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INTRODUCCION

Citocesqueleto

Las células eucaridticas ticnen {a capacidad de responder de una forma rapida y
coordinada a una gran variedad de cstimulos internos y cxternos. Estas respucstas estdn
frecuentemente mediadas y dirigidas. por un rdpido y dramatico rearreglo del citoesqueleto
(Barlow and Baluska. 2000). El cttoesqueleto esta constituido por una red de proteinas formada
principalmente por tres tipos de filamentos: microfilamentos o filamentos de actina,
microtibulos o filamentos de tubulina y filamentos intermedios (Fig. 1). Cada tipo de filamento
se construye a partir de mondmeros que, en combinacidon con proteinas especificas asociadas a
cada uno de ellos, son capaces de realizar multiples funciones y construir una gran variedad de
estructuras celulares. De hecho, el citoesqueleto de una célula puede influenciar al de células
vecinas a traveés de uniones intercelulares, o por su efecto sobre la matriz extracelular. De esta
manera, los cambios en la forma y en la polaridad celular se coordinan intra- e inter-celularmente

en organismos multicelulares (Alberts ef al., 1989).

Membrana /g

i Filamentos

- " -
Microfilamentos ntermedios

Tomado de: www seoulin.co.kr/~virbio/index-cyioskeleton. html
Fig. 1. Esquema que representa la localizacion de los tres sistemas de filamentos que

constituyen al citoesqueleto.

Los microtubulos miden aproximadamente 20 a 25 nandmetros de didmetro y estan constituidos
principalmente por heterodimeros de o y P tubulina alineadas en forma helicoidal entre si. Los

microtubulos participan de manera importante en diversas funciones entre las que se encuentran
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la division celular, la movilidad de la cclula, el transporte de organclos. asi como ¢l

mantenimicnte de la {forma celular.

Los filamentos intermedios ticnen un diametro promedio de ocho a dicz nandémetros y estin
compuestos por un conjunto de proteinas como vimentina, desmina, keratinas, entre otras. La
composicion cspecifica de los filamentos intermedios varia de acucrdo al tipo celular, sin que se
altere su estructura y caracteristicas bioquimicas. Entre las principales funciones de los
filamentos intermedios se encuentra el proporcionar rigidez y mantener la estructura celular, asi

como ofrecer soporte mecanico a la célula.

Los microfilamentos tienen un diametro de siete a nueve nandmetros, estan constituidos
principalmente por actina y estan directamente involucrados en distintos formas de movilidad
celular (entre las cuales se incluye la contraccion muscular), en la citocinesis, las interacciones
célula-célula y célula-substrato, la transduccion de sefiales, la localizacidén de componentes
celulares, el transporte de organelos y de vesiculas y ¢l establecimiento de la morfologia celular
(Puius er al., 1998). Las estructuras formadas a partir de este tipo de filamentos poseen

caracteristicas bioquimicas y biofisica tnicas cuya regulacion se encuentra finamente controlada

tanto temporal como espacialmente.
MICROFILAMENTOS DE ACTINA

Caracteristicas bioldgicas y funcionales de la molécula de actina.

La actina es una de las proteinas mas abundantes dentro de la célula eucaridtica. Consiste en
una sola cadena polipeptidica de aproximadamente 375 residuos de amino acidos. La actina tiene
diferentes estados de organizacidn. Se puede encontrar como actina monomeérica (llamada actina
G o actina globular), en la que cada mondmero se encuentra unido tanto a una molécula de ATP,
como a un ion de Mg en sitios altamente especificos (fig. 2a) (Sheterline and Sparrow, 1994;
Cooper and Schafer, 2000). La actina tiene la propiedad de autoensamblarse para formar
polimeros (llamados actina F, filamentos de actina o microfilamentos), los cuales son

considerados como la forma funcional de la actina en la célula (Fig. 2b). Distintos elementos
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contractiles v estructurales contienen arreglos de tilamentos de actina cuve ensamblaje se dirige
durante procesos de desarrollo y de diferenciacion celular (Sheterline and Sparrow, 1994). 1a
naturaleza del citoesqueleto de actina dentro de una célula se¢ modula por varios Jactores que
incluyen diferencias en el pH. concentracion de sales o de iones. asi como presencia de un
amplio rango de proteinas asociadas a este y que son capaces de cntrecruzar a 1os
microfilamentos cn apretados paquetes o en laxas redes, asi como de proteger sus extremos
(capping), v de fraccionarlos parcial o completamente (Pollard and Cooper. 1986 Hartwing and

Kwiatkowski, 1991).

Tomado de www zk bwh harvard.cdu/projects/polymer/actin Tomado de Alberts, er af 1989

Fig. 2.-a) Modelo de la molécula de actina, las cadenas alfa y betas son indicas, el asterisco muestra el sitio
de unién a ATP y Mg. b) Acina monomérica y actina filamentosa. I y I, muestran los monomeros de actina,
actina G, unidos con ADP y una proteina asociada (I) o con una molécula de ATP (H), ¢) muestra los
monomeros auto-ensamblados para la formacién de un microfilamento de actina filamentosa o actina F.

El ensamblaje de los microfilamentos se inicia por una reaccidon favorable de nucleacion y se
propaga por la adicion de subunidades a los extremos del filamento en crecimiento a manera de
una hélice lineal, lo que genera una polaridad en la estructura. El proceso de nucleacién es
limitante, ya que los dimeros de actina no son estables a menos que se adicione un tercer
monomero. De hecho, el tamafio del nicleo critico parece ser justamente el trimero de actina

(Mannherz, 1992; Zigmond, 1998).

Ya sea como una molécula monomérica o como un polimero filamentoso, la actina se localiza
predominantemente en el citoplasma celular, aunque también se ha detectado su presencia en el

nicleo (Sheterline and Sparrow, 1994) v en la matriz extracelular (Ding ef al, 1996)).
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Aspectos evelutivos de la moléeula de actina.

La sccuencia de amine dcidos y las propiedadces bioguimicas de la actina se encuentran
conservadas a lo largo de la evolucion de los cucariontes (Kabsch and Vandckerckhove, 1992),
En organismos multicelulares como las plantas y los animales, la actina gencralmente se presenta
como una familia génica compleja, y como copias Unicas cn muchos protistas (Sook et al.,

1999).

La actina comparte una historia evolutiva comun con proteinas relacionadas a actina (ARPs por
sus siglas en inglés). En eucariontes algunas de estas proteinas han sido identificadas en diversos
phyla indicando que, como la actina, se generaron por eventos de duplicacidén génica que se
produjeron en un punto proximo a la divergencia entre procariontes y eucariontes. Las relaciones
evolutivas entre las ARPs y la actina no son claras. Sin embargo, los andlisis filogenéticos
llevados a cabo, indican que tanto las ARPs como la actina divergieron a partir de un ancestro
comun antes de la separacion de los principales grupos de eucariontes, y que las caracteristicas
comunes en cada una de ellas han sido retenidas (Mullins ef al., 1996; Ressad, et al. 1999).
Recientemente, se ha demostrado que el ancestro comun de la actina esta presente en los

organismos procariontes (van den Ent ef al, 2001).

El citoesqueleto de actina en plantas vasculares.

Si bien es cierto que la mayor informaciéon sobre la funcién y la regulacion del
citoesqueleto se ha obtenido a partir de estudios llevados a cabo en sistemas animales, en las
c¢lulas vegetales igualmente se han identificado muchos de los componentes y funciones del
citoesqueleto de actina (Vahey and Scordilis, 1980; McLean et al., 1990a; Villanueva et al.,
1990; Liu and Yen, 1992), tubulina (Lloyd et al., 1979; Yadav and Filner, 1983} y de los
filamentos intermedios en células animales (Beven er al., 1991; McNulty and Saunders, 1992;

Minguez and Moreno, 1993; Yu and Moreno, 1999).

En distintos sistemas vegetales, se ha demostrado que la actina participa en las corrientes

citoplasmicas, en el movimiento de cloroplastos, en la forma y en la determinacién del plano de
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division celular, en la gravipercepeidn en estatocitos, en el erecimicnto de extremos de cclulas
especializadas. Asi, por cjemplo, la actina jucga un papel importante en la germinacion de tubos
polinicos, cn la formacion de tricomas y pelos radiculares, en la citocinesis; en ¢l mantenimicnto
de la arquitectura cclular; en la deposicidn y ¢l engrosamiento diferencial de la pared celular
como ocurre en los elementos de las traqueidas; y cn el transporte y en el movimiento de
organclos (Meagher, 1991). La actina también participa activamentc cn ¢l movimiento flagelar
en las algas verdes y podria estar involucrada en el movimiento tflagelar de células germinales en
plantas vasculares primitivas (Meagher, 1991; Schmidt and Hall, 1998; Barlow and Baluska,
2000).

El gran ntimero e importancia de las funciones celulares llevadas a cabo por la actina en células
vegetales sugiere la existencia de diversos mecanismos de control. Algunos ejemplos son: la
expresion diferencial de isoformas durante el desarrollo del nddulo en Phaseolus vulgaris (Pérez
et al., 1994), la distribucion preferencial de las isoformas, A y p en el primordio v el protodermo
de raices apicales y laterales (McLean et a/., 1990a), la fosforilacion durante la germinacién de
esporas en Dictvostelium (Gauthier ef al., 1997) y la modulacidn por iones de calcio y moléculas
de sefializacion de naturaleza lipidica, que se propone actian sobre distintas proteinas de union a

actina (Grabski ef a/., 1998), entre otros.

La familia génica de actina en plantas vasculares,

En plantas vasculares la actina, al igual que en organismos animales, s¢ encuentra
codificada por familias multigénicas. El numero minimo de las secuencias génicas entre las
familias parece ser mayor de diez (Meagher and McLean, 1990). La secuencia de amino 4cidos
deducida a partir de numerosos genes de actina en angiospermas, sefiala que esta proteina se
encuentra conservada con respecto a las actinas de otros reinos (animales, hongos o protistas)
compartiendo 310 de los 376 amino acidos. Lo anterior se refleja en los perfiles hidropaticos
comparados entre actinas pertenecientes a distintos grupos filogenéticos que resultan

practicamente indistinguibles (Hightower and Meagher, 1986).
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Sin cmbargo en plantas vasculares. la comparacion de las sccuencias de actina que comprenden a
una tamilia génica sugicre que la diversidad de sus miembros es mucho mayor si s¢ compara con
la diversidad cxistente entre especics altamente divergentes en animales (McCurdy and
Wilhamson, 1991). Por ejemplo, cn soya (Glveine max), cntre las tres clases de actina
identificadas se presentan de 8 a 14 diferencias en residuos cargados, micntras que en las
sccuencias que codifican para la actina en organismos animales no hay mas de tres

substituciones (Meagher, 1991).

Aunque las funciones precisas de las diferentes isoformas de actina en angiospermas no se han
determinado, se propone que estas variantes juegan papeles especificos dentro de la célula e
interactian con distintos componentes del citoesqueleto vegetal. Distintos estudios han
demostrado que la expresion de algunos de los genes que codifican para las diversas isovariantes
de actina en plantas vasculares presentan patrones temporales y espaciales especificos (An et al.,
1996; Huang et al., 1996 a y b; McDowell ef al., 1996; Huang et al., 1997). Sin embargo, la
expresion de muchos de ellos se sobrelapa considerablemente (Meagher et a/., 1999). Se propone
que la combinacion de distintos tipos de actinas co-expresados en el mismo tipo celular
intervienen en procesos que son necesarios para la rapida respuesta de las células vegetales a
sefales internas y externas (Meagher ef a/., 1999). Sin embargo, en Arabidopsis la expresidn v

regulacion de sbélo una isoforma de actina estd regulada por la presencia de auxinas
(Muthugapatti et al. 2001)).

Proteinas de union a actina en plantas vasculares.

En los sistemas vegetal y animal, tanto la actina G como la actina F son capaces de
interactuar con un grupo de proteinas que, en conjunte, modulan el comportamiento del

citoesqueleto de actina, provocando cambios en la arquitectura celular.

El alineamiento de diversas secuencias que codifican para actina en angiospermas revela la
presencia de regiones de aminoécidos conservadas entre plantas y animales. Dichas regiones
frecuentemente coinciden con aquellas propuestas como sitios de interaccidon actina-actina o

bien, con sitios de interaccion actina-ABPs (McElroy et a/., 1990).
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La mayoria de los estudios levados a cabo sobre la caracterizacion de proteinas de union a
actina en angiospermas, a nivel bioquimico y molccular, se han enfocado a la profilina y al factor
despolimerizante de actina. En ambos casos, s¢ ha demostrado que dichas proteinas funcionan jn
vitro de una manera similar a sus contrapartcs en hongos y animales (Gibbon ef af., 1997; Jiang
et al, 1997a y b; Staiger et al., 1997; Theriot, 1997; Ballwceber e af., 1998; Didry er af., 1998;
Gibbon ez al., 1998). Sin embargo. la complejidad de la familia génica que codifica ya sea para
profilina o para ADF, al igual que la familia génica de actina en plantas vasculares, supera el
numero de miembros con respecto a organismos ammales (Gibbon ef al., 1997; Huang et al.,
1996b; Staiger et al., 1997, Gibbon er al., 1998). Este hecho, aunado a las diferencias
bloquimicas existentes entre las distintas isoformas y al patron de expresién diferencial
especifico de tejido (Staiger et al., 1993; Huang ef al., 1996b; Gibbon ef af., 1997; Jiang et al.,
1997a y b; Staiger ef al., 1997; Didry et al., 1998; Gibbon et al., 1998; Guillén et al., 1999;
Meagher et al., 1999), han llevado a proponer que la expresion simultanea de isovariantes de
actina y de ABPs pudiera resultar en un eficiente complejo que favorece la rapida respuesta del

sistema ante una gran variedad de estimulos ambientales (Meagher ez al., 1999; Staiger, 2000 ).

Modificaciones pos-traduccionales de actina.

Como respuesta a diferentes fenomenos y eventos celulares, en sistemas animales, la
actina puede ser regulada por modificaciones postraduccionales, como fosforilacién vy
ubiquitinacion entre otras. La fosforilacién de actina en Dictyostelium se ha relacionado con la
reorganizacion del citoesqueleto durante la germinacion de las esporas (Gauthier ef al., 1997) en
los sistemas vegetales se ha detectado la fosforilacion de actina como parte fundamental para ¢l
movimiento contractil de hojas en Mimosa pudica (Kameyama et al.; 2000). Por otra parte, Ball
et al 1987, reporta la presencia de artrina, una forma estable de actina ubiquitinada, en el
musculo de vuelo de Drosophila, pero la funcidon de esta modificacion no ha sido determinada.

En sistemas vegetales no existe ninglin reporte previo de ubiquitinacidn de actina.
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Ubiquitinacion, mas que un sistema de degradacion.

La ubiquitina, ¢s una proteina globular de aproximadamente 79 aminoacidos (~ 9.5
kDa), que sc encuentra altamenic conservada a lo largo de la evolucion en todos los sistemas
cucarioticos, con solo tres difcrencias a nivel de aminoacidos, entre la ubiquitina de humano y la
ubiquitina de levadura (Fedorova es a/, 1998). La ubiquitina forma conjugados covalentes
(ubiquitinacién) con proteinas que juegan papeles importantes en la regulacion de diferentes
procesos vitales o para la célula (Joazeiro and Hunter, 2000). La ubiquitinacién se lleva a cabo a
través de uniones isopeptidicas de su extremo carboxilo ( Glicina 76) con ¢l grupo ¢ de una lisina
de la proteina blanco (Trausch ez af, 1993). Basandose en el niimero vy localizacién de moléculas

de ubiquitina que se unen a las proteinas; se han determinado dos tipos de ubiquitinacidn,

poliubiquitinacién y monoubiquitinacion (Hicke, 2001) (fig. 3).

La poliubiquitinacién de proteinas se lleva a cabo por la formacién de multiples cadenas de
ubiquitina, donde la Glicina 79 de una segunda ubiquitina se une a la Lisina 48 de la primera
ubiquitina. La poliubiquitinacion es la modificacién por ubiquitina mas comun y mejor
documentada, se lleva acabo en proteinas normales o anormales, dafadas o con un plegado
defectuoso, para ser degradadas por ¢l sistema de proteosoma, en un proceso dependiente de
ATP (Fig. 4). Independientemente de la degradacion por medio del sistema de proteosoma,
proteinas poliubiquitinadas, también son degradadas en vacuolas y/o en lisosomas (Lenk and
Sommer, 2000; Weissman, 2001). La degradacién de proteinas dependiente de ubiguitina es
un mecanismo de regulacion para diversos eventos celulares como regulacién del ciclo
celular, en la biogenesis de organelos, apoptosis, regulacién en la proliferacion celular,
reparacion del ADN y respuesta a estrés, entre otras funciones (Joazeiro and Hunter, 2000;
Neish et a/, 2000; Kokame et al, 2000; Harris ez al, 1999).

Lo monoubiquitinacién de proteinas es la unién de una o algunas moléculas de ubiquitina a lo
largo de la proteina blanco, sin llegar a formarse cadenas largas. Hasta hace muy poco las
funciones de esta modificacion no habian sido descritas, lo que era evidente es que no se trataba,

como en el caso de la multiubiquitinacion, de un sistema de regulacién por degradacion de
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Respuesta de los microtfilamentos a estimulos cxternos de la planta.

La dinamica red conformada por distintos elementos del citoesqueleto en células cucariontes
rearregla continuamente la arquitectura citoplidsmica ¢n respucsta a una gran variedad dc
estimulos tanto internos como externos. En parrafos anteriores se ha mencionado el papel de la
actina en el establecumiento de la polaridad celular, en la determinacion del plano de division, en
la elongacién y la deposicion de la pared celular, entre otros. Como organismos sésiles, las
plantas vasculares tienen que contender con un gran numero de condiciones climaticas adversas,
las cuales incluyen diversos tipos de estrés abioticos como el frio, la sequia y dafios por luz
ultravioleta. Asi mismo, interaccionan con patégenos y organismos simbidticos. Para contender
con el ataque o promover la interaccién de los microorganismos, las plantas han desarrollado la
habilidad de detectar a los microorganismos o a las moléculas secretadas por estos (elicitores)
(Spaink, 2000; Downie and Walker, 1999). La percepcion de estas moléculas va seguida de una
transduccién de seftales que da como resultado una respuesta de defensa la cual implica diversos
eventos, como la generacion de esécies reactivas de oxigeno ( lo que se conoce como “explosién
oxidativa”), la sintesis de fitoalexinas, expresién de genes que codifican para proteinas
relacionadas a patdgenos, division celular, muerte celular programada, sintesis de fitohormonas,
deposicion de la pared celular, movimiento y organizacidon de organelos, entre otros (Romeis,
2001). Todos estos eventos estan mediados por una intrincada cascada de eventos regulatorios,
directamente o indirectamente relacionados con el equilibrio existente entre actina G y la actina

F dentro de la célula (Dramsim and Cossart, 1998).

El fenémeno de polimerizacion y despolimerizacion de los microfilamentos de actina, juega wn
papel determinante en el dinamismo y la capacidad de respuesta de las células vegetales ante
diferentes tipos de infecciones (revisado por Staiger 2000). Los rearreglos de los
microfilamentos de las células vegetales ante la presencia de diferentes microorganismos,
ocurren inclusive aun antes del contacto de éste con la célula hospedera. En diferentes trabajos se
ha reportado que las primeras respuesta de las células vegetales ante la presencia de los hongos,

es la polimerizacion de actina en el sitio de contacto del hongo con la célula hospedera, asi como
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la moditicacion del citoesqueleto vegetal 36 4 horas antes de la penctracion del patogeno.
deduciende que existen moléculas o clicitores que fa planta detecta aun antes de la infeceion

(Staiger 2000).

Las rclaciones simbidticas (Planta-Microorganismo) como modelo de estudio del

citoesqueleto

Las primeras etapas de la interaccion entre la planta hospedera y el patégeno van
acompafiadas de la produccion de sefiales, las que inducen una respuesta en cada un de los
organismos involucrados ( Grant and Mansfield 1999). Este proceso umplica la interaccion entre
una molécula sefial del patdgeno y un putativo receptor de la planta. Este reconocimiento es
seguido por una cascada de transduccion de sefiales que da como resultado diversas respuestas
de defensa en la planta, incluyendo el movimiento de organelos y del nicleo hacia el sitio de
ataque del patdgeno, posicionamiento de la pared celular, elevacion de los niveles de calcio

intracelular, divisidn celular y formacién de nuevos drganos (Spaink, 2000).

Las plantas leguminosas, como el frijol (Phaseolus vulgaris), establecen una relacion simbiotica
con bacterias fijadoras de nitrégeno del género RAizobium. Las raices de la planta son infectadas
con la bactenia induciendo la formacién de un nuevo drgano denominado, ndédulo simbidtico
(Sanchez et al, 1991; Broughton et al, 2000}. Las bacterias se encuentran dentro de los nédulos
envueltas en una membrana derivada de las células de la planta, estas estructuras son conocidas
como simbiosomas (Verma et al, 1978). Durante las primeras etapas de esta asociacion, las
moléculas sefial son sintetizadas por la bacteria y son esenciales para el inicio de la respuesta
morfogenética y organogénica en la planta hospedera apropiada que culmina con la formacion
del nodulo simbidtico (Spaink, 2000) (Fig. 5). Estas moléculas son Hamadas “factores de
nodulacion” (Factores Nod), los cuales son lipoquitooligosacaridos decorados, cuya estructura es
especie dependiente y contribuye a la especificidad del hospedero (Long, 2001; Schultze and
Kondorosi, 1998).
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simbidtico

El citoesqueleto vegetal juega un papel importante para el principio del desarrollo y el
mantenimiento del nédulo simbidtico, asi como para el crecimiento, deformacidn y polaridad del
pelo radicular (Schultze and Kondorosi, 1998). La actividad del citoesqueleto de actina se da
desde las primeras etapas de la morfogénesis del nddulo, participando en la formacion del hilo de
pre-infeccion y la division de las células corticales. Cardenas et @l en 1998, mostraron que los
Factores Nod inducen procesos que modifican substancialmente los microfilamentos de actina en
los pelos radiculares de Phaseolus vulgaris. Estos cambios se caracterizan por una dramatica

fragmentacion de los cables de actina presentes en los pelos radiculares, estos son rapidamente
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reducidos a filamentos cortos en los primero cineo minutos de contacto con los Factores Nod.,

recuperando su torma de 15 a 30 minutos despucs.

La diversidad de funciones dec los microfifamentos dc actina, asi como su capacidad para
responder a la mteraceion con microorganismos, esta dada principalmente por una regulacion de
la expresion diferencial de las isoformas de actina (Mcagher et al, 2001). En otros sistcmas
simbidticos, se ha reportado la expresion diferencial de isoformas de actina, en particular durante
la relacion simbiotica existente entre las raices de Pinus svivestris con el basidiomiceto Suillus
bovinus, la expresion de las isoformas de actina es regulada con la formacion de ectomicorrizas,
modulando tanto el nimero de isoformas como los niveles de expresion de las mismas en las
raices de la planta (Niini ef a/ 1996). En este mismo sentido, estudios previos en el laboratorio,
Pérez et al 1994, demostraron que en ensayos de purificacion de actina vegetal en Phaseolus
vulgaris, se presentaba una expresion diferencial de las isoformas de actina en los nédulos. La
presencia de un patrén de expresion diferencial de las isoformas de actina durante el
establecimiento de una relacion simbidtica, nos hace suponer que existe una regulacién de las
isoformas de actina de un tejido a otro, durante la formacién del nédulo o bien, como
consecuencia de la presencia de la bacteria. Este patrdn podria estar regulado a nivel

transcripcional o bien a nivel postraduccional.

Como se comentd anteriormente, el citoesqueleto vegetal responde a una gran variedad de
estimulos, que incluso pueden determinar diferentes niveles de expresion y/o inducir diversas
modificaciones postraduccionales de la actina. En este trabajo se planted el objetivo de entender
como es la regulacién y el patron de expresion de actina durante la formacién del nodulo
simbiotico, a lo largo de la interaccion establecida por Phaseolus vulgaris v la bacteria fijadora

de nitrégeno del genero Rhizobium etli.
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OBIETIVO GENERAL

Determinar los diferentes niveles de regulacion vy la postble expresion de la actina durante la

relacion simbidtica entre Phaseolus vulgaris y Rhiizobium.

OBJETIVOS PARTICULARES

. Determinar ¢l patron de expresion diferencial de [as isoformas de actina en

Phaseolus vulgaris durante la organogénesis del nddulo simbiético.

. Caracterizar la posible respuesta de los microfilamentos de actina vegetal ante

la presencia de un microorganismo.

Los datos principales de este trabajo fueron reportados y publicados en la revista “Molecular
Plant Microbe Interactions”, aqui se presenta el articulo y un anexo de resultados no reportados

en dicho articulo.
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Actin  monoubiquitylation is induced in plants in response to pathogens and

symbionts.
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Most dramatic cxamples of  actin
reorganization have been described during
host-microbe interactions. Plasticity of actin is
in part due to post-translational modifications
such as phospherylation or ubiquitylation.
Here, we show for the first time, that actins
found in root nodules of Phaseolus vulgaris are
modified transiently during nodule
development by monoubiquitylation. This
finding was extended to root nodules of other
legumes and to other plants infected with
mycorrhiza or plant pathogens such as
Pseudomonas and Phytophtora. However,
neither viral infections nor diverse stressful
conditions (heat shock, wounding, or osmofic
stress) induced this response. Additionally, this
phenomenon was mimicked by the addition of
a veast elicitor or H202 to Phaseolous vulgaris
suspension culture cells. This modification
seems to provide increased stability of the
microfilaments to proteolytic degradation, and
to be found in fractions where the actin
cytoskeleton is associated to membranes. All
together these data suggest that actin
monoubiquitylation may be considered as an
effector mechanism of a general plant response
against microbes.

INTRODUCTION

Plants initiate various defense responses
when attacked by microbes such as fungi and
bacteria, Whereas some of these defense
mechanisms are induced only after pathogen
attack, others are preformed and constitute
generalized physical and physiological barriers
that hinder pathogen infection. Similar to animal
immune responses, following pathogen infection,
plant responses to microbes involve a network of
signal transduction pathways leading to regulation
of gene expression (Yang et al, 1997). Pathogen
recognition at the site of infection initiates rapid
signaling processes that activate multicomponent
defense responses both, at local and systemic
levels (Cohn et al, 2001; Grant et al, 1999; Scheel,
1998; McDowell and Dangl, 2000). Similar
responses can be triggered by elicitor molecules
derived from various fungi or bacteria or from
proteins secreted by various microorganisms. The
generation of a response to a given stimulus is
thought to require three main events: stimulus
perception, generation and transmission of a
signal, and subsequent changes in downstream
biochemical processes {Yamaguchi et al, 2000).
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The direcicd movement of vesicles and of the
nucleus towards the site of infection, the
formation of wall appositions, clevation of
cytosolic calcium levels (Cardenag et al, 1999;
van der Lut et al, 2000). the induction of
phytohormone synthesis (Maller and Chua, 1999).
cell diviston, formation of new organs, oxidative
burst response (Sandermann, 2000), and
reorganization of the actin cytoskeleton (Staiger,
2000) are only a few examples of the response a
plant can generate after pathogen recognition.

The actin cytoskeleton forms a dynamic
network, which reorganizes rapidly in response to
a variety of stimuli (Staiger, 2000). In eukaryotic
cells -actin  exists both- in a polymeric,
filamentous (F) and monomeric, globular (G)
forms. Alterations in the balance of monomeric
and polymerized actin results in changes in cell
shape, movement and polarity. In plants, F-actin
is considered to provide the driving force for
cytoplasmic streaming as well as to constitute the
molecular railroad tracks upon which vesicle
transport occurs (Schmidt and Hall, 1998).
Treatment of barley coleoptile cells with
microfilament inhibitors has been shown to
suppress the overall polarized defense-related
reactions beneath Ervsiphe pisi developing
appressoria, suggesting that the cytoskeleton
might play an important role in directing of
certain  defense-related  compounds  and/or
organelles (Kobayashi, 1997). On the other hand,
Cardenas et al 1998, showed that Nod factors
appear to induce a rapid and reversible
fragmentation in the actin cytoskeleton in
Phaseolus vulgaris root hair cells, and these
events may be a necessary prelude for the
formation of infection threads by Rhizobia.

Rearrangements of actin microfilaments
are coordinated and regulated by a plethora of
actin regulatory binding proteins (Puius et la,
1998), the functions of which may be controlled

+
by  numerous  signals including Ca ,
phosphoinositides, pH, or reversible
phosphorylation (Schmidt and Hall, 1998;

Kameyama et al, 2000). In animal systems,
rearrangements of the actin cytoskeleton may also
result of postiranslational modifications such as
methylation, phosphorylation, or ubiquitin
conjugate formation (Kathor et al, 1999; Gauthier
etal, 1997; Ball et al, 1987).

Recently, polypeptide tags have emerged
as umportant post-translational regulators of
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protem function n plants (Vicrstra and Calls,
1999)  Ubiquiun 1z one the most  conserved
protemns dentified to date. Anuno acid sequences
are identical among  all higher-plant  species
examined and differ only by one, two or three
ammo acid substitutions from Chlamvdomonas,
yeast, and mammalian ubiquitin - sequence
respectively.  Degradation of proteins by the
ubiquitin systemn starts by tagging polypeptides
through 1sopeptide bonds linkmng the carboxy-
terminal glycine 76 of ubiquitin to the e-amine
group of select lysine residues of the protein
substrate (Jentsch and Pyrowolakis, 2000). In
plants, proteolysis by the ubiquitm/proteasome
pathway has also been proposed to play an
important role in various fundamental biological
processes such as hormone responses, light
perception, environmental adaptation, and floral
development {Gray and Esielle, 2000; Callis and
Viestra, 2000). Contrary to polyubiquitylation that
tags  proteins  for  degradation,  stable
monoubiquitin or ubiquitin-like adducts such as
those found m nuclear histones, receptors and
arthrin (a stable actin form from Drosophila flight
muscle), confers stabily and differential
subcellular localization to proteins albeit that the
physiological significance of this is not yet fully
understood (Hicke, 2001; Robzyk et al, 2000,
Shih et al, 2000; Trausch et al, 1993; Ball et al,
1987).

Here, we show for the first time that in
plants, actin filaments are stabilized by
monoubiquitylation tagging. In addition to its
induction in root-nodules, this modification of
actin molecules was also triggered in all other
plant tissues tested, when plants were infected
with various pathogens and symbionts.
Furthermore, neither viral infections, nor diverse
stressful conditions triggered this response,
suggesting that actin monoubiquitylation may be
part of a plant innate mmune response
specifically directed against bacterial and fungi or
related signaling metabolites. This was further
supported by the fact that adding elicitors or
H>02 to suspension culture cells, also induced

this actin modification.

RESULTS
Differential expression of actin isoforms during
root-nodule development.

In plants, actin isoforms are temporally
and/or spafially regulated during diverse
organogenic processes (McLean et al, [990;
Barlow and Baluska, 2000). The symbiotic
interaction between Riizobium and legume roots
leads to the formation of a new organ: the root-
nodule (Spaink, 2000). In order to identify root
and root-nodule specific developmental markers,
actin-isoforms were analysed by two-dimensional
immunoblotting in Phaseolus wulgaris protein
extracts. Interestingly, the pattern of actin
isoforms, as detected by the anti-actin monoclonal
antibody (mAb) N-350, was different in root and
root-nodules. Three actin isoforms were identified
in extracts from 10-day roots, while up to six
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soforms were detected moroot-nodules abtained
10-25 days afwer inoculation {dar, Fig. 1) Three of
the soforms were common to both organs (5.5,
5.6 and 57 ply. whiie the other three (3 3, 5.4 and
5.8 pl) were specific of root-nodule, and were
ransiently expressed. In sencscent root-nodules
(27 dur). where mitrogen fixation activity ceases,
the actin isoform pattern was identical to that of
rools. These data suggested that the novel actin
isoforms that we identified. participate 1 root-
nedule development and/or nitrogen fixation.

Root-nodule actin is modificd by covalent
bound ubiquitin.

Surprisingly, the anti-actin mAb N-350
recognized several proteins ol relative molecular
mass ~03,000 (M ~63 kDa). The iscelectric
pomts of these were comprised withan the same
range as the 42 kDa actin isoforms. (Fig.1). To
eliminate possible artefacts, immunopunfied N-
350 mAb and three additional antibodies that have
been reported to cross-react with plant actin
(Villartueva et al, 1999) were tested. Consistently,
all ant1-actin antibodies recognized the same actin
and the same 63 kDa protemn 1soforms (data not
shown).

The fact that the 63 kDa proteins
recognized by the anti-actin mAbs had a similar
1soelectric pattern than 42 kDa actin, that these
protems had a mass difference of 20K with 42
kDa actin isoforms, even under reducing
conditions, suggested to us that they could be a
covalent modification of actin. Covalent tagging
with monoubiquitin has been demonstrated for
arthrin, a form of actin specific of Drosophila
flight muscle (Ball et al, [987). We investigated
this possibility. All 63 kDa proteins were indeed
recognized by both anti-actin and anti-ubiquitin
antibodies (Fig. 2 AB). Since ubiquitin
monomers have a molecular mass of 8.5 kDa, the
20 kDa difference between the 42 kDa actin and
the 63 kbDa isoforms could result of the binding of
two ubiquitin molecules to each actin isoform, a
modification known as monoubiquitylation
(Hicke, 2001). lnterestingly, this modification was
a transient event during nodule organogenesis,
correlating with the time of maximum metabolic
activity (Fig. 1).

Actin-ubiquitylation is mnot associated to
developmental or nitrogen fixation process.
Root-nodules are organs where robust
cell division and expansion take place (Spaink,
2000). In order to determine if actin-ubiquitylated
isoforms  were characteristic  of growth-
developmental processes, different P wulgaris
organs were analysed. Ubiquitylation of actin was
absent 1 leaves, roots, shoot, floral or root
meristematic zones, but present in root-nodules
(Fig. 2C). These data suggested that in P.
vilgaris, actin-ubiquitylation is a root-nodule
specific phenomenon, apparently unrelated to
other plant vegetative growth and developmental
processes. Even more, actin modification is
exclusively found in root-nodules of -Ghine
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max, Lotus japomcus and Modicago safnva- and
not 1 other argans (Fig 2D) All together this
dain suggested that actin-ubiquityiation might be
important {or the development of the 1oot-nodule
or for the nitrogen fixation process,

In order to discriminate between these two
possibilitics, P wvulgars  rool-nodules  were

nduced with wild type Rhizobium etli (CFN3),
and two different isogemic neffective  strains
(CFN4202), and IFCO! strains (Tabche et al,
1998). As previously reported (Soberdn et al,
£993), in CFN4202 mutant-induced nodules the
infection scemed to proceed up to a certain point,
however, the nodule lacked bacteroids, while in
[FCO1 induced nodules, bacteria readily
differentiated into the intracellular form. In root-
nodules lacking bacteroids, the ubiquitylated form
of actin was absent (Figure 2D lane 1), as
opposed to root-nodules induced with the wild-
type and non-fixing IFCOlstrain (Fig. 2D, lanes
10, 12, respectively), suggesting that this
phenomenon is probably more related to the
presence of the bacteria in the nodule, than to the
nitrogen fixation process.

Actin-ubiquitylation is specific of plant-
bacterial and fungal interactions, and it is not a
response to stressful abiotic conditions.

The establishment of symbiosis of
Rhizobium with P. vulgaris can be considered as a
stressful situation for the plant. To test the
possibility that actin-ubiquitylation might reflect a
response to stress, bean plants were exposed to
various stressful conditions and were analysed for
the presence of the actin-ubiquitin conjugate. As
shown in Fig. 3A, none of the conditions tested,
osmotic shock, wound, or darkness resulted in
ubiquitylation of actin isoforms.

The possibility that actin ubiquitylation
could be related to the infective process was
further evaluated. Total protein extracts from
several tissues were obtained from different
species of plants infected with fungi, bacteria or
virus and screened for ubiquitin-modified actin by
immunoblotting. Interestingly, actin
ubiquitylation was not exclusive of Rhizobium
infection. The 63 kDa actin isoform was
consistently detected in plants infected with fungi
(Phytophthora capsici or Glomus interadians) or
pathogenic bacteria {Pseudomonas syringae pv.
tabact), but in none of the plants infected with
tobacco mosaic vims (ITMV) (Fig. 3B).
Additionally, P. vulgaris suspension cells were
infected with Pseudomonas s. pv. tabaci, treated
with yeast elicitor, given a heat shock or an
oxidative burst (HpO2). Ubiquitin-conjugated
actin was detected only when cells were exposed
to Pseudomonas s. pv. tabaci, yeast elicitor or
H202, but not in response to heat shock (Fig. 3C).

Bacteria and fungi, but not viruses,
produce signalling molecules (Nod factors and
elicitors) that have been shown to induce host
plant responses such as rearrangements and
polarization of the actin cytoskeleton (Staiger,
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2000, Cardenas et all 1998; Kobavashi, 1997),
Uibiquutylation of actin was only mduced when /2
vilgaris tools where treated with a yeast eheitor
but not with nodulation factors (Nod factots) [rom

. -6
Rhzobinm etli, cven at 10 7 M, a much higher
cotcentiation  than  that used to  uigger the
formation of nodule-like structures in bean roots

(107" M ) (Cardenas ot al, 1995) (Fig. 3D). This
suggests  that  specitic  bacterinl  molecules
{clicitors) but not Nod factors arc required to
trigger the actin ubiquitylation response in root-
nodules.

Monoubiquitylation is not a tag for actin
degradation,

Ubiquitm has been asscciated to the
proteasome-protein degradation pathway (Jentsch
and Pyrowolakis, 2000; Weissman, 2001). We
explored the possibility that the actin-Ub
conjugate we detected could be part of a
degradation event. In root-nodule protein extracts
prepared under condittons where G-actin is
stabilized with actin stabilization buffer (0.2 mM
CaCly, 2mM Tris pH 7. 0.75mM

mercaptoethanol, 0.2mM ATP, ASB) (Ren et al,
1997), actin is degraded at 4°C, even in the
presence of protease inhibitors; this process is
accelerated by 2M urea. Actin degradation was
evaluated in P. vulgaris root-nodule extracts
obtained 16 dia with Rhizobium. As shown in
figure 4A, the 42 kDa actin form was rapidly
degraded within the first 30 minutes. However,
the ubiquitylated form of actin resisted to
proteclytic degradation and remained stable for
several hours, even in the presence of 2M urea.

Actin ubiquitylation is preferentially associated
to filaments and/or membranes.

A rapid response to a stimulus is often
associated with a massive reorganization of actin
cytoskeleton. Cellular mechanisms that control
the F-actin/G-actin ratio are essential to
orchestrate this response. Recent reports point out
that monoubiquitylated proteins, rather than being
rapidly degraded, tend to be more stable (Hicke,
2001). Even more, it has been proposed that
monoubiquitylation and ubiquitin-related
modtfications of proteins change the function of
the targeted protein or promote its relocalization
to a different subcellular compartment (Hicke,
2001; Shih et al, 2000}). We investigated the
cellular distribution of the ubiquitylated form of
actin. In root-nodules, bacteroids are enclosed in a
peribacteriodal membrane resulting from an
invagination process of plant plasma membrane
(Verma et al, 1978). When membranes from P.
vulgaris root-nodules were fractionated, we
observed that ubiquitin-comjugated actin was
detected in the endomembrane (ER and Golgi) as
well as in the peribactercidal membrane-enriched
fractions, but that it was absent from the bacteroid
fraction (Fig. 4B). Additionally, the ubiquitylated
form of actin was only present in the insoluble
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fraction of root-nodules extracts obtamed under
G-actin stabilizing conditions, whereas the 42 kia
actin was only present in the soluble fraction (g,
4C, lanes 1,2} Treatment of root-nodule tissues
with  N-QOctyi-B-D-glucoside  (OfG)  extracted
about 20% of the Ub-actin comjugate into the
soluble {raction (lanes 3.4), whilc somwcation
cxtracted up to 80 % (Janes 5,6). However. afler
centrifugation at 100,000 g for 45 minutes of the
somcated extract soluble fraction, the ubiquitin-
modified actin was again found in the pellet
fraction {lancs 7,8) These data suggested that Ub-
actin 18 tightly associated to cell membranes
and/or 1t is 1 1its polymeric form, possibly as
subcortical filamentous actin.

DISCUSSION
Actin isoforms have been found to be
differentially  expressed during  various

developmental processes in plants (McLean et al,
1990). Here, we show by two-dimensicnal
immunoblotting that three and up 10 six actin
isoforms were clearly detected In Phascolus
vulgaris  root  and  root-nodule  extracts,
respectively. Three out of the six-actin jsoforms
are transiently and specifically expressed during
most of the root-nodule organogenesis process,
while the other three isoforms are common to root
and to root-nodule extracts. Furthermore, late in
root-nodule development, when nitrogen fixation
ceases (27 dai), the nodule-specific actin isoforms
are no longer detected and the actin isoform
pattern of nodules is again identical to that of
roots (Fig. 1). The fact that the most acidic actin
isoforms (PI= 5.3 and 5.4) and the most basic one
(PI=5.8) were only specifically detected during
nodule development, suggests that they could
have an important role in root-nodule
organogenesis or nitrogen fixation.

Interestingly, in rootnodule extracts
obtained between 10-18 dai, the anti-actin mAb
N-350 recognized several proteins of 63 kDa that
had a similar isoelectric pattern than the 42 kDa
actin isoforms (Fig. 1). The fact that these
proteins had a mass difference of about 20K with
the 42 kDa actin, and that they were readily
detected by an anti-ubiquitin polyclonal antibody,
suggests that they are most probably the result of
the binding of two ubiquitin molecules (8.5
kDa/each) to each root-nodule 42 kDa actin
isoform (Fig. 2). Multi-ubiquitin chains at least
four subunits long are required for efficient
recognition and degradation of ubiauitylated
proteins by the proteasome (Weissman, 2001).
Covalent protein tagging of one-two ubiqutin
molecules to a particular protein is a process
known as monoubiquityation (Hicke, 2001).
Instead of routing proteins for destruction through
the proteasome, monoubiquitylation is thought to
regulate the location and activity of diverse
proteins. Monoubiquitylation has been shown to
be involved in at least three distinct cellular
functions: histone regulation, endocytosis and the
budding of retroviruses from the plasma
membrane  {(Hicke, 2001). Arthrin, a
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monoubiquitylated  form ot actin, speeilic of
Drosophifa ight muscle, has been shown o be
more stable while retainmg 1ts capacity lo form
filaments and o interact with higands such as
DNAse 1 and profilin (Just, 1993). The
monoeubiquitylation of nodule actin 1soforms we
describe here is a transient event that correlates
wilh the peried of maximal metabolic activity of
the root-nodules. Data provided here support the
fact that aclin monoubiquitylation i not a
systemic induced responsc since it was absent in
leaves. roots, shoots, floral or root meristematic
zones of P vulgaris nodulated  plants.
Furthermore, actin monoubiquitylation could not
be detected in nodules approaching senescence
{after 20 dai) (Fig | and 2C), suggesting that this
postransiational modification is net linked to
general plant developmental or
proteolic/degradative processes.

Since we detected monoubiquitylated
actin cxclusively in symbiotic root-nodules of
diverse legumes (Fig. 2D), we inmally thought
that this biochemical modification of actin was
necessary for an efficient nitrogen fixation
process. This possibility was discarded since no
monoubiquitylated actin was detected 1n non-
fixing root-nodules induced by the imeffective
strain of Rhizobium CFN4202, suggesting that this
phenomenon is probably more related to the
presence of the bacteria in the nodule, than to the
nitrogen fixation process (Fig. 2D). This result
was Tfurther supported by the fact that actin
ubiquitylation was detected in nodules infected
with IFCO1, a strain of Rhizobium defective in
nitrogen  fixation activity which contains
bactercids (Tabche et al, 1998) (Fig. 2D). All
together, these data suggest that actin
monoubiquitylation is part of a mechanism by
which plants recognize microbes. Whether live
bacteria and/or associated signaling molecules are
important for inducing this response remains to be
deternuned.

Nod factors are pivotal for the capacity
of rhizobia to induce root-nodules (Spaink, 2000).
We could detect ubiquitylated of actin only when
P. vulgaris roots where treated with a yeast
elicitor but not with R. etli Nod factors (Fig. 4D).
This result is probably consistent with the fact that
Nod factors have rather been found to be
responsible for the fragmentation of actin
filaments in the root hair (Cardenas et al, 1999).
Other bacterial signaling molecules but not Nod
factors, might be required for triggering host
defense responses in inoculated roots legumes
(Spaink, 2000). Further investigation will be
required to determine which of these molecules
are responsible for the monoubiquitylation of
actin.

The actin cytoskeleton is a highly
dynamic network and it is regulated by various
stimuli and associated signaling pathways.
Modification of actin levels in response to diverse
stresses is well documenied (Olinevich et al,
2000). The fact that we could not find
ubiquitylated actin in plants subjected to heat-
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shock. asmotic, saline or darhiess stess (Mg,
3B). suggests that in 1esponse o plant bacterral
and fungal infectiens, which often  fnvobee
additional  osmotic  and  wounding  stresses,
monoubiquitytation of actin moelceules is not
dircetly related to such stresstul conditions.

Pathogenic bacteria and fungi have been
found to harbor the ability to control plant actin
dynamics and rearrangements (Staiger. 2000). In
barley coleoptle and flax cells, actin
rearrangements occurs 3-4 h prior (o penctration
by Ervsiphe or Melupsora (Staiger, 2000).
Additionally. a Magnaporte mps1 strain unable to
form a penetration peg on plant epidermal cells,
still  elicits rearrangements of the actin
cytoskeleton, thus suggesting that a signal must
onginate from the microbe (Xu et al, 1998). Since
wounding does not induce the monoubiquitylation
of actin (Fig. 3A), our data would support the idea
that woundmng is not involved in such actin
Tesponses.

The fact that monoubiquitylated actin
seems to be tightly bound to cell membranes
and/or preferentially organized in microfilaments
(Figs. 4B,C) rather than tagged to G- actin
(soluble form), strongly suggests that the actin
cortical cytoskeleton is a preferential target for
monoubiquitylation, most prebably providing
enhanced filament stabilization and/or directing it
to a different subcellular localization. Whether the
ubiquitylation of actin could be related to a
possible accumulation of cytoplasm and actin
filaments at the site of microbe contact, where
plant cells generate also elaborate wall
appositions, or papillae remains to be determined.

Data presented in figure 3B indicate that
actin ubiquitylation is a local, generalized plant
response to different bacteria and fungi but no to
viral infections. Datd obtained when a yeast
ehicitor was added to P. wuligaris roots or
suspension culture cells, suggested that actin
mono-ubiquitylation 1s part of a plant primary
recognition mechanism. Since H,0, was sufficient
to induce actin monoubiquitylation, it is probable
that the rapid production and accumulation of
ROS, such as O, and H,0,, known as the
oxidative burst (Yang et al, 1997), participates in
the signaling pathway leading to it {Fig. 3C). All
together, data presented here suggest that
monoubiquitylation of actin represents a general
plant response to bacterial or fungal infections.
Further investigation is currently underway to
characterize the perceptive and signaling
pathways leading to it as well as the biological
significance of this phenomenon in the context of
a plant innate immune response to bacterial or
fungal infections.

MATERIALS AND METHODS

Antibodies and chemicals. Anti-actin monoclonal
antibody N350 was purchased from Amersham
(Arlington Heights, IL., USA), anti-actin
monoclonal antibody clone 3AD2-EA (Mab)
hybridoma supernatant, anti-actin polyclonal
antibody from Sigma (St. Louis, MO, USA), all
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have been shewn o cross-react with piant actin
(Vilanueva et al 1999y The rabbit anu-bovine red
blood cell ubiqmuin was from Sigma and anti-
ubiquitin monoclenal antibody (rom Zymed Labs
Alkaline-phosphatase-conjugated  anti-rabbit and
anti-mouse antibodics and substrates were [rom
Bochringer-Mannheim (Indianapohis. IN., USA).
Ampholyles were purchased from Sigma. All
other chemicals were reagent grade.

Germination of common bean (Phaseolus vulgars
L. ov, Negro jamapea) seeds and harvesting of root
noduies. Seeds were surface-sterilized in [0%
(v/v)} commersial bleach, rinsed with runmng tap
water, sown on water-saturated towels and
germinated in the dark at 27 = 1 °C and 100%
rclative humidity. After 5 to 7 days, seedlings
were transferred to vermiculite and grown for 20
days in a grecnhouse. 10-day-old roots were
collecled 1n hiquid nitrogen and stored at — 70°C.
Alternatively, germinated seeds were planted n
pots contaning vermiculite and half of them were
inoculated with R eti CFN3, CFN4202, and
IFCOl. Root mnodules were harvested after
10,12,16,18 20 or 27 days.

Water deficit  treatment: After 4 days of
germination, seedlings of P. wvulgaris were
selected based on umform size and transplanted to
vermiculite containing different amounts of water.
Control plants were irrigated with 5 ml of water
per gram of vermiculite (Yw=-0.074 Mpa), while
the water deficit conditions corresponded to Yw=
-0.35 Mpa, 1/12 the amount of water of the
control. Vermiculite was maintained at constant
water potential throughout the experiment.

Plant salt treatment: At the three-leaf stage, bean
seedlings were grown for 3 days in a greenhouse
in hydroponics, using a standard irrigating
solation containing 250 mM NaCl.

Suspension culture cells treatments: P. vulgaris
leaf cultured cells were maintained as described
(Garcia-Gémez et al, 2000). Treaments: 1.3 g
cell were transferred at 50 ml Linsmaire and
Skoog (Fisher and Tsai, 1978) medivm in 100-ml
Erlenmeyer flasks. The veast elicitor, P. syringae
pv. tabaci ot 12072, were applied after 3 days of
growth at the concentrations indicated in the
corresponding figure. Heat shock treatment was
also applied after 3 days of growth.

Isolation of membranes from root-nodule:
Membranes were fractionated as described in
Verma et al, 1978.

Tobacco plant infection with TMV: Tobacco leaf
were inoculated by microprojectile bombardment
with TMV or pUC18 (negative control) as
described previously (Schatfer et al. 1995).
Protein extraction, SDS-PAGE (2-D PAGE) and
immunoblotting. The frozen tissue samples were
first ground in liquid nitrogen, resuspended in
Laemmli  extraction buffer and ‘boiled
immedjately for 10 min with shaking. The
supernatants were recovered by centrifugation at
14,000 g and equal amounts of total proteins were
analyzed by SDS-PAGE, or two-dimensicnal
SDS8-PAGE (2-D PAGE) and immunoblotting.
For 2-D PAGE, protein extracts in Laemmii
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sample butfor were diuted 11 in OFarrcil's,
anafysed by wsoclectric focusimg for the fist
dimenston and by SDS-PAGE for the sccond
dimension according to OTarrell et al. 1975, For
immunoblotting, following transter of the proteins
o nitrocellulose, the membranes were blocked
with 5% of milk in phosphate-buffered saline
(PBST, 10 mM Na-phosphate; 150 mM NaCl, pli
7.4 and 0.05% Triton X-100) for 1 hat 42 °C. The
membranes were then incubated overmight at 4 °C
with cither a 1/4000 dilution of anti-actin mAbs or
175000 dilution of anti-ubiquitin antibodies in
0.03% Triton X-100 in PBS (PBST). After three
washes in PBST, membranes were incubated with
a 1/5000 dilution of alkaline-phosphatase-
conjugated secondary antibodies for 1 h at 25 °C.
The membranes were then washed three times
with PBST, rinsed with PBS and the proteins were
visualized by nitro-blue tetrazolium and bromo-

chlore indolyl phosphate according to  the
manufacturer  (Boehringer-Mannheim).  For

densitometric scans, the images of the western
blots or photographic films were captured by an
Apple Color One Scanner using Adobe Photoshop
software and the bands ware quantified according
to their pixel value using NIH-Image software.
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Fig. 1. Two-dimensional gel electrophoretic analysis of actin expression during P. vuigaris root-nodule
development. A, Immunodetection of actin 1soforms with anti-actin mAb N-350 in 10-day old root (1), or root-
nodule total protein extracts isolated from plants 10,12,16,18,20 and 27 dai (2-7, respectively). B, Actin
isoforms are schematized, the pl values of corresponding isoforms are indicated.

28



Dantan-Gonzalez et al Molecular Plant-Microbe Interactions

B
A |EF1—~1
2 I >>- g
sSDS
> m—-
Blot: a-actin o-ubiguitin
C

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
»,....,a.. et PP b .

AV sdp—— St o p ~ gt

¥

Blot:a~actin

Fig. 2. The 63 kDa protemn corresponds to a monoubiquitylated actin form specific of root-nodules. A, 2-D
PAGE western blotting of total protein extracts of P. vulgaris 16 dai nodules with anti-actin mAb N-350 and
B, anti-ubiquitin polyclonal antibody. C, Westem-blot of total protein extracts from P. vulgaris: hypocotyl
dividing zones (lane 1), elongation zones (lane 2) and not-growting zones (lane 3); flowers (lane 4); leaves
{lane 3); nodules (lane 6) and roots {lane 7) D, Different organs from various leguminous plants were tested for
the presence of ubiquitylated actin: Glycine max leaves, root-nodules or roots (lanes 1-3); Lotus japonicus
leaves, root-nodules or roots {lanes 4-6); Medicago sativa root-nodules (lane 7); P.vulgaris root-nodules (8)
and roots (9). Nodules from P. vulgaris inoculated with CFN2402 or IFCO1 strains (lanes 10,11). Data shown

are representative of 3 independent experiments. Single arrowheads: 42 kDa actin; double arrowheads: 63 kDa
ubiquitylated actin.

29



Dantan-Gonzalez et al Molecular Plant-Microbe Interactions

A
1 2 3 4 5 B
1 2 3 4 5 6 7 8
> piarn
| 2 3 Pt i —— g s
P | e w——— — ——— oy
P [t it i it e ———— e =k

D Nod Fac Elicitor
C 1 2 3 4 s 12h 72h 8 Oh 12h 24h
| 4 g = s (- R
> - b - S N

Blot: a-actin

Fig. 3. Environmental stress dees not trigger actin-ubiquitylation and actin ubiquitylation is triggered in
response to microbial infections or related signalling molecules. A, P. vulgaris plants were subjected to
different environmental stressful conditions: leaves from salt stressed plants (lane 1), total plantlet exiract
after 72h of darkness (lane 2), roots from water deficit stressed plants (lane 3), wounded leaves (lane 4), P.
vilgaris root-nodules (16 dapi (lane 5). B, Ubiquitylated-actin was detected by immunoblotting total protein
extracts from various plants/organs locally infected with different microorganisms: P. vulgaris root-nodules
inoculated with Rhizobium etli (lanel); Nicotiana tabacum leaves after 72h of infiltration with
Pseudomonas syringae pv. tabaci (lane 2) or with H,O (lane 3); Capsicum anniun leaves and roots infected
with Phytophthora capsici P1319 (lanes 4 and 3), or uninfected leaves from control plants (lane 6); TMV
particle-bombarded N. zabacum leaves after 72h of infection (lane 7);, P. vulgaris roots inoculated with
Glomus interadians (Iane 8). C, P. vuigaris suspension culture cells. Control (lane D); or treated for 2h: at
42°C (heat shock, lane 2), with 4 mM H,0, (lane 3), yeast elicitor (25mg/ml) (lane 4) or 1x10° cfu/ml
Pseudomonas syringae pv. tabaci (lane 5). D, Total protein extracts from P. vuigaris roots incubated for the
indicated times with R. effi Nod factors (lanes 1-3); or yeast elictor {(lanes 4-6). Equivalent amounts of
protein were loaded in each lane. Data shown are representative of 3 independent experiments.
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Fig. 4. Ubiquitylated-actin is stable and preferentially associated to membranes or filamentous actin.
A, P. vulgaris root-nodules (16 dar) frozen in liquid nitrogen, ground and resuspended in ASB with or
without 2ZM urea and shaked at 30°C for the indicated times. B, P.oulgaris root-nodule
endomembranes (lane 1), bacteroids (lane 2) or peribacteriodal membranes (lane 3) C, ASB-
resuspended root-nodule tissue was: incubated without (fanes 1,2), with 0.7% OBG (lanes 3,4), or
sonicated for 4 min at 4°C (lanes 5,6). Samples were centrifuged at 4,000 g for 10 min and the soluble
(lanes 1,3,5) and insoluble fractions (lanes 2,4.,6) were resoived by SDS-PAGE. The soluble fraction
from the sonicated extract was further partitioned by centrifugation at 100,000 g for 45 min, and the
supernatant (lane 7) and the pellet (lane 8) were both analyzed. A 16 dai root-nodule sample was
included as control (lane 9).
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RESULTADOS ANEXOS

1 UBIQUITINACION DE ACTINA

Inmunodcteccion de la proteina de 63 kDa con diferentes anticuerpos anti-actina.

Los anticuerpos anti-actina en algunas ocasiones reconocen otras proteinas ya sea por
interaccion inespecifica o bien por que pueden detectar proteinas relacionadas a actina. Para
corroborar que la proteina de 63 kDa estaba relacionada con actina, se probaron tres diferentes
anticuerpos. Adicionalmente, el anticuerpo anti-actina N-350 fue inmuno-adsorbido para evitar

reconocimientos inespecificos (Fig. 6).

63KDa  pp | ween — — .

42 kDa P | e S — g L |

Fig. 6.- Western blot de extractos totales con diferentes anticuerpos. Revelado con fosfatasa alcalina. .- Policlonal
a-actina (Sigma). 2.- Solo segundo anticuerpe. 3.- Monoclenal a-actina (Sigma).4.- Monoclonal ci-actina (Acites de

pollo}. 5.- N-350 Inmuno-adsorbido. N= Nodulo. R= Raiz.

Todos los anticuerpos reconocieron consistentemente a la proteina de 63 kDa en extractos totales

de nodulo, lo que muestra que la proteina de 63 kDa es actina.

La proteina de 63 kDa no es producto de una modificacion transcripcional

Aunque no es comun, existen reportes de modificaciones de empalme diferencial en
genes de actina (Castanotto and Rossi, 1998), por lo que se analizaron los mensajeros de actina
en el tejido de nodulo. Utilizando ARN total de diferentes tejidos de frijol y una sonda homodloga
de actina, se realizé un analisis tipo northern blot para determinar si la proteina de 63 kDa era

producto de un gen que codifica para un mensajero mayor de 1.7 Kb, que es ¢l promedio de los
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mensajeros que codifican para una proteina de 42 kDa, o bien un procesamiento por empalme

diferencial (Fig. 7).

258
e | +— (3.4 Kb)

185 -
- (1 $Kb) H= ARN dec hoja.

1.7 Kb —
T - N= ARN de nodulo.

R= ARN de raiz

Fig. 7.- Northern blot utilizando ARNs, de diferentes tejidos y una sonda de actina de frijol marcada con **P.

Hibridacién a 65 °C. 10 um de ARN total en cada muestra.

En todos los tejidos se observo solamente una banda de 1.7 Kb correspondiente al transcrito de
actina, corroborando que la proteina de 63 kDa, no es producto de una modificaciéon post-

transcripcional.

Inmunedeteccién utilizando un anticuerpo policlonal anti-ubiquitina en diferentes

organos.

Par determinar si la actina ubiquitinada era una modificacion exclusiva del nodulo, se
realizaron ensayos tipo western, utilizando extractos totales de diferentes o6rganos de Phaseolus
vilgaris con un anticuerpo policlonal anti-ubiquitina (Fig. 8). En todos los drganos analizados se
detectaron diferentes proteinas ubigitinadas, pero solamente en ¢l ndédulo se encontr6 la actina

formando conjugados con ubiquitina.
Diferentes bandas son detectadas con el anticuerpo antiubiquitina en los diferentes tejidos de la

planta. Es muy interesante que la banda que corresponde a la actina ubiquitinada es la que es

reconocida por el anticuerpo con mayor intensidad.

34



-w W W W W W w W W W w w w W W W Ww w W W W w w W W w v Ww W wv v W

RT s ATHIS ASENOS

63kDa —p

Fig. §.- Western blot de extractos totales de diferentes organos de frijol, utilizando el anticucrpo policlonal anti-
ubiquitina. Gel de acnilamida al 15%. Revelado con fosfatasa alcalina. .- Tallo (zona de division), 2.- Tallo (zona de

elongacion), 3 - Tallo (zona madura), 4.- Flor, 5.- Nodulos, 6.-Hoja y 7.-Raiz.

Los resultados reportados en Drosophila son reproducibles.

Uno de los argumentos que se emplearon para concluir que la actina de 63 kDa se
trataba de una modificaciéon postraduccional via ubiquitina, fue el trabajo realizado en
Drosophila (Ball et al 1986). Para revalidar los resultados obtenidos con los anticuerpos
utilizados durante este trabajo, el monoclonal anti-actina (Amerscham) y el policlonal anti-
ubiquitina (Sigma), se elaboraron ensayos tipo western, similares a los ya reportado en

Drosophila con dichos anticuerpos (Fig. 9).

La artrina, forma ubiquitinada de actina en el musculo de vuelo de Drosophila, es reconocida por
ambos anticuerpos. Lo anterior corrobora que la proteina de 63 kDa se trata de actina modificada

por ubiquitina.

Monoubiguitinacion de actina en plantas

Como se menciond durante la introduccidn, la monoubiquitinacién de proteinas es la unién de
una o mas moléculas de ubiquitina con su sustrato, sin formar multiples cadenas de ubiquitina
unidas entre si. El reporte de artrina sefiala a esta como una actina monoubiquitinada; uno de los
fundamentos para esta aseveracion esta basado en el peso molecular de una molécula de actina y
una de ubiquitina, 42 y 13 kDa respectivamente, la artrina tiene un peso molecular de 55 kDa,

que es exactamente la suma de una molécula de actina y una de ubiquitina ( Fig. 9). En este
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trabujo s reporta que la proteina de 63 KDa se (rata de una monoubiquitinacion. con dos
moléculas de ubiquitina unidas a una de actina, pero interesantemente, también se logro detectar
un intermediario entre la actina de 42 kDa y la de 63 kDa. ¢s decir una proteina de 55 kDa como

artrina cn Drosophila (Fig. 10).

A C
|EF4T A
Msdf /WT ARTHRAING
55 kba — S N - cTins
MIXED -m—-—l/n.ﬂ- ACTIN
42 kDa —» B e SDs W sl
M3&2
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Fig. 9.- Analisis de la expresién de actina en Droesophila en geles de doble dimensién (2-DD). A) Inmunodeteccién de
las isoformas de actina con el anticuerpo anti-actina N-350 en extractos totales de proteinas de Drosophila. B)
Western-blot de 2-D de extractos totales de proteinas de Drosophila con el anticuerpo policlonal anti-ubiquitina. C
¥ D, Figuras tomadas del articule Ball, et al, Cell, 1986. C, Western -blot de 2-D de proteinas de Drosophila con el

anticuerpo anti-actina N-350 y D, con el anticuerpo policlonal anti-ubiquitina.

2
63 kDa R
+—55kDa
42 kDa RS-

Fig. 10.- Inmunodeteccion de actina y actina ubiquitinada con anti-ubiquitina (1} y anti-actina (2) en nédulos de 14

dias.
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Aungue ol intermediario de 55 kDa no se detecta en todos Tos ¢asos, se observa muy bien durante
la preparacion de simbiosomas (Fig. 4b del articulo) y en algunos dias de la organogencsis del

nodulo simbiotico.

La monoubiquitinacion de actina no estid presente en células animales infectadas con

patogenos.

Como se muestra en la figura 3a del articulo, la ubiquitinacion de actina es inducida en
diversas plantas que han sido infectadas con diferentes microorganismos, excepto aquellas que
son infectadas con virus. Por ofro lado, como se mencioné anteriormente, todos los reportes
sobre ubiquitinacion de actina estan realizados en los sistemas animales, en donde se sabe que la
ubiquitinacién de algunas proteinas del citoesqueleto esta relacionada con enfermedades del
sistema nervioso, pero hasta el momento no existe ninglin reporte de que esta modificacion en
los microfilamentos esté relacionada con infecciones o ataque de patégenos en las células de los
sistemas animales. Para determinar si la respuesta que se observa en las plantas infectadas se
encuentra también en animales, se analizaron dos tipos de células de origen animal infectadas
con diferentes patogenos; un tipo celular fue el timo de cabra que fue infectado con brucelosis y
el ofro, un cultivo celular de cancer de laringe humano (HEp-2), infectadas con la cepa

E2348/69, que es una E. coli enteropatogena (Fig. 11).

42 e R —— [P Vo
kDa

Fig. 11.- Western blot de extractos totales de diferentes tipos celulares de origen animal, utilizando el anticuerpo monoclona anti-
ubiquitina N-350. Gel de acrilamida al 10%. Revelado con fosfatasa alcalina. 1.- Células de Humano, 2.- Células de Humano

infectadas con E. Celt, 3.- Células de E. Coli, 4.- Timo de cabra, 5.- Timo de cabra infectado con brucelosis
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En ninguno de los dos casos la actina forma conjugados con ubiquitina como respucsta a la
& Ry

infeccion de patogenos a las células de origen animal.
Probable fosforilacion de la actina ubiquitinada en residuos de treonina.

Diversos reportes indican que ciertas proteinas, como las ciclinas y algunos receptores,
deben ser fosforiladas como requisito previo para ser modificados via ubiquitina (Riezman,
1998). Se investigd la posibilidad que la actina de 63 kDa este fosforilada como parte de la
respuesta de la planta a la presencia de microorganismos. Utilizando P inorganico para marcaje
in vivo de plantas de frijol inoculadas con la cepa CIAT-899, se realizaron extractos de la
fraccion insoluble de nddulos de 16 dias con y sin fosfatasa alcalina. Una sefial de gran
intensidad es detectada justo en el sitio donde migran las isoformas de actina de 63 kDa ( (Datos

no mostrados).

Para determinar que residuos de la actina ubiquitinada son fosforilados, tres diferentes
anticuerpos, anti-fosfoserina, anti-fosfotreonina y anti-fosfotirosina, fueron utilizados en ensayos
tipo western con extractos de la fraccion insoluble de nédulos de 16 dias. Solamente con el
anticuerpo anti-treonina, es detectada una banda de 63 kDa (datos no mostrados). Por esta razoén,
un ensayo tipo western en geles de doble dimension, fue realizado utilizando una fraccién

enriquecida de la actina ubiquitinada, con ¢l anticuerpo anti-fosfotreonina (Fig. 12).

Fig. 12.- Inmunodeteccion dela actina de 63 kDa con el anticuerpo anti-fosfoireonina (A), membrana tefiida con

ponceau (B}, anti-fosfotreonina incubado previamente con Img de fosfotreonina (C).
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Localizacion de actina F y Ubiquitina en nédulos simbioticos

En cl articulo publicado, s¢ propone quc la ubiquitinacion de actina esta asociada
preferentemente a tos microfilamentos y/o a membranas, asi mismo, se considerod la posibilidad
de que esta modificacion se localice en la actina que torma parte del citoesquelcto subcortical.
Con la finalidad de poder co-localizar a la actina-F y la ubiquitina dentro de la estructura del
nodulo, se realizaron inmunodetecciones en cortes de nodulos de 16 dias, con la ayuda de un
microscopio confocal y la utilizacidon de faloidina rodhaminada, una droga que se une
especificamente a los filamentos de actina y un segundo anticuerpo derivatizado que reconoce al
anticuerpo anti-ubiquitina (Fig.13 ay b)

A

Fig. 13a.- Colocalizacién de actina F y ubiquitina. Cortes de nodulo de 30 pm. Objetive 40x. (A) Phalloidina
flereseinada. (I). Antt-ubiquitina (IX[). Colocalizacién de ambas sefiales (II). Imagen de un solo corte. (B)
Amplificacion de dos secciones de la imagen de la sobreposicién de ambas sefiales. Las flechas indican la

colocalizacion de actina y ubiquitina en los sitios de los microfilamentos corticales. N, indica el micleo de un célula.

39



RESTT EADOS ANTNOS

Fig. [3b.- Colocalizacion de actina F v ubiquitina. Cortes de nédulo de 50 um. Objetivo 10x. (A) Phalloidina
flereseinada. (I). Anti-ubiquitina {IIX). Colocalizacién de ambas sefiales (IT). Imagen de un solo corte. Las flechas

indican la colocalizacidn de actina y ubiquitina en los sitios de los microfilamentos corticales.

1 Purificacion del conjugado actina-ubiquitina.

El hecho de que la actina ubiquitinada se encuentre en la fraccién insoluble dificulta su
purificacion, asi que se intentd solubilizarla utilizando 24 diferentes detergentes. Cantidades
equivalentes de la fraccién insoluble fueron incubadas con cada uno de los 24 detergentes por
espacio de 1h con agitacion constante y posteriormente analizada la fraccion soluble de cada

ensayo (Fig. 14)
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Fig. 14.- Andlisis tipo western blot de el extracto slubilizado de la fraccién soluble de nédules de 16 dias con
diferentes detergentes, utilizando el anticuerpo anti-actina. Gel de acrilamida al 10%. 1.- CI12E9, 2.- C12F8, 3.- n-
Dodecy I-B-D-maltoside, 4.- Sucrose monolauwate, 5.- CYMAL-6. 6.- n-Decyl-f3-D-maltoside. 7.- CTAR. 8.- Dony-Big Chap.
9.- Triton »-100. 10.- LDAO, 11.- CYMAL-5. 12.- Zwittergent 3-12. 13- Nonyl-f-D-glucosido. 14.- 1-5-Octyl-B-D-
thiogiucosido. 15.- DBAQ. 16.- [IECAMEG. 17.- n-Octanoyl-sucrose. 18.- n-Octyl-B-D-glucosido, 19.- Heptyl-B-D- thio. 20.-
CYMAL-3. 21.- C-HEGA-10, 22.- Zwittergent 3-10, 23.-MEGA-8, 24.- n-hexyl-B-D-glucosido. FL.- Fraccion insoluble.

De todos los detergentes utilizados los que lograron solubilizar a la actina de 63 kDa fueron:
Triton 100x, Nonyl-B-D-glucosido. HECAMEG, Heptyl-p-D-thioglucopy, n-Octyl-B-D-
glucosido (OBD) y CYMAL-3. Si bien algunos detergentes lograron solubilizar a la actina de 63
kDa el rendimiento en todos los ensayos fue muy escaso. Ya que todos los detergentes fueron
utilizados justo en su concentracidn micelar minima (MCM), se probd el triton x-100 y el OpD a
diferentes concentraciones sin obtener resultados significativos en la solubilizacion de la proteina
(datos no mostrados). Adicionalmente, se sonicd la fraccién insoluble a diferentes tiempos,
logrando solubilizar 1a proteina después de sonicar el extracto durante 4 min. (ver figura 4d del

articulo).

Enriquecimiento de la actina de 63 kDa por adsorcién.

Con un porcentaje significativo de la proteina soluble, se inicié la purificacion de la
proteina utilizando de columnas de afinidad. Se emplearon dos diferentes columnas, una
columna de hidroxilapatita que tiene la capacidad de unir proteinas 4cidas, y una columna de
DEAE-Sephacel que es capaz de adsorber a la actina de 42 kDa. La actina de 63 kDa es capaz de

unirse a ambas columnas y puede enriquecerse por medio de fraccionamientos (Figs. 15ay 15b)
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Fig. 15a.~ Enriquecimiento por adsorcion de la actina de 63 kba por una columna de Hidroxilapatita . Gel de
acrilamida al 10%, tefiido con azul de coomasie. 1.- Fraccion total sonicada de néduloes de 16 dias. 2.-Fraccion total
sonicada de diferentes dias, 3.- Lavado 4 mM fosfatos, 4-8.- Elusion con 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM y 50 mM

de fosfatos, respectivamente.

63 kDa —»

Fig. 15b.- Enriquecimiento por adsorcion de la actina de 63 kDa por una columna de DEAE-8ephacel. Gel de
acrilamida al 10%, tefiido con azul de coomasie. 1.- Fraccion total sonicada de nodulos de 16 dias, 2.- Lavado 50
mM NaCl, 3-10.- Elusién 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400, 500 mM, 600 mM, 700 mM NaCl y 800 mM de NaCl.

Ambas columnas son capaces de unir a la actina de 63 kDa y si bien no se obtiene una fraccion
pura de la proteina el sistema de purificacion por medio de columnas de intercambio idnico
promete ser una excelente herramienta para la purificacién del conjugado. Por otro lado, se ha
intentado la purificacion de la proteina por electrolucién, obteniendo resultados positivos,

aunque el rendimiento es muy bajo.

42



RESTT AT ANE NON

LI ANALISIS DE EXPRESION DE ACTINA,

Expresion difercncial de las isoformas de actina en frijol.

En el laboratorio prcviamente. sc habia demostrado que existia una cxpresion
diferencial de las isoformas de actina durante la formacién del nédulo. Durante procesos de
purificacion de actina, Pérez. H. y colaboradores. determinaron que en raices de 7 dias se
expresaban dos isoformas, mientras que en los nodulos de 21 dias. solo se detectaba una. Los
ensayos tipo western blot en geles de doble dimensidn, se realizaron utilizando extractlos totales
de proteinas en condiciones reductoras. para evitar 1a actividad proteolitica, de tres diferentes

organos (flor, nddulo y raiz) (Fig. 16).

B

K iod

L. ?@@

ﬁor 53

Fig. 16.- Inmunodeteccion en un gel de doble dimensidn de las isoformas de actina en tres diferentes tejidos
utilizando el anticuerpo anti-actina. Gel de acrilamida al 10%. A, inmunodeteccion de las isoformas de actina. B,

esquematizacion de las isoformas. Los pl son indicados.
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En raices de 10 dias  fucron detectadas tres isoformas, mientras que fos nadulos de 1) dias
presentan cinco isoformas de actina. En cste mismo cnsayo, s¢ incluyeron extractos totales dc
flor, estc 6rgano presenta un numero de isoformas similar al de raiz, pero solo una de ellas es
compartida con este drgano, sin embargo con el ndédulo comparte las otras dos (ver Fig. 1 del
articulo). Durante la organogénesis del nodulo existe una expresion difercncial, se expresan un
total dc scis isoformas en los dias de mayor actividad ¢n ¢l nodulo, 12-16 dias v en los dias de

envejecimiento del nodulo el patrdn de isoformas es similar al de la raiz,
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DISCUSION

Expresion de 1as isoformas de actina.

En trabajos previos en ¢l laboratorio, H. Pérez reporto la presencia de dos 1soformas de
actina en raices y una en ndédulos de Phaseolus vulgaris. La diferencia en el nimero de isoformas
detectadas durante este trabajo con respecto al reporte anterior se debe basicamente a tres
razones fundamentales; H. Pérez localizé una gran actividad proteolitica en los extractos de
nédulo, aun mas, detecté la presencia de una proteasa con gran afinidad por actina, ademas ¢l
utilizd para sus experimentos extractos de proteinas de la fraccidn soluble, mientras que los
extractos utilizados en este reporte son extraidos en condiciones que previene la actividad
proteolitica y al mismo tiempo se obtiene las proteinas de la fraccion soluble y de la insoluble
(ver material y métodos en el articulo). Finalmente, H. Pérez utilizé nédulos de 21 dias donde
sOlo se expresan tres isoformas, una de ellas mayoritariamente, es muy probable que debido a la

actividad proteolitica solo recuperaba en sus fracciones enriquecidas a la isoforma mayoritaria.

En animales se ha reportado la expresion diferencial de isoformas de actina durante el proceso de
organogénesis, de forma similar en los sistemas vegetales la expresion de la actina es regulada
espacial y temporalmente en diversos organos (Muthugapatti ef a/, 1999), en algunas ocasiones
la expresion es incluso inducida por fitohormonas (Muthugapatti ef af, 2001). La formacién del
nédulo simbidtico constituye un claro ejemplo de la organogénesis en plantas, resultando un
modelo ideal para la realizaciéon de estudios en la expresion de actina. Los resultados de la
expresion de las isoformas de actina ( ver Fig.1 articulo) demuestran que de forma similar a lo
que ocurre en los sistemas animales, la actina se expresa diferencialmente durante la
organogénesis del nodulo simbidtico En las raices de Phaseolus vulgaris se expresan tres
isoformas, una de ellas mayoritariamente (pl 5.6), mientras que en los primeros dias del
desarrollo del nddulo (10 dias) el ndmerc de isoformas aumenta a cinco y durante el desarrollo
del nédulo llega hasta seis. La presencia de tres nuevas isoformas en el nddulo, dos de ellas mas
4cidas (pl 5.3 y 5.4) y otra més basica (pl 5.8), con respecto a la raiz, indica que el control de la
expresion diferencial de actina podria estar sujeta a funciones especificas de cada una de las

isoformas expresadas en las primeras ctapas del desarrollo, o a la participacién del citoesqueleto
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durante el proceso de fijacion de nitrdgeno, particularmente la isoforma mas basica (pl 5.8) que

tiene una expreston nodulo especifico.

Por otra parte, en ¢l tejido de flor se expresan tres isoformas, mismo numero que el de la raiz,
pero a diferencia de este drgano, en la flor se expresan las 1soformas mas acidas (pl 5.3 y 5.4).
Existen reportes de isoformas de actina especificas para polen, que se encuentran involucradas
en tipos de crecimiento como el desarrollo del tubo polinico. Durante las primeras etapas de la
nodulacion se presentan un gran ndimero de eventos celulares que involueran al citoesqueleto, es
muy probable que varias de estas funciones estén coordinadas por alguna o las tres nuevas
isoformas de actina. Por e¢jemplo, el crecimiento del tubo polinico presenta muchas similitudes
con el hilo de infeccidén, lo que posiblemente sugiera que la isoforma involucrada en ambos

eventos sea la misma.

Las variaciones en el numero de isoformas durante los diferentes dias de la nodulacién, indican
probablemente que existen funciones especificas para cada isoforma, que podrian ser necesarias
durante los tiempos de mayor actividad del proceso de fijacién de nitrégeno, esto se nota
claramente durante los dias 10, 12, 14 y 18; a partir de los 21 dias de nodulacién, la mayoria de
las actividades y procesos celulares del nédulo se apagan, comenzando una etapa de senescencia
de este 6rgano; interesantemente, a partir de esos dias tanto el nimero como las concentraciones
de las isoformas de actina repiten el patrén que presenta la raiz, lo que refuerza la idea de que las
tres nuevas isoformas se expresan para realizar funciones determinadas. Por otra parte,
suponemos que las tres isoformas originales presentes en raiz tienen preferentemente funciones
vegetativas, sin embargo no hemos analizado las isoformas del meristemo de la raiz para

sustentar esta hipotesis.

Lo anterior debe estar relacionado a la regulaciéon de diferentes protefnas de unién a actina
mvolucradas en el desarrollo y funcionamiento del nédulo. La profilina es una de las proteinas
asociadas a la actina que modula y regula la polimerizacidon de los microfilamentos. En los
nodulos de frijol, la profilina es modificada por diversas fosforilaciones que dan como resultado
cinco isoformas especificas del nodulo (Guillen et @ 1998). El nimero de estas isoformas varia

durante la ontogenia del nédulo (Guillen, G. comunicacion personal). El hecho de que exista una
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regulacion en la expresion de las soformas de profilina, simular al de fa actina. suguicre que
probablemente las diversas funciones del os microfilamentos durante [a simbiosis ¢sté regulada
por una expresion conjunta, no solamente de actina, sino dc un gran numero de proteinas

asociadas a los microfilamentos como profilina

Ubiquitinacién de actina

Este es el primer reporte de ubiquitinacidn de actina en plantas, como se ha
mencionado, existen sélo algunos reportes de ubiquitinacion de actina en sisternas animales. Sin
embargo, en plantas esto resulta muy interesante y relevante ya que esta modificacion
postraduccional de la actina se da como respuesta de las células vegetales a los diversos

MICroorganismos.

En el trabajo va mencionado de H. Pérez, tampoco se reporta que €l anticuerpo anti-actina
detecte una proteina de 63 kDa en extractos de nddulos. Como se menciond anteriormente, en
dicho trabajo solo se utilizaron proteinas de la fraccién soluble de nddulos de 21 dias, en la
figura 1 v 4 del articulo se muestra claramente que la actina ubiquitinada no se encuentra

después de los 18 dias y solo puede ser detectada en la fraccidén msoluble.

En el primer reporte de actina ubiquitinada en sistemas animales se menciona que esta
modificacion es tejido especifico, el muisculo de vuelo de Drosophila, incluso se propone que
esta modificacién es solamente en una isoforma en particular (Ball ez g/ 1987); sin embargo, en
un reporte posterior se muestra gue la ubiquitinacién de actina en Drosophila no es exclusiva de
una sola isoforma, aunque si es tejido especifico, isoformas que normalmente no se expresan en
el musculo de vuelo al ser expresadas en este tejido la mayoria de ellas son ubiquitinadas, en este
trabajo se reporta que todas las isoformas de actina en el nddulo simbidtico son ubiquitinadas, al
menos cn alguna etapa del desarrollo de este 6rgano (Fyberg. ef al.1998). Si bien en un principio
podria parecer que la ubiquitinacion de actina en plantas también es tejido especifico, ya que
solamente se presenta en los nodulos simbidticos de diferentes leguminosas y no en el resto de la
planta, al realizar ensayos de inmunodeteccion en otras plantas se detectd que la ubiquitinacion
de actina también estd presente en las raices de frijol infectadas con micorhizas, en hojas de

tabaco v chile infectadas con diferentes patdgenos, pero solamente en los sitios de infeccion de
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los microorganismos. Esto indica que la modificacion postraduccional de actina no ¢s
precisamente tejido especifico, si no mas bien una respuesta focal y espectfica a la presencia del
microorganismo, contrario a muchas respuestas de las plantas a infecciones, ¢sta no ¢s una

reaccion sistemica.

Como se muestra en la Figura 3a del articulo, tanto las bacterias como los hongos, pero no los
virus, generen la ubiquitinacion de actina como una respuesta local y especifica de las plantas.
Resulta interesante que los virus no generen la misma respuesta que las bacterias y los hongos,
esto podria deberse a los mecanismos o estrategias que utilizan los virus para infectar a la planta.
Los hongos y las bacterias utilizan, en la mayoria de los casos, moléculas senales como
preambulo del inicio de la infeccidn, estas moléculas son las responsables de alterar los
mecanismos de defensa de la planta, es decir, un gran niimero de eventos celulares y moleculares
comienzan a generarse una vez que la planta detecta a la moiécula sefal del microorganismo, sin
necesidad de que el organismo penetre o tenga contacto con la planta (Staiger, 2000). Kobayashi
et al en 1997, demostraron que existe un rearreglo de los microfilamentos atn 3 6 4 horas antes
de la penetracion del haustorio contacto del hongo en la planta. Lo anterior es corroborado en
este trabajo con los experimentos que se realizaron en las raices y en células en cultivo de frijol
tratadas con un elicitor de levadura. La respuesta de la planta ante el elicitor indica que los
mecanismos que regulan la modificacién de actina se localizan en los primeros niveles de una
cascada de sefializacion involucrada en la respuesta a patdgenos por parte de la planta. Aunado a
lo anterior, los trabajos realizados con las células en suspencidn tratadas con H,O,, sefialan que
la ubiquitinacién de actina, como respuesta a patdgenos, es un evento relacionado a una

respuesta inmune de la planta (Sandermann, 2000).

Por otro lado, la ausencia de la ubiquitinacién de actina en las células de las raices ante la
presencia de los factores de nodulacién, podrian contraponerse con lo anterior. Si bien los
factores de nodulacién son sefialados como la molécula responsable de diversas modificaciones
en los pelos radiculares (Cardenas et af 1998), se sabe que es necesario la presencia de otras
moléculas de la bacteria para activar el mecanismo completo de respuesta de la planta (Spaink,
2000). Adicionalmente, en las primeras etapas de la percepcion del Factor Nod, la “produccién

de especies reactivos de oxigenos”, como H,O, y O» = (ROS, por sus siglas en ingles) es
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controiada por una catalasa (Santos e af. 2001). Lo antertor resulta muy tercsante, ya que st ¢l
H»0s ¢s capaz de provocar la ubiguitinacion de actina en cclulas vegetales y st ROS esta
bloqueada en los inicios del cstablecimiento de la simbiosis, indica con mayor fucrza que ¢l
control de la medificacion de actina se encuentra ligada a una respuesta innata, lo que se ha

denominado la “respuesta inmune innata” de las plantas (Sessa and Martin, 2000).

Las plantas son blanco de un gran nlmero de parasitos, incluyendo virus, bacterias, hongos,
nematodos, insectos e inclusive otras plantas. Las plantas responden a esta presion con
mecanismos que involucran el reconocimiento y “contraataque” al organismo invasor. Cuando la
planta detecta una invasién induce una respuesta local de defensa en el punto de infeccion, que
incluyen 1a muerte celular programada, referida como la respuesta hipersensible (MR, por sus
siglas en ingles); la reestructuracién del citoplasma en el sitio de infeccion; la produccién de
metabolitos anti-microbianos v 1a induccion de la expresion de genes relacionados a defensa
(McDowell and Dangl, 2000). Por otro lado, estos mecanismos de defensa no pueden ser
utilizados por la planta sin correr el riesgo de producir serjos dafios colaterales en el tejido de la
planta hospedera, por lo que este despliegue de defensa tiene que ser confinado a un tiempo y
espacio apropiado. Estos requerimientos sugieren que una compleja red regulatoria, altamente
integrada, controla los mecanismos de respuesta de defensa. La respuesta especifica a los

patdgenos estd precedida y modulada por la “respuesta inmune innata”.

La inmunidad innata es una forma defensa contra la infeccion microbiana conservada por
plantas, insectos y vertebrados (McDowell and Dangl, 2000). Estudios recientes de receptores y
componentes de la red de transduccién de sefiales que tienen un papel determinante durante la
respuesta a patdégenos en la planta, han revelado grandes similitudes con las vias de respuesta
inmune innata en animales e insectos. De forma similar a lo que ocurre en animales, en plantas
los receptores especificos, codificados por genes de resistencia interactian con productos de

genes microbianos que activan la respuesta de defensa de la planta (Cohn ef al, 2001) (Fig. 17).
El concepto de inmunidad innata en animales se refiere a la primera linea de defensa del

hospedero para limitar la infeccién durante las primeras horas de presencia del microorganismo.

En plantas retadas con patégenos, la primera y rapida orden de respuesta de defensa para
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contender con la infeccion representa un claro caso de inmunidad innata. Dentro de estas
primeras respucstas sc encuentra la HR, la cual esta asociada a fa produccion de ROS (Cessna e/

al, 2000).

(d)
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Tomada de Cohn er al, 2001

Fig. 17.- Componentes comunes cntre animales, insectos y plantas relacionados con la respuesta inmune innata.

Por todo lo anterior, la ubiquitinacién de actina como respuesta local y transitoria a la relacion
simbidtica de la planta con hongos y bacterias, a la interaccidon con diferentes patogenos; la
asociacion de esta modificaciéon con H>O; o con la presencia de un elicitor, sugieren fuertemente

que la ubiquitinacion de actina sea parte de una respuesta inmune innata de la planta.

La ubiquitinacion ha estado ligada principalmente a la degradacién de proteinas, atin mas,
hasta hace algin tiempo se pensaba que éste era el tmico papel de la ubiquitina, sin embargo, en
los dltimos afios se ha demostrado que la modificacidén de proteinas por ubiquitina o por
proteinas similares a ubiquitina (UbL, por sus siglas en ingles) no es sélo una sefial para
degradacion (Hicke, 2001; Melchior, 2000; Viestra and Callis; 1999). Diversas proteinas que son
modificadas con ubiquitina son estables aunque su funcién no sea del todo clara, como las

histonas. Otras proteinas modificadas por UbL, tienen diferentes destinos al proteosoma (fig. 18)
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Fig. 18.- Tabla que representa las diferentes Ubls y sus posibles funciones.

En este trabajo se muestra que la ubiquitinacion de actina no se trata de una sefial para

degradacion, asi mismo que esta modificacion se localiza en la zona del citoesqueleto cortical de

actina.

Como se menciond anteriormente la monoubiquitinacidén de profeinas puede estar dada

por la unién de una o mas moléculas de ubiquitina o de UbLs a lo largo de la proteina blanco

(Fig. 3), por 1o que es muy probable que la ubiquitinacién de actina esté dada por dos moléculas

de ubiquitina o bien por dos moléculas de UbLs. Al tratarse de una monoubiquitinacién explica

el por que la actina no es degradada por el sistema de proteosoma, incluso es mucho mas estable

que la actina sin modificar (42 kDa); del mismo modo, es muy posible que esta modificacion de
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actina le proporcione diferentes funciones que intervengan durante las primeras clapas de la
respuesta de defensa de la planta ante patdgenos. Por otro lado, la localizacion del conjugado en
¢l citoesqueleto cortical de actina, sefiala que csta modificacion podria cstar modificando la
localizacion de la actina “conducicndiola™ a sitios donde posiblemente realice una funcién de
barrera o contencion o bien de soporte y comunicacién para el organisme invasor dentro de las
células del hospedero. En los sistemas animales se han reportado los denominados sitios de
adhesion focal ( FAs, por sus siglas en ingles) (Chakraborty et al, 1995; Petit and Thiery, 2000),
que son entidades de proteinas que sirven de anclaje, sostén y sitos de comunicacidon de la
membrana al citoplasma (Fig. 19). En las plantas la mayoria de los componentes de los FAs no
han sido todavia descritos, pero posiblemente la ‘“nueva” funcién de los microfilamentos

ubiquitinados estén supliendo alguna de las funciones de los componentes “faltantes™ en plantas.
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Fig. 19.- Diagrama que esquematiza las interacciones proteina-proteina detectadas y en descritas en los FKA

sistemas animales.

La capacidad de las células de responder a diferentes estimulos externos es regulada y
coordinada, en la mayoria de los casos, por la polimerizacién y despolimerizacién de los
microfilamentos de actina (Dramsi and Cossart, 1998; Schmidt and Hali, 1998), por lo que en los
procesos de infeccion de las plantas por patdgenos, 1a red de los microfilamentos debe de estar

desempefiando un papel crucial en la coordinacion de la respuesta de la planta, asi como en el
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manteninuento de la estructura y forma celular. Lo anterior hace que resulte aun mas interesante
¢l hecho que la monoubiquitinacion de actina no sca una sefial para degradacion, inclusive la
actina de 63 kDa es mas estable que la actina de 42 kDa que no es ubiquitinada. Esto sin duda
indica que la ubiquitinacion le proporciona a la actina caracteristicas que podrian estar
modificando algunas de las funciones de los microfilamentos o posiblemente su localizacion

celular.
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