “reverse” 5’TGA GGT AAT CAG TAA GGT
CAC GTC CAG CAA GGT CAA GCC3'. Al amplificar con estos oligonucle6tidos, aquellos

que tienen la mutacion puntual de la act2-2 donde una citosina en la posiciéon 1113 cambia por
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una timina, se genera un sitio de corte para la enzima de restriccion Van91l que reconoce la

secuencia CCANNNNNTGG.

Tabla 3. Caracteristicas de la amplificacién por PCR

Fragmento Oligonucledtidos Tamaho Condiciones de la reaccion de
. - esperado del e
amplificado utilizados § amplificacion
ragmento
94°C 2’
. 94°C 30"
ACT2 dCAPS 218 pb 35 ciclos < 70°C 30"
72°C 17
72°C 57

Posterior a la amplificacion, los productos fueron limpiados con columnas MiniElute (Qiagen)
segun instrucciones del fabricante y se recuperaron en 50ul de agua. La reaccion de digestion se
realizé con la enzima de restriccion Van91I (Roche) a 37 °C. Se cargaron 25 ul del producto de
la digestion en un gel de agarosa al 5% y se visualizd después de la electroforesis con un

transiluminador Gel Logic 200 Imaging System (Kodak).

5.7. Secuenciacion de la ACT2

Se secuencio el gen completo de la ACT2 para dos lineas potenciadoras y dos supresoras para
identificar si la segunda mutaciéon se encontraba en el gen mutado act2-2. La reaccion de
amplificacion se llevo a cabo con los oligonucledtidos act2F1 y act2R3 (Tabla 4) sobre ADN
genomico tal como se indica en la Tabla 5. Se limpi6 el producto de la PCR y se confirmo la

amplificacion del fragmento esperado cargando en un gel 2 ul de la reaccion purificada.

Se utilizaron los oligonucleotidos descritos en la Tabla 4 para la secuenciacion automatizada de
ACT2. La cual estuvo a cargo de la Unidad de Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia
(IBT, UNAM). Las secuencias de los genes se editaron en EditView y las comparaciones se

hicieron con BLAST (Altschul et al., 1997) en NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.)

Tabla 4. Oligos empleados en la secuenciacién del gen ACT2 en la mutante act2-2.

Nombre Oligonucle6tidos de Secuenciacion Tamano (Pbs) Tm (°)
act2F1 GCT ATT TCT GAT TCA ATC AGG G 22 62
act2F2 TGA GAC CTT TAA CTC TCC CGC 21 64
act2F3 CCG ATG GGC AAG TCA TCA CG 20 64
act2R3 TTA AGC CTT TGA TCT TGA GAG C 22 62
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Tabla 5. Caracteristicas de la amplificacion por PCR

Fragmento Oligonucledtidos esT:Ir?g(r)u()jel Condiciones de la reaccion de
amplificado utilizados ffagmento amplificacion
94°C 2’
94°C 30"
act2F1 35ciclos 61°C 1’
act2 act2R3 1391pb 790C 1
72°C 10’
25°C 10’

5.8. Cuantificacion de las propiedades ondulatorias a 90° y 45°

Se compararon las caracteristicas del crecimiento ondulatorio de una linea potenciadora (17.4),
con las de la mutante act2-2 y plantas silvestres Col-0. Se sembraron semillas de cada una de
las lineas en posicion vertical (90°), al cabo de cuatro dias la mitad de las cajas se inclinaron a
un angulo de 45°, no sin antes marcar el crecimiento alcanzado durante ese intervalo de tiempo.
Pasados once dias de la siembra, las lineas de interés se fotografiaron con la camara (Olympus
CAMEDCA C-5060). Las imagenes se analizaron con el software Image J (National Institute of

Health, NIH; http://rsb.info.nih.gov/ij/), cuantificando la longitud de la raiz, el niimero y

densidad de ondas. Los datos fueron analizados con el programa JMP Statistical Discovery,
utilizandose la prueba no paramétrica Mann-Whitney con un intervalo de confianza del 95% y
un valor de alfa de 0.05% para la comparacion entre muestras. Ademas se realizaron regresiones
lineales, con el mismo programa estadistico, entre las cuantificaciones de la longitud y la
densidad de ondulaciones de la raiz de las lineas 17.4, act2-2 y las plantas silvestres Col-0,
crecidas a 90° y 45°. Se utiliz6 como prueba de bondad de ajuste el coeficiente de determinacion

(R?).

5.9. Test de gravitropismo en linea potenciadora

Para caracterizar en mayor medida a la linea potenciadora se compar6 el angulo de respuesta a
la graviestimulacion. Para esto, se sembraron semillas de la linea silvestre, act2-2 y la linea 17.2
en posicion vertical. Cuatro dias después de la siembra se giraron las cajas 90° respecto a su
posicion original. Se permitid que las plantulas redirigieran su crecimiento en el sentido del
vector gravitatorio y después de tres dias se obtuviera imagenes digitales del crecimiento de las
raices a partir de las cuales se determiné el angulo de respuesta de cada una de las lineas con el

software Image J (National Institute of Health, NIH; http://rsb.info.nih.gov/ij/). El analisis

estadistico se llevo a cabo del mismo modo que en el punto 5.8.
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VI. RESULTADOS

6.1. Seleccion de mutantes

Con el fin de identificar nuevos componentes implicados en el fenémeno de ondulacion
observado en act2-2 se realiz6 el escrutinio de la segunda mutagénesis de este mutante. De un
total de 10, 000 semillas analizadas, se seleccionaron 106 plantas cuyos fenotipos se clasificaron
dentro de cinco grupos: raices con fenotipo silvestre (47), con menos ondulaciones que act2-2
(41), con mas ondulaciones que act2-2 (2), con ondulaciones distintas a act2-2 (13) y aquellas
que eran agravitropicas (2). Se confirmé el fenotipo de 88 plantas en la siguiente generacion.
Sin embargo después de verificar la ausencia de tricomas como primer criterio para identificar
la presencia de la mutacion de act2-2, las plantas seleccionadas se redujeron a potenciadoras (2),
supresoras del ondulamiento aunque su fenotipo no fuera igual al silvestre (11) y agravitropicas

(2); para un total de 15 lineas con fenotipo de interés (Tablas 6 y 7 y Figura 11).

Tabla 6. Seleccion de las mutantes en fondo act2-2

Plantas Ndmero
Analizadas 10,000
Seleccionadas en F; 106
Confirmadas en F, 88
Sin tricomas 15

Tabla 7. Fenotipos seleccionados

Fenotipo NUmero de plantas Numero de las lineas
Supresor 11 33,4.1,4.2,51,52,7.2,35,43.1, 46.3, 48* y 52*
Potenciador 2 8y 17*
Agravitropico 2 16y 55

* Homocigotas en la F,

Las lineas potenciadoras muestran un fenotipo de raiz mas corta y mas ondulada que la mutante
act2-2 y aparentemente su desarrollo es mas lento que ésta (Figura 11D). En la parte aérea el
fenotipo de torsiones y curvaturas en diferentes 6rganos de la planta se intensifica, con

excepcion del bending de los pétalos que es mas notorio en act2-2 (Figura 12C y D).

Ademas ambos mutantes muestran pérdida de la dominancia apical y una evidente reduccion del
tamarfio de los distintos 6rganos. De las dos lineas, la linea 8 presenta un superondulamiento méas
severo, sin embargo las plantas homocigotas son estériles lo que dificulta trabajar con esta linea.

En la Figura 12, se muestran los fenotipos aéreos para la 17.3.
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Figura 11. Fenotipos seleccionados a
partir del escrutinio. A) plantas
supresoras con fenotipo silvestre, se
muestra la foto de la linea 4.1.3.1. B)
act2-2. C) Con menos ondulaciones que
act2-2, ej. linea 52.2. D) Con mas
ondulaciones que act2-2, ej. linea 17.3.
FY Ondulaciones distintas a act?-2. ei.

La linea potenciadora 17.3 presenta fertilidad reducida por lo que ademas de permitir que las
plantas se autocruzaran, se polinizaron manualmente para obtener mas semillas. A partir de la F3
obtuvimos plantas homocigotas. También se retrocruzaron algunos individuos de las dos lineas
con el mutante act2-2/col para limpiar de otras posibles mutaciones que entre otras cosas

pueden estar afectando el desarrollo y se encuentran en proceso de seleccion.

Con respecto a las lineas supresoras se obtuvieron 7 lineas homocigotas, pero de estas puede
decirse que la mayoria no revierten al fenotipo silvestre sino que hacen mucho menos
ondulaciones o incluso ninguna, pero el fenotipo de la raiz no es igual al silvestre (ej. Figura
11C; Tabla 8).

6.2 Identificacion de la mutacién original en ACT2
Para estar seguros de que las lineas seleccionadas de la segunda mutagénesis presentan la

primera mutacion en la ACT2 y no eran el resultado de posibles contaminaciones se amplificd

un fragmento de ADN con los oligonucleétidos dCAPS con los cuales se genera un sitio de
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restriccion para la enzima Van91l, la cual sélo corta en el caso de que exista el codén TGT y no
asi el coddn original CGT. De esta forma y debido a que un fragmento idéntico se amplifica

para la ACTS8, en las plantas silvestres sélo se observa una banda, mientras que para el ADN de
las plantas mutadas en ACT2 se obtiene una segunda banda de menor tamafo. En la figura 13 se
muestra este andlisis para 37 individuos particulares de la filial F, o F3 descendientes de algunas
de las lineas con fenotipo seleccionado como supresor o potenciador del crecimiento

ondulatorio constitutivo de la mutacién act2-2. Como se puede observar, todas las plantas con

Figura 12. Fenotipo aéreo del mutante potenciador 17.3. A) Parte aérea de las
plantas wt, act2-2, potenciadora 17.3. B) Pérdida de la dominancia apical en el
mutante 17.3 C-F) Comparacién de los érganos de act2-2 (izquierda) con el
mutante 17.3 (derecha): (C y D) flores, E) hojas y F) vainas.
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excepcion de las que no se logré amplificar el fragmento de ADN, presentan la banda
correspondiente a la primera mutacidn, lo que nos asegura que el fenotipo observado tiene algin

tipo de relacién con la mutante original.

Los resultados anteriores se resumen en la Tabla 8:

Tabla 8. Lineas gque presentan la mutacion original de act2-2

Linea Estado Fenotipo

3.3.2 Heterocigota ~ Supresor fenotipo silvestre

4131 Heterocigota  Supresor fenotipo silvestre, etiolado

4.2.1 Heterocigota  Supresor fenotipo silvestre

5.1.3.2 Heterocigota  Supresor fenotipo silvestre, etiolado

521 Homocigota  Supresor sin laterales, mas corta que act2-2

7.25 Homocigota  Supresor con raiz intermedia

8.8 Heterocigota  Potenciado, mas ondulaciones y mas corta que act2-2

17.3 Homocigota  Potenciado, mas ondulaciones y mas corta que act2-2

35.1 Homocigota  Supresor, con menos ondulaciones y méas corta que act2-2

43.3 Homocigota  Supresor, con menos ondulaciones, distintas a las de act2-2

46.1 Heterocigota  Supresor, con menos ondulaciones, distintas a las de act2-2,
raiz mas corta

48.3 Homocigota  Supresor con menos ondulaciones que act2-2

52.1 Homocigota  Supresor sin laterales, mas corta que act2-2
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Figura 13. Andlisis de la presencia de la mutacion puntual de act2-2 mediante la digestion de
un fragmento de 218 pb amplificado con la enzima Van9ll. Los carriles corresponden a
plantas individuales para distintas lineas: A) 1- wt/Col, 2- act2-2,/ler, 3- act2-2/Col, 4- 3.3.1,
5-3.3.2,6-4.21,7-521, 8- 522,9-523, 10- 5.2.6, 11- 5.2.7, 12- 5.3.1 B) 13- 7.2.5, 14-
7.2.7,15-7.2.10, 16- 8.2.1, 17- 8.8, 18- 17.1.6, 19- 17.3, 20- 17.1.7, 21-17.12, 22- 17.15, 23-
17.4.6, 24- 7.2.4. C) 25- Col-0, 26- act2-2, 27- 48.3a, 28- 48.2, 29- 48.3b, 30- 52.1, 31- 52.5,
32- 7.2.9. D) 33- 35.1, 34- 43.3, 35- 46.1, 36- 5.1.3.2, 37- 4.1.3.1 A-C) gel de agarosa
Invitrogen al 5%. D) gel de agarosa Biotools al 3%. En los carriles 8 y 24 no se amplifico el
fragmento a digerir.
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6.3. Cuantificacion de las propiedades ondulatorias a 90° y 45° de inclinacion

Dado que en un inicio no se sabia cuales de las lineas supresoras podian tener una mutacién
nula que determinara este fenotipo, se decidié caracterizar una de las lineas potenciadoras. Se
analizaron algunos parametros que describieran las propiedades ondulatorias del mutante 17.4,
el cual es pertenece a una linea homocigota de la que se dispone de suficientes semillas y se
compararon con la capacidad de respuesta en los procesos de torsion y/o choque de las plantas
silvestres y el mutante act2-2. Se contrastaron la longitud, el nimero de ondas y su densidad en
la raiz primaria de plantulas de once dias. Como se observa en la figura 14 y en la tabla 9 las
propiedades ondulatorias mostraron evidentes diferencias entre las tres lineas y entre los dos
angulos de crecimiento, 90° y 45°. La raiz primaria de la linea silvestre muestra un patrén de
crecimiento ondulatorio solamente a los 45°, mientras que las lineas act2-2 y 17.4, con
crecimiento ondulatorio a 90°, exacerbaron su fenotipo cuando crecieron en placas inclinadas a

45°, indicando que la respuesta tigmotropica no esta afectada en estos mutantes.

Figura 14. Plantas a los doce dias crecidas en agar al 1.5%. A) posicion vertical 90°. B) placas
inclinada a 45°; wt, act2-2 y linea 17.4.

A los once dias las plantulas de la linea silvestre tuvieron una raiz mas larga que las de la
mutante act2-2, las que a su vez presentaron mayor crecimiento que la linea 17.4; lo anterior es

valido para los dos angulos de crecimiento.

Para visualizar mejor la comparacion entre las lineas, se graficaron estos datos en la figura 15.
Como se puede apreciar si sélo se toma en consideracién el niamero total de ondulaciones, el
mutante act2-2 (a 90° y 45°) e incluso las plantas silvestres (a 45°) ondulan mas que la linea
17.4. Sin embargo, cuando se tomo también en consideracion el tamafio de la raiz principal de

forma lineal y se obtuvo la densidad de ondulaciones por centimetro de raiz, la linea 17.4 tiene
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mayor densidad de ondas que la mutante act2-2 y la planta silvestre y por lo tanto es una planta
con fenotipo ondulatorio intensificado. Este dato resulta interesante porque establece una

relacién inversa entre el nimero de ondas y el tamafio de la raiz principal.

Tabla 9. Comparacion de las propiedades ondulatorias del mutante 17.4 con wt y act2-2

Linea Angulo Longitud de la raiz Numero total de Densidad

wit (mm; mediaxES) ondas (mediazES) (ondas/lcm;

(n=25) mediatES)

(n=24) 90° 54.0275+0.99522 - -

act2-2  45° 46.5116+1.2428 20.4167+0.43787 4.44335+0.12507

(n=27)

(n=15)  90° 39.5688+0.94468 26.0741+0.38831 6.66229+0.14769

17.4 45° 31.8376+1.1543 24.4667+0.50584 7.86381+0.40452

(n=23)

(n=11)  90° 22.0020+0.99988 18.2609+0.47556 8.6050+0.37054
45° 16.2478+1.0962 16.8182+0.88233 10.5065+0.35705

P<0.0001

Se compararon la linea act2-2 crecida a 45° y la 17.4 crecida a 90°, para ver si existe una
correlacion entre el efecto tigmotropico y lo que se observa en el mutante 17.4 crecido en placas
verticales. Se determiné que aunque la raiz de act2-2 es méas larga y tiene mas ondas, no hay
diferencias significativas en la densidad de ondas presentes en la raiz de ambas bajo estas
condiciones. Una comparacion similar pero entre la linea silvestre crecida a 45° y act2-2 crecida
a 90° indica que aunque podrian parecer similares, la linea act2-2 tiene mayor proporcion de
ondas por centimetro de raiz (Figura 15). Cual es el nivel de ondulacion méximo al que puede
crecer la raiz de una planta o si existen limitaciones estructurales que influyan sobre el tamafio
de este 6rgano y/o el nimero de ondulaciones no lo sabemos. Sin embargo, la mutante 8.8
aparentemente ondula aun mas que la linea 17.4, por lo que sera interesante saber que
parametros estan afectados en mayor medida en este mutante y si sigue la misma tendencia

hasta ahora observada.

Por otra parte, las plantulas crecidas en placas inclinadas a 45° muestran una raiz de longitud
menor, que las crecidas en placas verticales para todos los casos. Esto indica que el efecto

tigmotropico provoca una disminucién en el crecimiento de la raiz.

A partir de lo observado en la cuantificacion de las propiedades ondulatorias a 90° y 45° de las
plantas wt, act2-2 y 17.4, se identificd una aparente relacion entre la longitud de la raiz y el
numero de ondas (Figura 15), por lo que se quiso saber si esto es un fenémeno general o algo
particular de cada linea. Se realizaron las regresiones lineales considerando al crecimiento como

variable explicativa de la densidad de ondulaciones y se obtuvieron modelos lineales de los
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Figura 15. Comparacion A) longitud B) nimero de ondas y C) densidad de ondulaciones en la
raiz primaria de plantulas de once dias crecidas a 90° wt (n=25), act2-2 (n=27) y 17.4 (n=23); y
a 45° wt (n=24), act2-2 (n=15), 17.4 (n=11) con respecto a la horizontal (P<0.0001).

44



mutantes act2-2 y 17.4 crecidos a 90°, y de estas mismas lineas mas la silvestre crecidas a 45°.
Los datos a 90° se ajustaron mejor a una parabola (R?=0.767201) que a una recta (R?=0.658444)
(Figura 16A), lo cual indica que el modo de asociacion entre estas variables es a través de una
funcion méas compleja que una de primer grado; mientras que las plantas crecidas en placas
inclinadas a 45° muestran un claro ajuste a un recta (R?=0.887197) (Figura 16B). EI modelo
lineal de las plantas sometidas a tigmotropismo, bajo la hip6tesis del crecimiento como variable

independiente es:

densidad de ondulaciones (ondas/1cm) = 13.679269 — 1.939527 longitud (cm)

Pero, si a la inversa se considera a la densidad de ondulaciones como independiente y que la

longitud varia de acuerdo a una funcion de esta, se tiene que:

longitud (cm) = 6.657204 — 0.45742965 densidad de ondulaciones (ondas/1cm)

Bajo las dos hipotesis se obtiene una R?=0.887197, lo cual sugiere que es esta la proporcion del
crecimiento que varia conjuntamente conforme la densidad de ondas en las plantas sujetas a

tigmotropismo.

Se obtuvieron también los coeficientes de determinacidon de cada una de las lineas genéticas,
wit=0.489328, el mutante act2-2=0.677535 y para el segundo mutante 17.4=0.712109.

Si efectivamente la densidad de ondulaciones y la longitud de la raiz son fendmenos
relacionados de manera generalizada, se esperaria poder hacer predicciones sobre ellas sin
importar si han crecido a 90° o 45°. La Figura 16D muestra la grafica del conjunto completo de
plantas cuantificadas, donde se muestra el grado en que varia la densidad de ondulaciones,
suponiendo un modelo lineal simple, con una proporcién de 0.806662 explicada por el

crecimiento de la raiz con la ecuacion:

densidad de ondulaciones (ondas/1cm) = 12.92349 — 1.716131 longitud (cm)

Lo cual sugiere que gran parte de las ondulaciones de la raiz estan relacionadas con el

crecimiento de esta.
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En los tres modelos propuestos por las regresiones lineales el coeficiente que acompana al
término de primer grado lleva un signo negativo, esto indica la forma en la que se asocian las

variables, si una crece la otra disminuye y visceversa.
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Figura 16. Relacion entre el crecimiento de la raiz y la densidad de ondulaciones observadas.
Regresién lineal de la longitud de la raiz primaria (cm) por la densidad de ondulaciones
(ondas/1cm) de plantulas a los once dias de las lineas A) act2-2 (n=27) y 17.4 (n= 23) crecidas a
90° B) wt (n=24), act2-2 (n=15) y 17.4 (n=11) crecidas a 45°; C) los mismos datos que en B,
pero usando la densidad de ondulaciones como variable independiente; D) todas las lineas
crecidas a 90° y 45° (n=100)

6.4 Test de gravitropismo

Ya que el mutante act2-2 tiene una respuesta acelerada a la graviestimulacion, se analizé este

tropismo en la linea 17.2 y se compar6 con el primero y con plantas silvestres. Tal y como se
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observa en la figura 17, la raiz primaria de las plantulas de la linea 17.2 después de ser giradas
90°, crecen describiendo angulos mas cerrados que los de act2-2, que a su vez muestra angulos
maés agudos que el de la linea silvestre. Al parecer, una vez giradas las plantulas, el cambio de
direccion del crecimiento de la raiz no es inmediato, pues continuaron creciendo un poco mas en
el sentido que llevaban. Los angulos reflejan esta velocidad de respuesta, en las plantas
silvestres son més cercanos a los 180° que en los mutantes, por lo que tardan mas en responder
al estimulo. En conjunto, de estos resultados se interpreta que el mutante potenciador 17.2 tiene

una respuesta mas acelerada a la graviestimulacion, que act2-2.

mwt mactin2-2 17
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Figura 17. Comparacion de la respuesta gravitropica expresada como el angulo de la raiz
primaria que se generd al girar las placas 90° con respecto al eje de crecimiento original.

En resumen puede decirse que el mutante 17.2 crece menos, ondula mas, responde en mayor
medida al tigmotropismo y al gravitropismo y que por tanto el fenotipo se encuentra potenciado

con respecto al del mutante original act2-2.

6.5 Secuenciacion de la ACT2

Se secuencio el gen completo de la ACT2 que se obtuvo de su amplificacion especifica a partir
de ADN gendmico de las lineas potenciadoras 8.8 y 17.1.6 y dos de las lineas supresoras 48.3 y
52.2. Todas las lineas presentaron la mutacion original del mutante act2-2, tal como se habia
determinado por el patrén de restriccion, pero ninguno presenté otro cambio en la secuencia
debido a la segunda mutacion. Esto descarta para estas cuatro lineas la hipdtesis que la segunda
mutacion esté en el mismo gen que la primera y permitira realizar la clonacion posicional para

determinar la identidad del gen mutado.
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VII. DISCUSION

La caracterizacion funcional del genoma de Arabidopsis se sustenta en el disefio adecuado de
escrutinios utilizados como herramienta para identificar genes involucrados en mdltiples
aspectos del ciclo de vida de la planta. La seleccion de mutantes modificadores de otro ya
caracterizado, como el andlisis de la segunda mutagénesis del mutante act2-2, permite una

mayor diseccion de las bases moleculares detras del fenotipo del mutante original.

En este trabajo la seleccion se enfoco en la deteccién de fenotipos supresores y potenciadores
del crecimiento ondulatorio constitutivo presente en el mutante act2-2, con la intencién de
detectar genes cuya funcion esté relacionada con la ACT2 en este proceso. Del total de plantas
analizadas (10,000) en la F;, de la segunda mutagénesis con EMS y previo a su propagacion y
confirmacion en la siguiente generacién, se seleccionaron 15 lineas F, con fenotipo modificado
y sin tricomas, es decir, correspondian a la mutante original que se encontraba en un fondo

glabral y no a posibles contaminaciones (Tabla 6).

Como se describe en los resultados, se obtuvieron 11 lineas supresoras, dos lineas potenciadoras
del fenotipo original y otras dos que presentaron un fenotipo agravitrdpico. Entre los mutantes
de la misma clase fenotipica no es posible discernir si se trata de varios alelos de un mismo gen
o distintos genes mutados. Una vez seleccionados estos mutantes es importante determinar
cuantos genes diferentes estan representados por los alelos que determinan a cada uno de los
fenotipos. Esto puede establecerse a través de un test de alelismo, buscando la complementacion
entre las distintas lineas mutantes. Por el momento, se confirmé la mutacién en ACT2, en las
lineas supresoras y potenciadoras, mediante el uso de dCAPS (Figura 13; Tablas 7 y 8).
Ademas, para cuatro de estas lineas (dos con fenotipo silvestre y dos con fenotipo potenciado),
se amplifico el gen de la ACT2 y se secuencié completamente, demostrando que el nuevo
fenotipo no se debia a una segunda mutacién en el mismo gen. Esto implica que para conocer la
identidad de estos nuevos genes que participan de alguna forma en el crecimiento ondulatorio,
se tendran que clonar posicionalmente mediante el uso de marcadores polimorficos, lo que seréa

motivo de futuros trabajos.

Se caracterizd en mayor detalle a una de las lineas potenciadoras (linea 17.4) y se determiné que
tiene una raiz mas corta y con mayor densidad de ondulaciones por centimetro que el mutante
act2-2. Al parecer, existe una fuerte correlacién entre la densidad de ondulaciones y la longitud
de la raiz (Figura 16), donde a menor crecimiento mas ondulaciones; lo cual se confirma tanto
en las plantas silvestres como para los mutantes de ondulacién constitutiva. Por otra parte, se

analizd su respuesta trépica con ensayos de tigmotropismo y de graviestimulacion, y se
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encontr6 que para el primero, es capaz de responder produciendo mayor densidad de
ondulaciones que con respecto a si mismo en placas verticales y mas que el mutante act2-2; lo
que apoya la tesis de que las ondulaciones a 90° no son producto de un tigmotropismo
constitutivo y que este tipo de respuesta no esta afectada en este mutante. De igual forma, el
angulo de respuesta a la graviestimulacion también est4d aumentado con respecto al mutante

original.

Ninguno de los alelos mutantes de ACT2 reportados hasta el momento muestra un fenotipo tan
pronunciado como el de act2-2. Los mutantes nulos en este gen, como act2-1, act2-3 y act 2-4,
asi como otros descritos en la literatura, presentan solo un fenotipo que se limita a leves
torsiones y alteraciones en el desarrollo de los pelos radiculares (Gilliland et al., 2002; Ringli et
al., 2002; Diet et al., 2004), esto seguramente como efecto de la redundancia y similitud en la
expresion de las ocho isovariantes de actina presentes en Arabidopsis. Sélo otro mutante
dominante negativo, act2-2D ademas de tener defectos en la elongacion de pelos radiculares

tiene un fenotipo de raiz corta y ligera ondulacién (Nishimura et al., 2003).

La mutacion puntual de act2-2 se traduce en un cambio en la Argl79 por una Cys. De manera
parecida, act2-2D también presenta un cambio de Arg a Cys pero en el residuo 149 de la
secuencia (Nishimura et al., 2003). Ambos se localizan en el subdominio 3, pero el primero se
encuentra hacia el interior de la molécula mientras que el segundo esta expuesto hacia la
superficie. Dichas alteraciones podrian estar modificando las propiedades intrinsecas de la
proteina como son: la estabilidad termodindmica, la polimerizacion, y/o la afinidad por otras

proteinas.

La modificacion de la isovariante ACT2 en el mutante act2-2 puede interpretarse en dos
sentidos. En el primero, el fenotipo de crecimiento ondulatorio puede ser consecuencia de la
formacion defectuosa de los filamentos de actina, es decir que se debiera a problemas
estructurales en el citoesqueleto de las células. En el segundo, podria estar afectando el estado
de polimerizacion / despolimerizacién de esta por tener afectado el sitio de union de una 0 mas
proteinas de unién a actina que la modifican postraduccionalmente o que regulan estos mismos

mecanismos.

Este equilibrio entre actina polimerizada y despolimerizada regula el internamiento al nicleo de
la proteina MAL (coactivador de SRF) en animales, ligando directamente a la actina con
procesos de sefializacion y actividad transcripcional (Mouilleron et al., 2008). De forma analoga

la ACT2 en plantas, podria estar participando en la sefializacion de los brasinoesteroides como
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se propone en los antecendentes. Por lo tanto es factible considerar que alguna de las proteinas

supresoras o potenciadoras estén relacionadas con la sefializacién de esta hormona.

Tanto las auxinas como los brasinoesteroides son reguladores esenciales para el crecimiento de
las plantas, ambas hormonas tienen influencia en la division celular y la elongacion (Clouse,
2002). Se ha sugerido que actian de manera interdependiente y sinergistica, de forma dosis-
dependiente (Hardtke, 2007). A nivel molecular, se manifiesta en la regulacion de la expresion
de genes blanco comunes a las dos vias hormonales. Existe evidencia del didlogo entre estas
hormonas, por ejemplo la induccion de genes IAA por tratamiento con brasinoesteroides
(Nakamura et al., 2003), el aumento en la expresion de PIN2 con tratamiento de
brasinoesteroides y la reciente demostracion de que regiones promotoras de genes de respuesta
a brasinoesteroides poseen sitios de union para ARFs, como ARF2 que media respuestas a

brasinoesteroides y BIN2 que regula la fosforilacion de ARF2 (Vert et al., 2008).

Muchos de los mutantes que tienen un crecimiento ondulatorio tienen relacién con las auxinas
(Tabla 1). Se ha encontrado que algunos estan relacionados con su sintesis, trp2, trp3
(Rutherford et al., 1998); otros mas bien con el transporte, como los mutantes afectados en la
respuesta gravitropica agrl, pin2/wavé/eirl y aux1-31/wav5-31 alterados en los genes PIN2 y
AUX que codifican para transportadores de eflujo e influjo de auxinas respectivamente (Okada y
Shimura, 1990); y otros mas en la regulacién transcripcional en respuesta a auxinas, shy2-2 que
codifica para la IAA3 que es un represor de la sefializacion (Tian 'y Reed, 1999). Asi mismo se
sabe que la actina participa directamente en la localizacion polar de los transportadores de esta
hormona en la membrana (Geldner et al., 2001; Friml et al., 2002). Sin embargo, si se somete a
plantas silvestres a tratamiento con auxinas no se induce un crecimiento ondulatorio. En cambio
estas plantas sometidas a concentraciones nanomolares de EBL fenocopian al mutante act2-2.
Ademas de seguir un patron de crecimiento ondulatorio, también con este tratamiento se
fenocopia el patron de acumulacion de auxinas en las ondulaciones y la alteracion de la
localizacion del transportador PIN2. Los fenotipos de act2-2 parecen tener intima relacién con

la distribucion de auxinas, pero ciertamente en relacion con brasinoesteroides.

La visualizacion PIN2:GFP en actin 2-2 muestra un patrén alterado. Si en las plantas silvestres
la distribucion de este transportador esta limitado a la cofia y la epidermis, con polaridad apical,
y en el cortex, con polaridad basal (Friml, 2003); en el mutante, se extiende de forma basipétala
hacia la zona de elongacidn, es decir se encuentra sobre-expresado. Esto ocurre de manera
similar al de plantas sometidas a graviestimulacion y a tratamiento con brasinoesteroides, lo que
relaciona el efecto de los brasinoesteroides como potenciadores de la acumulacion local de las

auxinas (Li et al., 2005). De tal modo, es posible que algunos de los genes mutados en la
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segunda mutagénesis codifiquen para proteinas que tengan que ver con el transporte o la
sefializacién de las auxinas (esto Ultimo posiblemente afectando la sefializacion de
brasinoesteroides o a las auxinas mismas) y nuevas proteinas de union a actina podrian llevar a
desenmascarar el papel regulatorio de esta proteina en diferentes procesos de desarrollo y

tropismos.

Otras caracteristicas de los mutantes act2-2 y los obtenidos en este trabajo como potenciadores
sustentan la hipétesis de una afectacion en la sefializaciéon o transporte de las auxinas. La raiz
maés corta en los mutantes que en la planta silvestre, posiblemente dado por alteraciones en la
division o elongacion celular, ambos procesos mediados por esta hormona; la acumulacion de
auxinas en las caras externas de las ondulaciones, que se ha involucrado con iniciacion de las
raices laterales; para esto solo se tiene la evidencia de los datos de DR5:GUS en el mutante
act2-2 y habrad que verificarlo en el mutante 17 (De Smet et al., 2007). La afectacion de la
dominancia apical particularmente en el mutante 17 y la respuesta trépica alterada en estos

mutantes.

Existe una fuerte relacion entre el nimero de ondas y la longitud de la raiz (Figural5 y 16), de
ello puede sugerirse que a menor crecimiento de la raiz mayor densidad de ondulacién. El grado
de asociacién entre el crecimiento y la densidad de ondulaciones de la raiz en cada una de las
lineas genéticas evaluadas (wt, act2-2 y 17) sugiere que esta relacion recién encontrada es
independiente de la linea genética. Con el fin de revelar las bases de esta relacion, seria
interesante analizar si se mantiene en otros mutantes de crecimiento ondulatorio descritos en la
Tabla 1, por ejemplo los mutantes wagl y wag2 que también presentan un fenotipo ondulatorio
en crecimiento vertical. Ademas seria interesante averiguar si el menor crecimiento de la raiz
observado en las mutantes comparado con las plantas silvestres podria estar afectado en la
proliferacion del meristemo de la raiz, la elongacion de las células o en ambos, por lo que
tendriamos que hacer estas mediciones celulares para averiguar si estan alterados estos
componentes del crecimiento. También seria interesante investigar sobre el modo en el que se
asocian el crecimiento y la formacion de ondulaciones. Actualmente se genera un modelo

matematico que pueda explicar este fendmeno ondulatorio con la ayuda del Dr. Pablo Padilla.

Las plantas crecidas en vertical (90°), al no estar sujetas al tigmotropismo, presentan mayor
variabilidad. Estos resultados podrian ser una segunda evidencia para sostener que el
crecimiento ondulatorio de los mutantes act2-2 y 17 no son de tigmotropismo constitutivo, pues
de ser asi su comportamiento se ajustaria de manera similar al de las plantas sujetas al

crecimiento a 45°,
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En la respuesta al choque aungue el crecimiento precede a la formacién de ondulaciones, se ha
detectado que el impedimento mecéanico continuo afecta la morfologia de la raiz y la elongacion
celular, en parte relacionado con alteraciones en la respuesta al etileno y las auxinas (Okamoto
et al., 2008). Con esta evidencia de por medio, también se consider6 a la densidad de
ondulaciones como variable explicativa del crecimiento de la raiz (Figura 16C). La regresion
obtenida también se apega estrechamente a un modelo lineal pero con una ecuacion distinta, por
lo que es posible que ambos fenémenos sean consecuencia, al menos parcialmente, de una causa

comun que es la respuesta al impedimento mecanico.

Por otra parte, no podemos eliminar la posibilidad de que el crecimiento y la densidad de ondas
en las raices de los mutantes sean eventos independientes y que su aparente relacion no sea
efecto de una interaccion, sino que cambien juntas porque son consecuencia de un mismo
fendmeno que al variar tiene efecto sobre ambos. Esto puede ser alguna modificacién en una
ruta hormonal en la cual este interviniendo la ACT2 y que al ser alterada modifique tanto el

crecimiento, como la ondulacion

Por otra parte, los mutantes nulos wagl y 2, asi como los dobles mutantes wagl-1/wag2-1 y
wagl-2/wag2-1, presentan también un fenotipo ondulatorio en la raiz primaria al crecerlos en
placas verticales que resultan mas resistentes a la ondulacion provocada por el inhibidor de
transporte de auxinas y estabilizante de microfilamentos, NPA. Los genes WAG codifican para
dos cinasas tipo PsPK3 de la familia de PINOID (proteina que fosforila diferencialmente a los
transportadores de auxinas), que estarian participando como reguladores negativos del
crecimiento ondulatorio (Santner y Watson, 2006). La existencia de estas cinasas correlaciona
nuevamente con el hecho de que seamos capaces de complementar el fenotipo de ondulacién de
act2-2 con ortovanadato, un inhibidor de tirosin-fosfatasas y apoya que alguna de las lineas
supresoras obtenidas pueda deberse a la mutacion en algin gen que codifique para una cinasa o

una fosfatasa relacionada con la ACT2.

La sustitucion de Arg a Ala en la posicion 177 de la ACT1 del mutante act1-129 de levadura
(Argl79 en ACT2 de plantas) no provoca fenotipos severos en este organismo. Pero el mutante
es incapaz de unirse a la faloidina (Drubin et al., 1993). La union del filamento con la faloidina
inhibe la interaccion con la cofilina y viscerversa (Yonezawa et al., 1988). Esto sugiere que,
bajo el contexto de lo bien conservadas que estan las actinas, el sitio donde se localiza la Arg
179 en la ACT2 de Arabidopsis podria interactuar de forma especifica con la proteina ACTIN-
DEPOLYMERIZING FACTOR (ADF) homologa de la cofilina. Se tiene evidencia de que ADF
interacciona con la actina a través de un dominio ADF homology (ADF-H) presente en otras

ABP, que se une a un surco hidrofdbico entre los subdominios 1 y 3 de la molécula de actina
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(Paavilainen et al., 2008). Otras ABP también parecen unirse a este sitio, como la gelsolina y la

profilina.

Conocida por su habilidad de despolimerizar a la actina-F, e incrementar el pool de actina-G, la
funcion de la ADF afecta la remodelacion del citoesqueleto de actina, incrementando la
dindmica de los filamentos. La ADF/cofilina se une a la actina-F induciendo un giro en el
filamento que resulta en la pérdida del sitio de unidn a la faloidina. Este cambio conformacional
podria ser el responsable del aumento en la pérdida de mondmeros en el extremo contrario al
que se une la ADF/cofilina (Bamburg, 1999) dando como resultado méas extremos libres del
filamento. Los filamentos de actina de las plantas act2-2 son muy cortos y delgados en
comparacion con los de las plantas silvestres (datos no publicados). Esto correlaciona con
fenotipos de sobre-expresion de AtADF1 en plantas que producen la desaparicion de los cables
gruesos de actina en distintos tipos celulares y que ademas lleva a la reduccion del tamafio de
células y 6rganos, y al incremento del patron ondulatorio de hipocotilos de plantas crecidas en
oscuridad (Dong et al., 2001).

En Arabidopsis thaliana se expresan once isoformas funcionales de ADF separadas en cuatro
subclases ancestrales, cada una con un patrén de expresién caracteristico, reflejando funciones
especializadas de cada subclase. Siendo la subclase | la posible responsable del remodelamiento
de los filamentos de ACT2 y ACT8 (Ruzicka et al., 2007). La ADF desfosforilada corresponde
a la forma activa, por lo tanto cuando nosotros agregamos ortovanadato al mutante act2-2 y los
cables de actina se engrosan y alargan, ademéas de complementar el fenotipo ondulatorio (datos
no publicados), no puede deberse a una actividad inespecifica, responsable de mantener a la
ADF en su estado activo. De esta forma, no es descabellado pensar que alguno de los segundos
mutantes modificadores del fenotipo de act2-2 presente un cambio en alguno de los genes de

ADF, lo que podria afectar de nuevo su unién a la ACT2.

Los mutantes seleccionados en este trabajo, serviran de herramienta para disectar las bases
moleculares del papel de la ACT2 en el desarrollo de las plantas, particularmente aquellos
relacionados con el crecimiento ondulatorio, la fisiologia de las hormonas, ya sea a nivel
estructural como la que tiene que ver con su transporte, asi como posiblemente en la
sefializacién de las mismas. Por Gltimo, ayudaran a discernir las funciones de la ACT2 en las
respuestas tropicas. A su vez, el conocimiento que se genere a partir de estos estudios nos
ayudaran a entender mejor la redundancia funcional de las actinas y de las proteinas de union a
estas y aportard nuevas evidencias para la consolidacién de un modelo que ayude a entender las

diferentes funciones que se desprenden de esta proteina ampliamente conservada y en muchos
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casos redundante, que anteriormente se le contemplaba sélo como una andamiaje estructural de

las células.
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VIIl. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se seleccionaron once lineas supresoras, dos potenciadoras y otras dos

con fenotipo agravitrépico; productos de la segunda mutagénesis de act2-2.

Los fenotipos observados en las dos lineas supresoras 48 y 52 asi como las potenciadoras 8.8 y

17 se deben a una segunda mutacion en otro gen distinto a ACT2.

En las lineas supresoras se descarta la posibilidad de la generacion de un codén de término en

este gen que produjera un mutante nulo, lo que daria un fenotipo similar al silvestre

La mutante 17 no presenta alteraciones en la respuesta tigmotrdpica, lo cual indica que el

segundo gen mutado en esta linea no se relaciona con el tigmotropismo.

La respuesta a la graviestimulacion, en esta misma linea, es méas rapida que en las plantas
silvestres y la mutante actin2-2. Lo que apunta en direccion a que el segundo gen mutado

también esta implicado en el gravitropismo.

La respuesta trdpica ante el impedimento mecénico afecta la longitud y la densidad de
ondulaciones en la raiz, no sélo en la mutante 17, también en actin2-2 y el silvestre. Ademas
existe una fuerte correlacion negativa entre estas caracteristicas, 10 que apunta que ambas son

producto de la respuesta al tigmotropismo.

Las mutantes potenciadoras 8.8 y 17 presentan caracteristicas del mutante act2-2 pero ain mas
exacerbado. Dichas alteraciones pueden relacionarse con alteraciones en la distribucion de las
auxinas, la sefializacion de los brasinoesteroides y/o alguna otra hormona relacionada con estas

en la compleja red responsable del desarrollo de la raiz.

A pesar de la redundancia entre las actinas, la ACT2 desenvuelve al menos una funcion

especifica en el crecimiento ondulatorio de la raiz primaria de Arabidopsis.
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