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I. Resumen

El citoesqueleto de actina es una red dindmica de proteinas que participa tanto en la
estructuracion como en la sefializacion celular. Diferentes organismos eucariontes se han

utilizado para su estudio, entre los que se encuentra Arabidopsis thaliana.

La dinamica del citoesqueleto de actina esta fuertemente regulada y existe evidencia
incipiente en plantas de que la regulacion post-traduccional de la actina por fosforilacion es
importante para que pueda desempefar sus funciones. Por ejemplo, en Mimosa pudica se
demostro que la fosforilacion de tirosinas en actina esta asociada a la capacidad de las hojas

de plegarse en respuesta a un estimulo mecéanico.

Asimismo, nuestro grupo de investigacion observo previamente que la inhibicién de tirosin
(Tyr)-fosfatasas con ortovanadato de sodio (VAN) revertia parcialmente el fenotipo
ondulatorio de la planta mutante actina2-5 (act2-5). Este mutante, afectado en ACTINAZ2,
presenta una raiz ondulada, asi como microfilamentos méas cortos y dindmicos que los de
plantas silvestres. Este resultado llevé a pensar que la fosforilacion de tirosinas podria estar

implicada en la regulacion del citoesqueleto de actina asociada a este fenotipo.

Dado lo anterior, el propdsito de este trabajo fue evaluar el efecto de dos inhibidores de Tyr-
fosfatasas (6xido de fenilarsina [PAO] y VAN) y un inhibidor de Tyr-cinasas (genisteina) en
el fenotipo ondulatorio de act2-5 y en la conformacién de los microfilamentos. Se encontro6
que el PAO y el VAN tuvieron efectos diferenciales. EI PAO inhibio por completo el
crecimiento de las raices silvestres y de act2-5, mientras que el VAN complemento
parcialmente el fenotipo ondulatorio de la raiz. A nivel del citoesqueleto, el PAO tuvo un

efecto drastico en el fenotipo de microfilamentos, haciéndolos difusos, lo que confirma la



participacion de las Tyr-fosfatasas en la regulacion del citoesqueleto de actina. Sin embargo,
con el VAN no se observaron cambios en la configuracion de microfilamentos de act2-5,
sugiriendo que este inhibidor podria estar revirtiendo la ondulacion por una via adicional al
citoesqueleto de actina. Por su parte, la genisteina también afectd la organizacion del
citoesqueleto y en act2-5 promovi6 una reversion parcial del fenotipo de microfilamentos.
Aun falta averiguar sobre qué enzimas actla la genisteina, dado que no se conocen Tyr-

cinasas canonicas en plantas.

Adicionalmente, se probaron dos inhibidores de Ser/Thr fosfatasas (cantharidina y éacido
okadaico) y se observo que la cantharidina increment6 la formacion de microfilamentos
largos en el mutante, indicando que la fosforilacion en Ser/Thr también esta implicada en la

regulacion del citoesqueleto.

Finalmente, debido a la implicacién de la fosforilacion de la actina en la respuesta
tigmotropica de Mimosa pudica, se probo el efecto de algunos inhibidores de fosfatasas al
crecer las plantas en placas inclinadas a 45° donde se genera una friccion constante.
Sorprendentemente, la ondulacion de las raices no se vio afectada, pero el &cido okadaico

redujo la respuesta gravitropica de las raices.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo dan idea de las complejas vias de
sefializacion por fosforilacion implicadas en el desarrollo de la raiz y en sus respuestas tigmo

y gravitrdpica, en las que en parte participa el citoesqueleto de actina.



I1. Introduccion

2.1. La raiz de Arabidopsis como modelo de estudio

Arabidopsis thaliana (Arabidopsis de aqui en adelante) constituye uno de los modelos de
estudio mas importantes en plantas. Esta especie, perteneciente a la familia Brassicaceae,
posee un ciclo de vida corto, capacidad de autopolinizarse y un genoma relativamente
pequefio (120Mb), lo que aunado a su facil manejo en el laboratorio ha permitido su empleo

en estudios genéticos, fisioldgicos y evolutivos (Koornneef y Meinke, 2010).

Arabidopsis ha sido empleada como planta modelo para comprender el desarrollo, definido
como el conjunto de cambios progresivos a lo largo de su ciclo de vida, dando como resultado
la formacion y maduracion de sus distintas estructuras. La raiz es el 6rgano que mas se ha
usado para estudiar los procesos del desarrollo, debido a la facilidad que presenta la
identificacion de los linajes de células desde su produccién, proliferacion y posterior

diferenciacion (Casimiro et al., 2001).

2.1.1 Zonas de desarrollo en la raiz

El crecimiento de la raiz se da en el extremo distal de la misma, donde ocurre la division,
elongacion y diferenciacion celular. Esta region ha sido dividida longitudinalmente en tres
zonas de desarrollo: la zona meristematica (ZM), la zona de elongacion (ZE) y la zona de

diferenciacion (ZD) (Figura 1A, lvanov y Dubrovsky, 2013).

La ZM es la mas distal y comprende los dominios de proliferacion y de transicién. En ella se
encuentra el meristemo apical de la raiz (RAM), constituido por el centro quiescente (QC) y
el nicho de células troncales. En Arabidopsis, el QC esta formado por cuatro células con poca

actividad mitotica, cuya identidad esta dada al menos en parte por la expresion de la proteina



WOXS5. A su alrededor se encuentran las células iniciales, las cuales dan lugar a hileras de
células indiferenciadas y que, segin su posicién respecto al QC y a los tipos celulares que
derivan de ellas, se clasifican en células iniciales del cortex/endodermis, del estele, de la

columela y de la epidermis/cofia lateral (Figura 1B; Petricka et al., 2012).

A g : :

) Meristemo apical de la raiz
Dominio de Dominio de Zona de
proliferacion transicion elongacion

I Cofia lateral (CL)

] Columela

B Epidermis

" Centro quiescente

P Iniciales del cortex/endodermis
I Iniciales de epidermis / CL
[ ] Cortex

7 Endodermis

B Ppericiclo

B rFloema

[ Procambium

B Metaxilema

B Protoxilema

Figura 1. Tipos celulares y zonas de desarrollo en la raiz de Arabidopsis A) Patron de
zonacion longitudinal de la raiz. El asterisco indica el limite entre los dominios de
proliferacion y diferenciacion, mientras que la flecha sefiala el inicio de la ZE. Barra = 50
pum. B) Organizacion del meristemo apical de la raiz (RAM), donde se indican los distintos
grupos de células iniciales y los tejidos a los que daran origen. C) Corte transversal de la raiz
con los distintos tejidos celulares (modificado de Petricka et al., 2012; Ivanov y Dubrovsky,
2013).

Al dividirse las células iniciales, una de las células hijas regenera el nicho, mientras que la
otra atraviesa ciclos repetitivos de division celular en el dominio de proliferacion. A

continuacion, las células entran al dominio de transicion, donde disminuyen su actividad



mitotica y presentan rearreglos en el citoesqueleto de actina y en la pared celular, lo que
facilitara su crecimiento en la ZE. En este dominio también se integran sefiales hormonales

y externas, lo que derivara en el alargamiento diferencial de las células (Baluska et al., 2010).

Una vez que las células alcanzan la ZE, se alargan consiguiendo hasta cuatro veces su tamafio
inicial. Ello conlleva la sintesis de pared celular y la formacion de vacuolas centrales de gran
tamano. Dicha zona termina en el punto donde se distingue el primer pelo radicular, que es

considerado un carécter de diferenciacion celular (Verbelen et al., 2006).

Finalmente, las células se especializan en la ZD en los distintos tejidos que conforman la
raiz: epidermis, cortex, endodermis, periciclo y haces vasculares (Figura 1C). La
diferenciacion es regulada tanto por hormonas como por interacciones entre células
adyacentes y la ubicacion espacial es un factor clave en la determinacion del destino celular

(Kidner et al., 2000; Larkin et al., 2003).

2.1.2 Movimientos de la raiz: tropismos, ondulacién y desplazamiento

El crecimiento en las plantas se regula tanto por mecanismos intrinsecos como por estimulos
ambientales. Aquel que ocurre en respuesta a un factor externo es denominado tropismo, y
puede ser positivo (hacia al estimulo) o negativo (opuesto a éste). Dos de los principales
crecimientos direccionales en raices son el gravitropismo y el tigmotropismo, asociados a la
gravedad y la evasion de obstaculos, respectivamente. En el caso del primero, las raices se
orientan hacia el centro de la Tierra mediante la deteccion de la sedimentacion de los
amiloplastos (organelos que acumulan granulos de almidén) en las células de la columela.
Cambios en la orientacion de las raices provocan la sedimentacion de los amiloplastos hacia

el eje gravitorio, induciendo una transduccion de sefiales que conduce a la curvatura de la



raiz (Petricka et al., 2012; Harmer y Brooks, 2018). Por su parte, el tigmotropismo negativo
se refiere a la capacidad de la raiz de cambiar de direccion para evitar los obstaculos, y parece
estar mediado por proteinas mecano-sensoras en el &pice de la misma (Gilroy y Masson,

2008).

En ambos casos, la reorientacion de las raices es causada por la elongacion diferencial de las
células, que crecen méas de un lado de la raiz que del otro, lo que a su vez es regulado por la

distribucion asimétrica de las auxinas (Friml et al., 2002; Telewski, 2006).

El tigmotropismo y el gravitropismo de la raiz conllevan un comportamiento de ondulacion
o “waving” y algunas veces de desplazamiento con respecto al eje vertical “skewing”. Estos
dos comportamientos se pueden observar en raices de Arabidopsis cuando son crecidas en
cajas Petri inclinadas por debajo de los 90°, con elevadas concentraciones de agar que no

permite su penetracion.

La ondulacion se define como el crecimiento de la raiz en un patrén oscilatorio o sinusoidal,
mientras que el desplazamiento con respecto al eje vertical se refiere a la propension de la
raiz a desviarse frecuentemente hacia la izquierda (si se le observa desde el frente de la caja)
debido a un alargamiento mayor de las células de un lado con respecto al opuesto (Figura 2;
Oliva y Dunand, 2007). La presencia e intensidad de estos patrones varia segun el ecotipo y
el grado de inclinacién de las cajas. En plantas Columbia (Col-0) casi no se distingue el
desplazamiento y la ondulacion s6lo se hace notoria a una inclinacién de entre 30° y 60°,
mientras que ecotipos como Landsberg erecta (Ler) y Wassileskija (Ws) presentan una
ondulacién y un desplazamiento méas pronunciados (Figura 2; Thompson y Holbrook, 2004;

Schultz et al., 2017).
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Figura 2. Esquemas que muestran la ondulacion y el desplazamiento con respecto al eje
vertical de dos ecotipos de Arabidopsis crecidos a 90° y a 45° de inclinacién (Modificado
de Schultz et al., 2017).

Asi pues, al crecer las plantas en placas inclinadas, la raiz intenta constantemente penetrar el
agar debido a su gravitropismo positivo, pero al no poder atravesarlo, la punta de la raiz se
desvia y crece en sentido opuesto generando una torsion en un intento de esquivar el
obstaculo, produciendo una respuesta tigmotrdpica. Esto ocurre una y otra vez, dando origen
a un patron de crecimiento sinusoidal (Okada y Shimura, 1990). A ello se suma la
circumnutacion de las raices, que consiste en la tendencia intrinseca del 6rgano a crecer de
forma helicoidal en sentido de las manecillas del reloj. Cuando las plantas son crecidas sobre
el agar, este comportamiento se ve obstruido, lo que ocasiona giros irregulares que
gradualmente desvian la orientacion de la raiz y dan origen al desplazamiento con respecto a

la vertical en algunos ecotipos (Simmons et al., 1995).

Una hipotesis alternativa sugiere que la ondulacion es causada por la friccion que impone el

medio al &pice de laraiz, lo que va originando torsiones conforme nuevas células se producen



y elongan (Thompson y Holbrook, 2004). No obstante, dicha propuesta es incapaz de explicar

el desplazamiento si no se considera el crecimiento circumnutatorio.

El estudio de mutantes con alteraciones en la ondulacion y/o el desplazamiento ha permitido
identificar mecanismos que regulan estos comportamientos, entre los que destaca la
participacion de las auxinas. Mutantes en PIN2 y AUX1, que codifican para transportadores
de estas hormonas, no ondulan cuando son crecidos a 45° (Okada y Shimura, 1990). Por el
contrario, mutantes en las Ser/Thr cinasas asociadas al transporte de auxinas WAG1 y WAG2
presentan raices onduladas en placas verticales (Santner y Watson, 2006). Adicionalmente,
se ha observado que hormonas como los brasinoesteroides y el etileno, asi como la sacarosa
tienen un efecto en la ondulacion de la raiz en colaboracién con el transporte de las auxinas

(Buer et al., 2003; Yuen et al., 2005; Lanza et al., 2012).

El arreglo del citoesqueleto también interviene en la ondulacion y el desplazamiento de la
raiz. En efecto, los mutantes de sustitucion leftyl y lefty2, afectados en TUBULINA ALFA-4
(TUA4) y TUBULINA ALFA-6 (TUA6) respectivamente, presentan una raiz que crece
desviadamente en placas a 90°, mientras que la sustitucién Arg-Cys en el aminoacido 179 de
la proteina ACTINA 2 (ACT2) origina un marcado patrén ondulatorio (Thitamadee et al.,

2002; Lanza et al., 2012).

Puesto que las hormonas y el citoesqueleto tienen un papel importante en el desarrollo de la

raiz y sus movimientos, es conveniente describir en mas detalle su regulacién.



2.2 Las auxinas y brasinoesteroides como reguladores del crecimiento

Las auxinas y los brasinoesteroides constituyen importantes reguladores del desarrollo en
plantas. Ambos grupos de fitohormonas estan implicados en la division y elongacion de las
celulas, la formacion de raices laterales, la diferenciacion de tejidos vasculares y el
mantenimiento del RAM, entre otros procesos (Bao et al., 2004; Blilou et al., 2005;

Gonzélez-Garcia et al., 2011).

Las auxinas, cuyo principal componente es el acido indol-3-acético (IAA), regulan el
crecimiento mediante la interaccién con AUXIN BINDING PROTEIN1 (ABP1) o mediante
la degradacion de las proteinas represoras AUX/IAA y la consecuente activacion de los
factores de transcripcion AUXIN RESPONSE FACTORs (ARFs). Ello genera cambios en
la expresién de genes de respuesta a auxinas, cuyas funciones han sido asociadas a
metabolismo, transporte y transduccion de sefiales (Jain y Khurana, 2009; Lavenus et al.,

2013).

Segun el érgano en el que se encuentren, las auxinas pueden estimular o inhibir la elongacion
celular. Su distribucién en los tejidos no es homogénea, sino que se da a manera de gradientes
y picos de concentracion, teniendo efectos diferentes en regiones muy especificas de la
planta. Dicha distribucién diferencial es mediada por el transporte polar de estas hormonas
por transportadores de influjo y eflujo de auxinas AUX1/LAX y PIN. Estas Gltimas proteinas
determinan la direccion del flujo de 1AA, segln su posicion en la membrana de las células

(Kiecek et al., 2009; Vanneste y Friml, 2009).

La acumulacion de auxinas es regulada tanto por mecanismos internos como por estimulos

ambientales. Se ha visto que en respuesta a la humedad, a la gravedad o ante el contacto con



algun obstaculo, se genera un gradiente de auxinas en la ZE de las raices, lo que ocasiona un
crecimiento diferencial de las células y promueve cambios en su orientacién (Rashotte et al.,

2000; Harmer y Brooks, 2018).

Por su parte, los brasinoesteroides (BR) son un grupo de hormonas esteroideas que incluyen
cerca de 70 compuestos, de los cuales el mas activo es el epibrasinélido (eBL) (Zhao y Li,
2012). Se encuentran en todos los 6rganos de las plantas, aunque son més abundantes en
polen, semillas y frutos. Mutantes de pérdida de funcion en su sintesis o sefializacion
presentan enanismo, activacion de genes de respuesta a luz en condiciones de oscuridad,

floracion tardia y esterilidad masculina (Zhu et al., 2013)

La respuesta a BRs constituye una de las vias de sefializacion mejor caracterizadas en plantas
(Figura 3). Estas hormonas son reconocidas por el dominio extracelular del receptor
BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRI1), asi como por BRI1-LIKE-1 (BRL1) y
BRI1-LIKE-3 (BRL3) (Jaillais y Vert, 2016). Ello desencadena una cascada de fosforilacion
que deriva en la degradaciéon del regulador negativo BRASSINOSTEROID INSENSITIVE2
(BIN2) y en la consecuente activacién de los factores de transcripcion BRASSINAZOLE
RESISTANT 1 (BZR1) y BRI1-EMS-SUPPRESSOR1 (BES1) (Figura 3; Zhu et al., 2013;

Belkhadir y Jaillais, 2015).
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Figura 3. Seializacion de los brasinoesteroides. A) En estado inactivo, BZR1y BES1 estan
reprimidos por la fosforilacion de BIN2. B) eBL activa la via al ser detectado por el receptor
BRI-BAK, que desencadena la sefializacion por fosforilacion que lleva a la degradacién de
BIN2 y desfosforilacion de BZR1 y BES1, permitiendo su transporte al nicleo donde acttan
como reguladores transcripcionales (Modificado de Belkhadir y Jaillais, 2015).

Se ha propuesto que las auxinas y los BR actian de manera sinérgica en el desarrollo de la
raiz (Bao et al., 2004; Nemhauser et al., 2004). Estas hormonas comparten una gran cantidad
de genes blanco y unas afectan la produccién de las otras. Asi pues, niveles elevados de
auxinas promueven la activacion de DWARF4, que a su vez estimula la sintesis de BR.

Reciprocamente, BZR1 se une y regula a varios genes de respuesta, transporte y sefializacion
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de auxinas (Sun et al., 2010; Chung et al., 2011). Asimismo, se ha visto que BIN2, que tiene
actividad de GSK3-like cinasa, afecta negativamente a ARF2, lo que disminuye la

sensibilidad de las auxinas (Vert et al., 2008).

Las auxinas y los BR constituyen dos importantes reguladores del crecimiento de la raiz y,
como ya se ha mencionado, estan implicados en el comportamiento ondulatorio de las
mismas. Mutantes afectadas en transporte de auxinas promueven o inhiben la ondulacién,
mientras que la activacion de la sefializacion de BR estimula la ondulacion de las raices
(Okada y Shimura, 1990; Santner y Watson, 2006; Lanza et al., 2012). De hecho, el mutante
actina2-5 (act2-5) de raiz ondulada, presenta una respuesta constitutiva a BR y una
despolarizacion parcial del transportador de auxinas PIN2, lo que sugiere que estas hormonas
participan en el crecimiento sinusoidal de la raiz y también remarca el papel del citoesqueleto

de actina como integrador de la sefializacion de ambas hormonas (Lanza et al., 2012).

2.3 El citoesqueleto y su importancia en el desarrollo

Como se menciond anteriormente, el citoesqueleto participa en los movimientos de la raiz
tanto en la ondulacién como en la desviacion con respecto al eje vertical, por lo que a

continuacion se describe con mas detalle.

El citoesqueleto es una red tridimensional de proteinas filamentosas al interior de la célula,
que cumple con funciones de estructuracion y sefializaciéon (Lodish et al., 2013). En plantas,

esta integrado por dos componentes principales: microtubulos y microfilamentos.
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2.3.1 Microtubulos

Los microtubulos son cilindros de alrededor de 24 nm de grosor, conformados por 13
protofilamentos, que a su vez resultan de la union de heterodimeros de tubulina o y f
(Hashimoto, 2015). En Arabidopsis se han identificado 6 genes de tubulina o y 9 de tubulina

B (Kopczak et al., 1992; Snustad et al., 1992).

El ensamblaje y desensamblaje de estas proteinas es constante y es mediado por moléculas
de GTP asociadas a las tubulinas. Ambos extremos de los microtibulos presentan distintas
tasas de polimerizacion. Aquél donde la adicion de heterodimeros es mayor y donde la
tubulina o queda expuesta es denominado (+), mientras que el extremo con menor

polimerizacion y exposicion de la tubulina B es llamado (-) (Seagull, 2016).

El citoesqueleto de tubulina participa en la division celular, la regulacién de complejos de
sintesis de celulosa y la elongacién de las células, desempefiando un rol importante en el
crecimiento del tubo polinico y el desarrollo de pelos radiculares. Asimismo, la orientacién
longitudinal o transversal de los microtibulos estd asociada a la depositacion de
microfibrillas de celulosa durante la elongacién celular y es influenciada por la sefializacion
de auxinas, etileno y brasinoesteroides (Catterou et al., 2001; Chen et al., 2014). De esta
manera, el citoesqueleto de tubulina es fundamental en la morfologia celular y en el
movimiento generado por la raiz durante su crecimiento. Por ejemplo, los mutantes en
tubulina que muestran desplazamiento con respecto al eje vertical en el crecimiento de la raiz
presentan microtdbulos inclinados, en lugar de la disposicion transversal que se observa en

raices silvestres (Smyth, 2016).
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2.3.2 Microfilamentos

Los microfilamentos tienen un grosor de entre 7 y 9 nm y estan compuestos por una doble
hélice de actina. Esta proteina, de entre 365 y 367 aminoacidos, presenta dos formas:
monomérica o globular y filamentosa. Al igual que los microtdbulos, los filamentos de actina
poseen extremos (+) y (-), donde ocurren eventos de polimerizacion y despolimerizacion

constantes (Figura 4; Seagull, 2016).

En Arabidopsis se conocen ocho genes de actina activos que se expresan de forma diferencial.
A nivel de proteina se han dividido en actinas reproductivas y actinas vegetativas segun los
tejidos en donde mas se expresan. Este tltimo grupo incluye a las proteinas ACT2 y ACTS,
abundantes en casi todos los organos de la planta, y a la ACT7, que se encuentra

principalmente en tejidos jovenes (Meagher et al., 2011).

En conjunto con el citoesqueleto de tubulina, el citoesqueleto de actina esta involucrado en
la division, elongacion y diferenciacion celular. También participa en la distribucion de los
organelos, el trafico de vesiculas asociado a la depositacion de pared celular y la localizacién
de transportadores de auxinas (Hussey et al., 2006; Seagull, 2016). A su vez, las auxinas
regulan la organizacion del citoesqueleto. Se ha visto que la presencia de IAA promueve
directamente la expresion de ACT7 y de algunas proteinas de union a actina (ABPs por sus
siglas en inglés: actin binding proteins). Ademas, niveles elevados de auxinas desencadenan
la reorganizacion de los cables de actina en filamentos mas delgados (McDowell et al., 1996;

Durst et al., 2013; Zhu y Geisler, 2015).

Es interesante saber que la actina posee actividad reguladora al interior del nucleo y que

puede modular la transcripcion de genes mediante la interaccion con RNA polimerasas
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(Gieni y Hendzel, 2009; Grummt, 2006), y en animales se le ha visto asociada a los complejos
remodeladores de cromatina SNF, SWR1 y NuA4 HAT (Chen y Shen, 2007). Actualmente
se sabe que el citoesqueleto no es sélo importante para la estructura y morfologia celular sino
que sirve de interconector en una gran variedad de vias de sefializacion y regulacion

transcripcional (Viita y Vartiainen, 2016; Blume et al., 2017).

La formacion de microfilamentos puede ocurrir de novo, o a partir de la adicion de moléculas
de actina globular a filamentos ya existentes, y su dinamica esta finamente regulada por
ABPs, cuyas familias y principales funciones estan descritas en la Tabla 1 (Meagher et al.,

2011).

Para que la actina globular pueda polimerizarse, es necesario que se formen conjuntos de dos
0 tres monomeros de actina-ATP, lo que se conoce como nucleacion y es mediado por las
forminas y profilinas. Tras ello, comienza una rapida elongacion de los microfilamentos,
dependiente de la cantidad de monémeros disponibles. Conforme se van extendiendo, el ATP
en las actinas cercanas al extremo (-) es hidrolizado a ADP, lo que causa su disociacion

(Figura 4; Blanchoin et al., 2014).

El largo de los microfilamentos es regulado por las proteinas CAP y ADF, que los estabilizan
y disgregan. Asimismo, proteinas como las fimbrinas y filaminas promueven la union y
organizacion de microfilamentos en haces paralelos y redes complejas (Blanchoin et al.,

2014).
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Tabla 1. Familias de ABPs y su participacion en la dinamica del citoesqueleto de actina

(Modificada de Meagher et al., 2011).

Familia Funciones # de genes en
Arabidopsis
Cofilinas/ADF (Actin Disociacion de actina en extremo (-) 11
Depolymerizing Factor) Conversion de ATP a ADP
Ruptura de microfilamentos
Profilinas Secuestro de actina globular 5
Asociacion con forminas
Forminas Factor de nucleacion de actina 21
(dimerizacion de actina globular)
Anexinas Transporte de vesiculas 9
ARPs (Actin Related Proteins) Factor de nucleacion de actina 8
Capping proteins Unién a extremo (+) 2
Estabilizacion de filamentos
CAPs (Cyclase Associated Secuestro de actina globular 1
Proteins)
Miosinas Proteinas motoras 17
Movimiento de organelos y anclaje
Filaminas Asociacion de microfilamentos 1
Fimbrinas Asociacion de microfilamentos 5
Vilinas Nucleacion de actina 5
Polimerizacion
Ruptura de microfilamentos
RAC/ROP Reguladoras de otras ABPs 11

Ensamblaje/Desensamblaje de F-actina
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Figura 4. Dinamica del citoesqueleto de actina. En el esquema se muestran los procesos
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2.3.3 La fosforilacion en la regulacién del citoesqueleto de actina

Es importante mencionar que la dindmica del citoesqueleto de actina no es regulada
Unicamente por ABPs, sino también por modificaciones post-traduccionales (PTM por sus
siglas en inglés: Post-translational modifications) que incluyen: la acetilacion y la
arginilacion en el extremo N-terminal, la metilacion de residuos de histidina y la fosforilacion
de algunos residuos (Terman y Kashina, 2013). Estudios recientes han demostrado que esta
ultima juega un papel determinante en la organizacion del citoesqueleto. Por ejemplo, en la
actina de protistas y animales se han identificado 35 residuos factibles de ser fosforilados, de
los cuales, al menos 5 generan cambios especificos en la dindmica de los microfilamentos:
la Tirosina (Tyr)53 y la Tyr218, asi como la Serina/Treonina (Ser/Thr)201, Thr202 y Thr203
(Terman y Kashina, 2013). En células de Dictyostelium sp. la adicion de un grupo fosfato en
la Tyr53 afecta la interaccion entre las unidades de actina y reduce la tasa de polimerizacion
(Liu et al., 2006). Asimismo, la fosforilacion en Thr201-203 mediada por cinasas
dependientes de Ca?* (CDPKSs), promueve la elongacion de los microfilamentos y reduce su
asociacion con fragminas, una familia de ABPs (Gettemans et al., 1992). La fosforilacion de
los demas residuos sélo ha sido detectada mediante analisis protedmicos y aln se desconocen
tanto las enzimas que las llevan a cabo, como sus efectos en la configuracion del

citoesqueleto (Terman y Kashina, 2013).

En plantas, especificamente en Mimosa pudica, se ha identificado que la fosforilacién de las
Tyr en actina cambia antes y después del plegamiento de las hojas en respuesta al contacto
fisico, lo que sugiere que la fosforilacién de Tyr constituye un mecanismo de regulacién del

citoesqueleto asociado a la respuesta tigmotrépica (Kameyama et al., 2000).
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Ademas de la actina, la fosforilacion también puede llevarse a cabo sobre ABPs y modificar
su funcion o afinidad por otras proteinas. Por ejemplo, en cofilina/ADFs de animales y
plantas se ha observado que la adicion de grupos fosfato en la Ser3 y Ser6, respectivamente,
inhibe la actividad de estas proteinas, lo que reduce la ruptura de microfilamentos y el
reciclaje de mondmeros de actina. De manera interesante, la fosforilacion de las ADFs parece
ser regulada indirectamente por las proteinas ROP, a través de CDPK y PP1/PP2A fosfatasas

(Yang et al., 1998; Allwood et al., 2001; Foissner et al., 2002; Chen et al., 2003).

Otros ejemplos de ABPs afectadas por esta PTM incluyen vilinas y CAP en células animales.
Se ha reportado que la fosforilacién de Tyr en vilinas promueve su funcién como proteinas
de ruptura de microfilamentos, en tanto que la desfosforilacion de la Ser307 y Ser309 de

CAP1 en ratdn incrementa su interaccion con cofilinas (Zhai et al., 2001; Zhou et al., 2014).

En plantas, se ha demostrado que los cambios en la fosforilacion de actina y ABP pueden
afectar procesos de desarrollo y otras respuestas. La inhibicion de cinasas y fosfatasas con
farmacos o mutantes produce cambios en la orientacion y dinamica del citoesqueleto, que a
su vez se han asociado a alteraciones en la germinacion y crecimiento del tubo polinico, el
cierre de estomas y la elongacién de hipocotilos etiolados, entre otros procesos (Hwang et

al., 2001; Zi et al., 2007; Zhao et al., 2015).

La fosforilacion de proteinas en plantas es mediada por una enorme variedad de cinasas y

fosfatasas, por lo que a continuacién se detallan su diversidad y funciones.
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2.4 La fosforilacion de proteinas en plantas

La fosforilacion de proteinas es un mecanismo de regulacion que consiste en la transferencia
reversible de grupos fosfato a cadenas residuales de aminoécidos. Ello genera cambios
conformacionales en las proteinas, lo que puede alterar sus funciones o su capacidad de
interactuar con otras moléculas (Alberts et al., 2008). La fosforilacion se da principalmente
en residuos de serina, treonina y tirosina, aunque también puede ocurrir en otros 6
aminoacidos: cisteina, arginina, lisina, aspartato, glutamato e histidina (Schweighofer y
Meskiene, 2015). Este mecanismo juega un papel importante en muchos procesos celulares,
como la respuesta a estrés ambiental, el ciclo celular y el metabolismo. Se estima que en una
célula eucarionte, el 30% de las proteinas son reguladas por la fosforilacion (Colcombet y

Hirt, 2008).

Las reacciones de fosforilacion y desfosforilacion son catalizadas por las enzimas cinasas y
fosfatasas, respectivamente. En Arabidopsis se conocen cerca de 1000 genes que codifican
para las cinasas (Wang et al., 2003), y otros 112 para las fosfatasas (Kerk et al., 2002).
Debido a la gran variedad en su estructura, especificidad y mecanismo de accion, estas

enzimas han sido agrupadas en diferentes familias.

2.4.1 Diversidad de cinasas

Dada su abundancia y diversidad, las cinasas en plantas han sido clasificadas en diferentes
familias segun su estructura y los residuos que fosforilan, aunque sus funciones pueden variar

enormemente (Tabla 2).
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Tabla 2. Principales familias de cinasas en plantas y sus funciones asociadas

Residuos que

Familia . Funcion Referencias
fosforilan
Receptor-like Ser/Thr Recepcidn de sefiales Li y Chory, 1997
kinases (RLK) y Tyr extracelulares; Shiu y Bleecker, 2001
sefializacion de Brand et al., 2000
brasinoesteroides; Kim et al., 2000
balance entre proliferacion /
diferenciacion y
respuesta a estrés.
Mitogen activated Ser/Thr Respuesta a estrés y Colcombet y Hirt,
kinases (MAPK) y Tyr regulacion del desarrollo. 2008
Xuy Zhang, 2015
Cinasas activadas Ser/Thr Sefializacion de ABA; Lambeck et al., 2010
por calcio (CDPK y metabolismo de nitrégeno y Chen et al., 2013
SnRK) transporte de auxinas. Rigo et al., 2013
GSK3/Shaggy-like Ser/Thr Respuesta a estrés salino; Piao et al., 2001
y Tyr sefializacién de Saidi et al., 2012
brasinoesteroides y Youn y Kim, 2015
organizacion de microtubulos.
Cinasas Ser/Thr Sefalizacion de ABA; Turck et al., 2004
dependientes de sefializacién de auxinas y Mahfouz et al., 2006
ATPy GTP (AGC) respuesta a luz azul.
Cyclin dependent Ser/Thr Regulacion del ciclo celular y Hemerly et al., 2000
protein kinases dindmica del citoesqueleto.
(CDPK)
Casein-like kinases Ser/Thr Organizacion de microttbulos. Ben-Nissan et al., 2008
(CKL)
NIMA-like kinases Ser/Thr Division celular; Motose, et al., 2011
(NEK) sintesis y sefializacion de etileno  Zhang et al., 2011
y organizacion de microtabulos.
AURORA Ser/Thr Division celular. Demidov et al., 2009

Remarcablemente, en plantas no se han logrado identificar Tyr-cinasas semejantes a las

existentes en animales (Van Bentem y Hirt, 2009). Como se observa en la tabla 2, la
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fosforilacion de este residuo la llevan a cabo cinasas de especificidad dual, que también
afectan serinas y treoninas. Esto ha sido detectado en MAP2K, asi como en las RLK
BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1 y BRI1 ASSOCIATED KINASE 1, cuya
autofosforilacion en residuos de tirosina contribuye a la activacion de las enzimas y al

reconocimiento de proteinas blanco (Colcombet y Hirt, 2008; Macho et al., 2015).

Aln existe controversia sobre qué tan importante es la fosforilacion de tirosinas en las
plantas. No obstante, un andlisis de fosfositios por espectrometria de masas en Arabidopsis
indicd que el 4.3% de los sitios reconocidos corresponden a residuos de tirosina, porcentaje

incluso mas alto que el encontrado en animales (Sugiyama et al., 2008).
2.4.2 Diversidad de fosfatasas

La clasificacion de las fosfatasas comprende dos grandes grupos dependiendo de los residuos
de aminoacidos sobre las que estas actGan, existiendo: las tirosin (Tyr) fosfatasas y

serin/treonin (Ser/Thr) fosfatasas.

Dentro de las Tyr-fosfatasas, se incluye a las enzimas con especificidad dual y a aquellas que
desfosforilan exclusivamente residuos de tirosina. En Arabidopsis se han identificado 22 del
primer tipo, y solo una del segundo (PTP1), ademas de una Tyr-fosfatasa de bajo peso

molecular (Kerk et al., 2008).

Todas estas enzimas comparten el motivo catalitico CXsR, cuya cisteina es indispensable
para la formacion de intermediarios durante la desfosforilacion (Shankar et al., 2015). Este
aminoéacido es facilmente oxidable en presencia de ROS, lo que inhibe reversiblemente la

actividad de las Tyr-fosfatasas (Meng et al., 2002).

22



Se ha implicado a las Tyr-fosfatasas en la regulacion negativa de las MAPK. Enzimas de
especificidad dual como dsPTP1 y MKP1 inactivan a MPK3, MPK4 y MPK®6, que son

importantes integradores de la sefializacion de las MAPK (Shankar et al., 2015).

En cuanto a las Ser/Thr fosfatasas, estas han sido clasificadas en 3 familias segtn la similitud
de sus secuencias de aminoacidos y en su actividad catalitica: las fosfoprotein-fosfatasas
(PPP), las Ser/Thr fosfatasas tipo 2C (PP2C o PPM) y las fosfatasas dependientes de
aspartato. En plantas, las PPPs incluyen ocho grupos de enzimas, cuyos nombres y funciones
se especifican en la Tabla 3. Algunas de estas fosfatasas, como las PP7 y las PPKL no estan

presentes en animales (Uhrig et al., 2013).

Las PP2C, constituyen la familia mas numerosa de Ser/Thr fosfatasas en plantas, con cerca
de 80 miembros en Arabidopsis. Son estructuralmente distintas a las PPPs, y requieren iones
metalicos de Mg?* o Mn?* para llevar a cabo su funcion. Las PP2C participan en el
mantenimiento de células meristematicas, en la sefializacién de acido abscisico (ABA) y
como reguladores negativos de la respuesta a patdgenos (Meyer et al., 1994). Algunas de
estas enzimas actian como fosfatasas de MAPK, inhibiendo la produccion de jasmonato y
etileno, asi como el cerrado de estomas (Schweighofer et al., 2007). Sin embargo, hasta ahora

no se han identificado fosfatasas exclusivas de las MAPK en plantas (Fuchs et al., 2013).
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Tabla 3. Familias y principales funciones de las PPPs en plantas

Nombre Funcion Referencias
PP1 Sefializacion en respuesta a luz azul, Takemiya et al., 2006
desarrollo embrionario; Takemiya et al., 2009
regulacidn de ciclo celular; Uhrig et al., 2013

tolerancia a estrés salino y
proliferacion y diferenciacion celular

PP2A Regulacion de transportadores de auxinas; Camilleri et al., 2002
regulacion negativa de ABA; organizacion de Pernas et al., 2007
microtubulos; sefializaciéon de brasinoesteroides; Tang et al., 2011
reciclaje de nutrientes; sintesis de proteinas y Ahnetal., 2011
senescencia Ballesteros et al., 2013

PP4 Asociada a crecimiento y longevidad Napitupulu, 2016

PP5 Termotolerancia; sefializacion en respuesta a luz Ryu et al., 2005
roja o roja lejana y desarrollo de cloroplastos Park et al., 2011

Barajas-Lopez et al., 2013

PP6 Regulacion de transportadores de auxinas y Dai et al., 2012
sefalizacién de ABA Dai et al., 2013

PP7 Sefializacion en respuesta a luz roja y luz azul Genoud et al., 2008

PPKL Regulacion negativa de la sefializacion de Kim et al., 2009

brasinoesteroides

SLP Se localizan en cloroplastos y citoplasma; Uhrig y Moorhead, 2011
funcion desconocida.

Finalmente, las fosfatasas dependientes de aspartato se distinguen de las anteriores por tener
acido aspartico en su dominio catalitico. Se les ha asociado con la desfosforilacion del
carboxilo terminal de la RNA polimerasa Il y la regulacion de la sefializacion por ABA (Jin,
2011). Aunque se clasifican como Ser/Thr fosfatasas, algunos de sus miembros también

acttan sobre residuos de tirosina (Uhrig et al., 2013).
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II1. Antecedentes

La fosforilacién de proteinas es un mecanismo de regulacion crucial que permite que
procesos especificos puedan llevarse a cabo en el lugar y tiempo correctos. Estudios recientes
sugieren que la fosforilacion de tirosinas desempefia un papel importante en la regulacion del
citoesqueleto de actina en plantas, lo que a su vez repercute en procesos de sefializacion y
desarrollo. Mediante el uso de los inhibidores especificos de Tyr-fosfatasas y cinasas como
el PAO vy la genisteina, respectivamente, se han visto alteraciones en la orientacion y
polimerizacion de los microfilamentos, lo que inhibe el crecimiento del tubo polinico (Zi et
al., 2007). También, se ha observado que la fosforilacion de Tyr en actina cambia cuando se
da la respuesta tigmotrdpica de pulvinos de Mimosa pudica y que al inhibir la actividad de
Tyr-fosfatasas con PAO disminuye drasticamente la capacidad de plegamiento de las hojas,
sugiriendo que esta marca promueve cambios en el citoesqueleto necesarios para esta

respuesta (Kameyama et al., 2000).

En el laboratorio, se cuenta con la linea mutante act2-5, caracterizada por una mutacion
puntual en ACT2, que genera la sustitucién de la arginina 179 por una cisteina. Este mutante
posee una raiz que ondula al crecer las plantas en placas verticales, de forma similar a lo que
se observa cuando las plantas son tratadas con epibrasinolido. Ademas, presenta alteraciones
en el citoesqueleto de actina, como microfilamentos méas cortos y dinamicos que los de
plantas silvestres, asi como una despolarizacion parcial del transportador de auxinas PIN2 y

una respuesta constitutiva a BR (Lanza et al., 2012).

En ensayos preliminares con ortovanadato de sodio (VAN), un inhibidor de Tyr-fosfatasas,
se encontrd que la ondulacidn de act2-5 se revertia parcialmente (Garcia-Ponce, sin publicar),
llevando a pensar que los cambios en la fosforilacion de Tyr podrian estar inhibiendo la
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ondulacidn de las raices por un mecanismo similar al detectado en Mimosa pudica, es decir,
mediante modificaciones post-traduccionales que afectan la conformacion de
microfilamentos de actina. Asimismo, surgi6 la duda de si este efecto era exclusivo de la
fosforilacion de Tyr, o si la fosforilacion de otros residuos de aminoécidos también podria
afectar el comportamiento ondulatorio y la configuracion de los microfilamentos en el

mutante.

El uso de farmacos que inhiben la actividad de las proteinas constituye una estrategia viable
para detectar funciones asociadas a un grupo particular de cinasas/fosfatasas, pues la
inhibicion simultanea de varias enzimas evita que haya redundancia funcional y por lo tanto,
facilita la deteccion de cambios en el fenotipo. Ante ello, se plante6 la siguiente hip6tesis de

trabajo.
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IV. Hipotesis

El fenotipo de ondulacion de la raiz de la mutante act2-5 asociado a un cambio en la dindmica
del citoesqueleto de actina, puede ser revertido por la inhibicion de la actividad de las Tyr-

fosfatasas.
V. Objetivo general

Determinar que la ondulacién del mutante act2-5 y la conformacién de los microfilamentos

son regulados por Tyr-fosfatasas.
VI. Objetivos especificos

4 Comparar el efecto del VAN y el PAO en el fenotipo de ondulacion de raices de plantas
silvestres y act2-5.

4 Determinar si el VAN y el PAO afectan la configuracion de los microfilamentos de
actina de la raiz in vivo.

4 ldentificar si otros inhibidores de cinasas y fosfatasas revierten el fenotipo de ondulacion
de las raices de plantas silvestres y act2-5. De ser asi, analizar su efecto en la
configuracién de los microfilamentos de actina.

4 Analizar el efecto de algunos de los inhibidores de fosfatasas en la respuesta

tigmotropica de la raiz.
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VII. Metodologia
7.1 Lineas utilizadas

Se utilizaron plantas silvestres y act2-5, asi como las lineas reporteras de microfilamentos
ABD2:GFP y ABD2:GFP/act2-5, las cuales expresan una construccion con GFP unida al
dominio de union a actina de la ABP FIMBRINAL (FIM1), permitiendo el marcaje de la

actina filamentosa (Sheahan et al., 2004; Lanza et al., 2012).
7.2 Esterilizacion de semillas y condiciones de crecimiento

Las semillas fueron desinfectadas con una solucion de hipoclorito de sodio al 60% Yy tween
20 al 0.005% durante 5 min en agitacion. Enseguida, fueron sometidas a tres lavados con
agua estéril y estratificadas en una solucion de agarosa al 0.2% a 4°C durante tres dias.
Posteriormente, se sembraron en cajas Petri con medio MS modificado que contiene los
elementos de la Tabla 4, ademéas de MES monohidrato al 0.05% y sacarosa al 0.5%, ajustado
con KOH a un pH de 5.6. Se utilizé agar al 1% para placas verticales (90°) y al 1.5% para

placas inclinadas (45°).

Tabla 4. Composicién del medio MS utilizado en los ensayos.

Reactivo Concentracion
K2S04 5mM
NHiNOs3 10 uM
CaCl> 4 mM
MgSQO4+7H20 1.5mM
FeNaEDTA 100 uM
KNOs3 1 mM
KH2PO4 2 mM
Vitaminas 1x (ver tabla Al)

Micronutrientes

1x (ver tabla A2)
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Para los tratamientos en liquido se emplearon cajas multipozos de 6 pozos y a cada uno de
estos se afiadieron 4 ml del mismo medio MS sin agar. Todas las plantas se crecieron en
camaras de crecimiento en condiciones de dia largo (16 h de luz por 8 de oscuridad), humedad
relativa del 50%, temperatura de 22°C y una intensidad de luz de 6500-7000 luxes. En el
caso de las cajas con medio liquido, estas se mantuvieron en agitacion constante a una

velocidad de 50 revoluciones / min.
7.3 Tratamientos con los inhibidores de cinasas y fosfatasas

Se adquirieron inhibidores de cinasas y fosfatasas de la compafiia Sigma-Aldrich, los cuales
se especifican en la Tabla 5. Para el caso de las fosfatasas se utilizaron al menos dos

inhibidores de cada familia para poder analizar su especificidad y grado de penetracion.

Tabla 5. Informacion de los inhibidores y solventes utilizados.

. Lo Stock original/ 2do. stock/
Compuesto Enzimas que inhibe .
solvente Diluyente
Inhibidores Ortovanadato de Tyr-fosfatasas 100 mM / H,O -
de fosfatasas  sodio (VAN)
Oxido de Tyr-fosfatasas 100 mM / DMSO 1 mM / DMSO:H-0
fenilarsina (PAO) (1:100)
Acido okadaico Ser/Thr-fosfatasas 10 uM / H.0 -
(OKA) (PP1, PP2A, PP4, PP5)
Cantharidina Ser/Thr-fosfatasas 100 mM / DMSO 5 mM / DMSO:EtOH
(CAN) (PP1, PP2A, PP4, PP5) (1:20)
Inhibidores Bikinin (BIK) GSK3-cinasas 200mM /DMSO 50 mM / DMSO:EtOH
de cinasas (1:4)
Genisteina (GEN) Tyr-cinasas 200 mM /DMSO 100 mM / DMSO:EtOH
(1:2)
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Con base en su solubilidad, los inhibidores se disolvieron en agua 0 DMSO. Se prepararon

soluciones stock de cada compuesto, las cuales fueron almacenadas a -20°C. Puesto que el

DMSO afecta el desarrollo de las plantas, se hicieron diluciones en agua estéril o etanol

absoluto, tal como se muestra en la Ultima columna de la Tabla 5. Las soluciones

correspondientes al segundo stock se filtraron en condiciones de esterilidad mediante filtros

Millex de 0.22 um y a partir de estas, se tomaron las cantidades necesarias para obtener las

concentraciones finales en el medio.

Para los tratamientos, los inhibidores se afiadieron al medio antes de su solidificacion y a los

controles se les afiadio los solventes respectivos (agua, DMSO/etanol) en igual proporcion y

concentracion que en las placas con el inhibidor. En la Tabla 6 se indican todas las

concentraciones probadas y que posteriormente se utilizaron para el analisis de su efecto.

Tabla 6. Concentraciones probadas y definitivas de los inhibidores utilizados

Concentraciones Concentraciones Concentracion
Compuesto IC50 reportadas en la . Referencia
. probadas definitiva
literatura
Ortovanadato 10 uM 50 - 500 uM 50 uM, 55 pM, 50 uM Garcia-Ponce, s/p
de sodio 60 UM, 75 uM y Yemets et al., 2008.
100 pM
Oxido de 2 uM 100 nM - 1mM 4 UM 4 uM Heimovaara et al.,
fenilarsina 1996.
Acido 15-50 nM 0.1-100 nM 50 nM 50 nM Kuo et al., 1996;
okadaico Swingle et al., 2007,
Sheremet et al., 2009.
Cantharidina  0.1-1uM 0.1-30uM 1uM, 3 uM, 5 5uM Derueére et al., 1999 ;
UM Swingle et al., 2007.
Bikinin 10 uM 1-100 uM 20 pM, 30 uM 20 uM De Rybel et al., 2009.
Genisteina 2.5 M 1-10uM 10 pM, 20 pM, 30 uM Peterson, 1995;
30 uM Yemets et al., 2008.
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7.4 Evaluacion de la ondulacion de las raices

El grado de ondulacion de las raices de las plantas silvestres y de act2-5 se cuantifico en
placas que se mantuvieron en posicion vertical durante todo el periodo de crecimiento. En
cuanto a los ensayos tigmotropicos, las placas permanecieron verticales durante los primeros
3 dias post-siembra y luego se inclinaron a 45°. En ambos casos las plantas se se fotografiaron
alos 5 dpg, con una cadmara digital Olympus modelo C-5060 y las imagenes obtenidas fueron

analizadas con el software ImageJ 1.51s.

Para determinar diferencias en la ondulacion, se traz6 un eje de crecimiento en cada planta
que incluyera la mayor cantidad posible de ondulaciones. Sobre este se estimaron 4
parametros: densidad, amplitud, frecuencia y angulo tangencial de las ondas (Figura 5). Para
obtener la densidad de ondas, se contaron todas aquellas que tuvieran al menos 0.05 mm de
amplitud con respecto al eje establecido y el valor total se dividio entre la longitud de la raiz,
con lo que se obtuvo el nimero de ondas por centimetro de cada raiz. La amplitud consistio
en la distancia entre la cresta de cada onda y el eje; la frecuencia, es la distancia entre crestas
contiguas y el angulo tangencial es aquel que se forma entre el eje establecido y una linea
tangente trazada sobre la superficie de la raiz, tomando como vértice la interseccidén de ambos

(Figura 5B; Rutherford et al., 1998; Oliva y Dunand, 2007).
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A) B)

WT act2-5

Figura 5. Evaluacion de la ondulacion. A) Establecimiento de los ejes de crecimiento. B)
Pardmetros para cuantificar la ondulacion en raices: a, amplitud; b, frecuencia; c, angulo
tangencial de la onda (Modificado de Oliva y Dunand, 2007).

7.5 Visualizacion de microfilamentos in vivo

Para el anélisis de la configuracion del citoesqueleto de actina en raices, se crecieron las
lineas ABD2:GFP y ABD2:GFP/act2-5 en condiciones control y con el inhibidor desde su
siembra. Para poder comparar el efecto del VAN con el del PAO, ambas lineas se crecieron
en condiciones control hasta los 4 dpg, tras lo cual se pasaron a cajas de 6 pozos con medio
MS liquido e inhibidor en las que se dejaron durante 24 horas. Inmediatamente después
fueron colocadas en portaobjetos con solucion de agarosa al 0.2%, se removid la parte aérea
de cada planta y se colocd el cubreobjetos. La visualizacién de GFP asociada a los
microfilamentos de actina se realiz6 con un microscopio confocal Olympus FluoView1000,
utilizando un objetivo de inmersion en aceite 60x. Se observaron microfilamentos en ZD y
se efectuaron cortes Opticos longitudinales cada 3 um de afuera hacia el plano medio de la

raiz, desde la epidermis hasta antes de distinguir el cilindro vascular.
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Con el software de anélisis de imagen ImageJ 1.51s se hicieron proyecciones-Z de maxima
intensidad para unir los cortes Opticos obtenidos en cada raiz y para que las imagenes fueran

comparables, se utilizd el mismo nimero de cortes Opticos por proyeccion.

7.6 Analisis estadisticos

Para el anélisis estadistico, los datos obtenidos fueron sometidos a la prueba de normalidad
de D’Agostino-Pearson. Los conjuntos de datos que cumplieron con el supuesto de
normalidad se compararon mediante una ANOVA de una via seguida de una prueba de
comparaciones multiples de Tukey, mientras que para aquellos que no presentaron una
distribucion normal se aplicaron las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y de
comparaciones multiples de Dunn. En el caso de las mediciones de longitud de las raices, se
utilizé una T de Student para comparar cada tratamiento con su control respectivo. Todos los

analisis y graficas fueron elaborados con el software GraphPad Prism version 6.01.
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VIII. Resultados

8.1 El VAN complementa parcialmente la ondulacion pero no afecta la estructura del

citoesqueleto de actina

En este trabajo se confirmaron los datos preliminares de Garcia-Ponce, (comunicacion
personal), en los que se observo que el VAN revierte parcialmente el fenotipo ondulatorio de
act2-5. Sin embargo, la evaluacion de la ondulacion muestra que este compuesto no inhibe
per se la formacion de las ondas, sino que disminuye su amplitud y angulo tangencial, lo que
se traduce en una menor compresion de éstas (Figura 6). Para identificar si la reversion
parcial del fenotipo ondulatorio de act2-5 se da a través de la regulacién del citoesqueleto de
actina, se visualizaron los microfilamentos en ZD de raices ABD2:GFP y ABD2:GFP/act2-
5 tratadas con VAN a 50 uM o 60 uM desde su siembra. Sin embargo, no se encontraron

cambios en la configuracion de la actina respecto a los controles (datos no mostrados).
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Figura 6. El ortovanadato de sodio (VAN) atentia la ondulacion de las raices de act2-5.
A) Las raices de act2-5 tratadas con el inhibidor de Tyr-fosfatasas a 50 uM ondulan menos
que las raices del mutante sin tratamiento a los 5 dpg. B) EI VAN produce la disminucion de
la amplitud y &ngulo tangencial de las ondas de act2-5 y no tiene un efecto significativo sobre
la ondulacion de las plantas silvestres. Los genotipos y tratamientos se compararon mediante
una prueba no parametrica de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de comparaciones
multiples de Dunn (p<0.0001). Letras distintas indican grupos significativamente diferentes
entre si. Las barras muestran el error estandar (n= 27 plantas).
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8.2 El PAO altera drasticamente la formacion de los microfilamentos, a diferencia del

VAN.

Ademas del efecto del VAN sobre la ondulacion, se observé una disminucion en el
crecimiento de las raices silvestres y mutantes (Figura Al). De forma mucho mas drastica,
el PAO (otro inhibidor de Tyr-fosfatasas), inhibié totalmente el crecimiento de las raices.
Debido a ello y a que el PAO parece degradarse a los dos dias de aplicarse, no se pudo
observar su efecto en la ondulacion de las plantas act2-5. En consecuencia, se trataron las
plantas con PAO por 24 horas para poder observar su efecto sobre la estructura del
citoesqueleto de actina. Este compuesto tuvo un efecto dramatico en el fenotipo de los
microfilamentos, generando su disrupcidn tanto en plantas silvestres como mutantes y en act-
5 promovid la formacion de “conglomerados” de actina a lo largo de las células (Figura 7).
Cabe mencionar que el marcador ABD:GFP solo puede unirse a la actina filamentosa y que
en este caso, detecta a todas las actinas que se encuentran en la raiz y no Gnicamente a la
ACTINA 2. Por lo tanto, se puede concluir que el mantenimiento de Tyr fosforiladas induce

la despolimerizacion de los microfilamentos.

Ante los resultados obtenidos con el PAO, se decidio analizar el efecto del VAN al doble de
la concentracién utilizada (100 uM) durante 24 horas, tal como se hizo con el PAO. Se
observo una desorganizacion parcial y una menor cantidad de microfilamentos en la mitad
de las plantas silvestres, pero no se identificaron cambios en los microfilamentos de act2-5
(Figura 8), lo que sugiere que el VAN y el PAO tienen efectos distintos en la configuracion

del citoesqueleto de actina.
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- PAO

+PAO

Figura 7. Proyeccion de los microfilamentos en ZD de raices expuestas a PAO. Ay B)
Controles silvestres y act2-5, respectivamente. C-F) La disrupcion de los microfilamentos en
presencia de PAO 4 uM es notoria en ambos genotipos. Se observan acumulaciones difusas
de microfilamentos (flechas blancas) y en act2-5 se aprecian conglomerados de actina-F a lo
largo de las células (flechas amarillas). Plantas de 5 dpg. Barra = 20 um (n= 11-14 plantas
de cada genotipo y tratamiento).
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Figura 8. Proyeccion de los microfilamentos en ZD de raices expuestas a VAN. Ay B)
Plantas control. C) Preliminarmente, la mitad de las plantas silvestres tratadas con VAN 100
KM muestran menos cables y una desorganizacion parcial (flechas blancas). D) En act2-5 no
se distinguen cambios. Plantas de 5 dpg. Barra = 20 um. (n= 8-9 plantas de cada genotipo y
tratamiento).
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8.3 Efecto de un inhibidor de Tyr-cinasas en el fenotipo ondulatorio y configuracion de

microfilamentos

Aunque no se haya visto una reversion del fenotipo de microfilamentos de act2-5 en
presencia de VAN, no se puede descartar que este inhibidor esté revirtiendo la ondulacién de
la raiz mediante la afectacion de la dindmica de unidon con proteinas asociadas al
citoesqueleto. De ser asi, se esperaria que al tratar plantas silvestres con un inhibidor de Tyr-
cinasas estas ondulen de forma similar al mutante. Para ello se analiz6 el efecto de la
genisteina (GEN), una isoflavona abundante en leguminosas que en otros estudios ha
demostrado alterar la dinamica del citoesqueleto de tubulina en Arabidopsis (Yemets et al.,

2008; Hu et al., 2014).

Contrario a lo esperado, la GEN tuvo un efecto semejante al VAN, reduciendo la compresién
de las ondas de act2-5 y sin ningn cambio significativo en la ondulacién de raices silvestres.
En el mutante se observé una disminucion considerable en la amplitud y el &ngulo tangencial,
una mayor frecuencia, que implica una mayor distancia entre ondas, y un menor nimero de
ondulaciones por centimetro, aunque este ultimo dato no resultd significativo (Figura 9).
Ademaés, se observo una reduccion en el crecimiento de las raices similar a la vista con el

VAN (Figura Al).

En cuanto al citoesqueleto, tras comparar visualmente las proyecciones de microfilamentos
se observé que 1/4 de las raices silvestres tratadas con GEN presentan filamentos méas cortos
y desorganizados, mientras que en casi 2/3 de las raices de act2-5 se detectaron cables de
actina mas largos (Figura 10). Ante ello, es factible que las Tyr-cinasas también participen

en la regulacién del citoesqueleto de actina.
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Figura 9. La genisteina (GEN) reduce la ondulacion de act2-5 de forma semejante al
VAN. A) Las raices de act2-5 tratadas con GEN 30 UM presentan ondas mas tenues que las
raices control a los 5 dpg. B) La GEN disminuye la amplitud y el angulo tangencial e
incrementa la frecuencia de las ondas en el mutante. Los datos se compararon mediante una
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y un test de comparaciones multiples de Dunn, con
una p<0.0001. (n= 25-29 plantas)
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Figura 10. Proyeccion de los microfilamentos en ZD de raices tratadas con GEN. Ay
B) Plantas control. C) ¥ parte de las raices silvestres expuestas a GEN presentan filamentos
mas cortos y aglomerados (flechas blancas). D) En 8 de 14 raices act2-5 tratadas con el
inhibidor se distingue la formacion de cables largos de actina (flechas amarillas). Plantas de
5 dpg. Barra = 20 um. (n=10-14 plantas de cada genotipo y tratamiento)
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8.4 La fosforilacion de Ser/Thr también participa en los fenotipos analizados.
8.4.1 La cantharidina y el &cido okadaico afectan diferencialmente el fenotipo de act2-5.

Con el fin de determinar si los efectos en el fenotipo ondulatorio y de microfilamentos de
act2-5 eran especificos de la fosforilacion de Tyr, se evaluaron dos inhibidores de Ser/Thr
fosfatasas (PP1/PP2/PP4/PP6): cantharidina (CAN) y acido okadaico (OKA) en plantas
crecidas en placas verticales. El primer compuesto sélo disminuyd la compresion de las
ondulaciones (Figura 11), mientras que las raices de act2-5 expuestas a OKA presentaron
menos ondas y un patron de ondulacion mas irregular (Figura 12). Asimismo, la CAN redujo
considerablemente el crecimiento de las raices de ambos genotipos, mientras que el OKA
solo afecto ligeramente la longitud de las raices del mutante (Figura Al). Por lo tanto, estos

inhibidores afectan de manera distinta el fenotipo de act2-5.

De manera interesante, la mitad de las raices silvestres expuestas a CAN presentaron
microfilamentos dispuestos en forma de espiral en lugar de una disposicion paralela al eje de
crecimiento de la raiz. En el mutante, fue posible distinguir cables més largos en 1/4 de las
plantas tratadas, lo que indica que la CAN revierte parcialmente el fenotipo de
microfilamentos de act2-5 (Figura 14). Estos resultados sugieren que al menos algunas PPP
participan en el arreglo del citoesqueleto de actina. Aln falta por ver el efecto del OKA en la

organizacion de los microfilamentos.
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Figura 11. La cantharidina (CAN) reduce la amplitud y el angulo de las ondas de act2-
5. A) Las raices del mutante expuestas a CAN 5 puM presentan ondas mas pequefias a los 5
dpg. B) La CAN disminuye la amplitud de las ondas en ambos genotipos y el angulo
tangencial en las ondulaciones de act2-5. Los datos se compararon mediante una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis y un test de comparaciones multiples de Dunn, con una
p<0.0001. (n= 24-25 plantas)
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Figura 12. El acido okadaico (OKA) genera ondulaciones irregulares en raices de act2-
5. A) Las raices mutantes tratadas con el inhibidor de Ser/Thr fosfatasas presentan un patrén
ondulatorio visiblemente més irregular que las raices en condiciones control. En raices
silvestres no se distinguen cambios. B) EI OKA reduce la densidad de ondas en el mutante e
incrementa la distancia entre crestas. Los datos se compararon mediante una ANOVA de
una via seguida de una prueba de Tukey (densidad) o mediante una prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis y un test de comparaciones multiples de Dunn (frecuencia), con una
p<0.0001. (n= 17-20 plantas)
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Figura 13. Proyeccion de los microfilamentos en ZD de raices tratadas con CAN. A 'y
B) Plantas control. C) La mitad de las plantas silvestres expuestas a CAN presentan cables
desordenados y dispuestos en espiral. D) En 4 de 11 raices act2-5 tratadas con el inhibidor
se observa la formacion de filamentos largos de actina (flechas blancas). Plantas de 4 dpg.
Barra = 20 um (n=11-14 plantas de cada genotipo y tratamiento).

45



8.4.2 La inhibicion de cinasas tipo GSK3 induce la sefializacion de BR y promueve la

ondulacidn de raices silvestres y act2-5.

La induccion de la via de sefializacion de BR, ya sea con el mutante bzrl-1D que
sobreexpresa el factor transcripcional BZR1, o por la adicion de epibrasindlido (eBL) a
plantas silvestres, promueve la ondulacién de las raices y aumenta el dinamismo del
citoesqueleto de actina (Lanza et al., 2012). Otra forma de activar la via de BR es mediante
el bikinin (BIK), un inhibidor especifico de la familia de cinasas tipo GSK3 que inactiva al
regulador negativo BIN2 (De Rybel et al., 2009). En este estudio se decidio utilizar este
compuesto con el fin de determinar si al afectar la fosforilacion, especificamente de la
sefializacion de BR, es suficiente para inducir la ondulacién de las raices y si ello repercute
en la polimerizacion de los microfilamentos, como se habia observado anteriormente (Lanza

etal., 2012).

De acuerdo con lo esperado, el BIK promovio la ondulacién de raices silvestres, confirmando
que la activacion de la sefializacion de BR esta implicada en este comportamiento. Dado que
act2-5 ya cuenta con sefializacion constitutiva de BR, se esperaba que no hubiera cambios en
su fenotipo. Sin embargo, la ondulacion también se incremento en las raices act2-5 (Figura

14), donde se detectd una mayor compresion de las ondulaciones.

Respecto al fenotipo de microfilamentos, se encontré que 1/3 de las raices silvestres tratadas
con BIK 30 uM presentaron filamentos mas cortos y delgados. Esta configuracion se asemeja
a la observada en raices bzrl-1D (Lanza et al., 2012), aunque no es igual a la de act2-5. Por
su parte, el mutante no presenté cambios en su fenotipo de microfilamentos lo que era de

esperarse, puesto que estos ya estan fragmentados (Figura 15).
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Figura 14. El bikinin (BIK) incrementa la ondulacion de raices silvestres y acentua la
compresion de las ondas en el mutante. A) Las raices silvestres tratadas con BIK 20 uM
presentan mayor ondulacion que los controles a los 5 dpg. En el mutante, se observan ondas
mas comprimidas. B) El BIK incrementa la densidad de ondulaciones en raices silvestres e
incrementa el angulo tangencial de las ondas en ambos genotipos. Los grupos de datos se
compararon mediante una ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey (densidad) o
mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y un test de comparaciones multiples
de Dunn (frecuencia y angulo tangencial), con una p<0.0001. (n= 16-18 plantas).
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Figura 15. Proyeccion de los microfilamentos en ZD de raices tratadas con BIK. A y B)
Plantas control. C) Las raices silvestres expuestas a BIK 30 uM muestran cambios en la
orientacion de los cables de actina y de 12 plantas observadas, 4 presentan microfilamentos
mas cortos (flechas blancas). D) En raices act2-5 no se distinguen cambios. Plantas de 4 dpg.
Barra = 20um. (n= 8-12 plantas de cada genotipo y tratamiento).
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8.5 La ondulacion inducida tigmotropicamente no se ve inhibida por VAN o CAN, pero

el OKA induce giros de la raiz de 360°

Las raices de Arabidopsis crecidas en placas inclinadas presentan mayor ondulacién, lo que
se atribuye a su tigmotropismo negativo en conjunto con la respuesta gravitropica (Okada y
Shimura, 1990). Dado que la fosforilacion de Tyr en actina es capaz de alterar la respuesta
tigmotrépica en Mimosa pudica, se decidié evaluar si cambios en la fosforilacién podrian
inhibir esta respuesta en raices crecidas a 45° de inclinacion. Para estos experimentos

Unicamente se utilizaron los inhibidores de fosfatasas.

Con el VAN (50 uM) y la CAN (5 uM), las raices de ambos genotipos fueron capaces de
responder al cambio en la inclinacién y por lo tanto de ondular. No obstante, el patron
ondulatorio fue distinto entre controles y los tratamientos, particularmente en las raices de
act2-5. Estas Ultimas presentaron un mayor namero de ondas, con una amplitud y una
frecuencia mas bajas (Figuras 16 y 17). En consecuencia, las fosfatasas inhibidas por estos
compuestos no intervienen en la respuesta tigmotropica de las raices, aunque si afectan el

proceso ondulatorio.
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Figura 16. E1 VAN no inhibe la ondulacion inducida por tigmotropismo de plantas
silvestres y act2-5 crecidas a 45°. A) La ondulacidn de raices silvestres y act2-5 incrementa
al inclinar las placas de agar, aun en los tratamientos con VAN 50 puM. Las lineas negras
sefialan el tamarfio de las raices al momento en que se inclinaron las cajas Petri. B) Las raices
de act2-5 tratadas con VAN presentan ondas mas pequefias y comprimidas con respecto a
los controles. Los datos se compararon con una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
seguida de una prueba de comparaciones multiples de Dunn (p<0.0001). (n= 21-28 plantas).
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Figura 17. La CAN no inhibe la ondulacion inducida por tigmotropismo de plantas
silvestres y act2-5 crecidas a 45°. A) La ondulacion de raices silvestres y act2-5 aumenta
al inclinar las placas, tanto en los controles como en los tratamientos. Sin embargo, las raices
tratadas con CAN 5uM muestran ondas mas comprimidas. B) La CAN incrementa la
densidad de ondas en act2-5 y reduce la amplitud y frecuencia en ambos genotipos con
respecto a los controles. Los datos se compararon con una prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis seguida de una prueba de comparaciones multiples de Dunn (p<0.0001) (n= 18-20
plantas).
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Por su parte, las plantas con OKA sufrieron alteraciones en la coloracion de la parte aérea y
en el patron de crecimiento de las raices. Tras inclinar las placas se observo un incremento
en la ondulacion, lo que indica que sigue habiendo una respuesta tigmotropica, pero a
diferencia de los controles, las raices tratadas presentaron ondas mucho mas irregulares y en
algunas secciones la direccion de su crecimiento se desvia parcialmente del eje gravitatorio,
incluso girando sobre si mismas. En act2-5, la ondulacion se acentu6 considerablemente y se

promovio la formacion de bucles (Figura 18).
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Figura 18. El OKA altera el patron de crecimiento y ondulacion de raices silvestres y
act2-5 crecidas en inclinacion. Las raices de ambos genotipos se desvian parcialmente del
eje gravitatorio, formando ondas irregulares y bucles en el mutante. Dato preliminar (n= 3-4
plantas).

Los efectos anteriores resultan bastante interesantes, pues fueron exclusivos del tratamiento
a 45°. Sin embargo, Unicamente se cuenta con datos preliminares, por lo que este resultado

deberé corroborarse con més réplicas bioldgicas.
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IX. Discusion

Los resultados obtenidos muestran que tanto las Tyr-fosfatasas y cinasas, como las Ser/Thr
fosfatasas y las GSK3-like cinasas estan implicadas en el movimiento ondulatorio de la raiz
de Arabidopsis. Asimismo, todos los inhibidores probados generaron cambios en la
orientacion y/o tamafio de los cables de actina en raices silvestres, lo que indica que la
sefializacion de estas cinasas y fosfatasas interviene en la organizacion del citoesqueleto de

actina.

Notablemente, el VAN redujo la ondulacion del mutante act2-5 sin revertir su fenotipo de
microfilamentos fragmentados, lo que sugiere que existen vias alternas al rearreglo del
citoesqueleto que pueden revertir la ondulacion del mutante. Algunas de estas vias y su

posible intervencion en el patrén ondulatorio de act2-5 son discutidas a continuacion.

9.1 Posible origen multifactorial de la ondulacién en act2-5

Dado que el mutante act2-5 presenta una respuesta constitutiva a BR y una despolarizacion
parcial del transportador de auxinas PIN2 (Lanza et al., 2012), ademas de alteraciones en la
dinamica de los microfilamentos, es posible que su fenotipo ondulatorio no se deba
Unicamente a la organizacion de la actina, sino que tenga un origen multifactorial en el que
también esté implicada la sefializacion de auxinas y BR. Ambas hormonas son importantes
reguladoras del crecimiento y en el caso de las auxinas, estas forman gradientes que inducen
la elongacion diferencial de las células (Vanneste y Friml, 2009). Por lo tanto, es factible que

la afectacion de estas vias por cambios en la fosforilacion altere la ondulacion de las raices.

El citoesqueleto de tubulina también podria estar interviniendo en la ondulacién de act2-5,

pues se sabe que su dindmica puede ser modulada por las auxinas y BR, asi como por la
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intercomunicacion entre microtbulos y microfilamentos (Wang et al., 2012; Chen et al.,
2014; Takeuchi, 2017). Ante ello, seria interesante cruzar el mutante con un marcador de

microtUbulos y comparar la configuracion de la tubulina con respecto a la de raices silvestres.

9.2 El1 PAO y el VAN afectan diferencialmente el citoesqueleto de actina

De los dos inhibidores de Tyr-fosfatasas utilizados, unicamente el PAO alterd drasticamente
el citoesqueleto de actina en raices silvestres y mutantes. Dicho resultado, ademés de
confirmar que la fosforilacion de Tyr participa en la regulacion del citoesqueleto de actina
en plantas, demuestra in vivo que la inhibicion de las Tyr-fosfatasas afecta la polimerizacion
de la actina al punto en que esta ya no es capaz de conformar filamentos largos y definidos.
Este efecto tan dramatico explicaria la interrupcion casi total del crecimiento de las plantas
de Arabidopsis expuestas a PAO y podria deberse tanto a cambios en la fosforilacion de la
actina misma, como se ha observado en células de Mimosa pudica (Kameyama et al., 2000),
como a modificaciones en la fosforilacion en Tyr de ABPs, lo que se ha reportado en
profilinas de Phaseolus vulgaris y en vilinas y proteinas RHO de células animales (Guillén

et al., 1999; Arthur et al., 2000; Zhai et al., 2002).

Otro efecto notable del PAO fue la generacion de conglomerados o anillos de actina a lo
largo de las células, lo que se detectdé con mayor frecuencia en act2-5. Se han encontrado
formaciones similares en protoplastos de polen tratados con este inhibidor y se ha propuesto
que podria tratarse de interacciones anormales entre microfilamentos generadas por los
residuos de tirosina fosforilados (Zi et al., 2007). Asimismo, es posible que la sustitucion
Arg-Cys y la dinamica alterada del citoesqueleto en act2-5 contribuya a que estos

conglomerados se formen con mayor frecuencia en el mutante.
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Una estrategia para evaluar qué tan directo es el efecto del PAO en la organizacion de la
actina seria la realizacion de cinéticas en el microscopio confocal, en las que se visualicen
microfilamentos en plantas recién expuestas al inhibidor y se analice qué tan pronto se
alcanza el fenotipo observado en los tratamientos de 24 h. Un efecto rapido indicaria una

regulacion directa sobre los microfilamentos.

A diferencia del PAO, el VAN no causé cambios en el fenotipo de microfilamentos de act2-
5 y solo alterd parcialmente la orientacion de los cables de actina en raices silvestres. El
efecto dispar de estos inhibidores ya se ha reportado anteriormente, aunque se desconoce si
ello se debe a diferencias en su especificidad o a que la capacidad del VAN de entrar a las
celulas e inhibir la actividad de las Tyr-fosfatasas es menor que la del PAO (Li et al., 1996).
Es factible que estos compuestos estén actuando sobre Tyr-fosfatasas distintas y aquellas
inhibidas por el PAO parecen tener un efecto mucho més directo sobre la actina. Estos
resultados implicarian que todavia se desconoce mucho sobre las Tyr-fosfatasas y que seria
interesante averiguar si las enzimas con especificidad dual (dsPTP), y aquellas que
desfosforilan exclusivamente residuos de Tyr (PTP; Kerk et al., 2008), responden

diferencialmente a estos inhibidores.

Aunque el VAN no afectd la configuracion de la actina en el mutante, si disminuyé la
ondulacién de las raices. Esta recuperacién parcial del fenotipo puede atribuirse a
modificaciones en la organizacion de los microtubulos en células de la ZE y la ZD, pues se
sabe que el VAN cambia su orientacion de transversal a longitudinal (Yemets et al., 2008),
lo que tiene consecuencias en la elongacion celular y posiblemente en la ondulacién. Dichos

cambios podrian ser resultado directo de la fosforilacion de la tubulina o podrian derivar de
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alteraciones en la sefalizacién de auxinas, brasinoesteroides o MAPK, donde también se ha

demostrado la participacion de las Tyr-fosfatasas (Shankar et al., 2015).

9.3 La genisteina revierte parcialmente la ondulacion y el fenotipo de microfilamentos

de act2-5

La GEN redujo la ondulacion de act2-5 y afecto la configuracion de los microfilamentos
tanto en raices silvestres como en el mutante. Notablemente, mientras que en plantas
silvestres generd la disrupcion de los microfilamentos, en act2-5 promovio la formacion de
cables mas largos, lo que sugiere que la fosforilacion de Tyr juega un papel complejo en la
dindmica del citoesqueleto de actina. Asimismo, los efectos de la GEN no fueron opuestos a
los del PAQ, indicando que las enzimas inhibidas por la GEN podrian no estar actuando sobre
los mismos sitios que las Tyr-fosfatasas afectadas por el PAO, lo que debera evaluarse

mediante el uso simultdneo de ambos inhibidores.

Dado que no se han encontrado Tyr-cinasas canénicas en plantas (Van Bentem y Hirt, 2009),
surge la pregunta de como esta actuando la GEN. Es posible que este compuesto interfiera
con la actividad de las MAP2K, que fosforilan residuos de treonina y tirosina (Doczi et al.,
2012), lo que concuerda con que inhibidores de MAP2K y MAPK tienen un efecto similar al
de la GEN en el fenotipo ondulatorio de act2-5 (datos preliminares no mostrados). Ademas,
se tiene evidencia de la interaccion entre la sefializacion de MAPK vy el citoesqueleto de
actina en plantas, pues se ha demostrado que una MAPK de respuesta a estrés (SIMK)
colocaliza con la actina filamentosa y regula su polimerizacion en células de la raiz (Samaj

et al., 2002).
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9.4 La Ser/Thr fosfatasas participan en la ondulacion y en la regulacion del

citoesqueleto

Los resultados con CAN y OKA mostraron que la inhibicion de Ser/Thr-fosfatasas de las
familias PP1, PP2A, PP4 y PP6 altera la ondulacion de las raices y ademas revierte
parcialmente el fenotipo de microfilamentos en act2-5. Se ha observado que las PP1/PP2A
fosfatasas activan a las ADFs mediante la desfosforilacion de la Ser6 (Chen et al., 2003). Por
lo tanto, la adicion de CAN podria estar causando que estas ABPs se mantengan inactivas,
lo que a su vez promueva la formacién de cables largos de actina y contribuya a la reversion

del fenotipo de act2-5.

En adicién a la regulacién de ABPs, estas familias de fosfatasas participan en numerosos
procesos, como la fotosintesis, la regulacion del ciclo celular, la respuesta a estrés y la
sefializacion de auxinas, ABA vy brasinoesteroides (Bajsa et al., 2011; Uhrig et al., 2013;
Schweighofer y Meskiene, 2015). Si bien la CAN y el OKA podrian estar afectando todos
estos procesos, uno de los que mas impacto tendria en el crecimiento y ondulacién de las
raices seria el transporte de auxinas. En estudios previos, se ha visto que el tratamiento de
plantas con CAN aumenta el transporte basipétalo de auxinas y disminuye la respuesta
gravitropica de manera dosis-dependiente, generando un fenotipo de raiz parecido al del
mutante rcnl-1. Este gen codifica para una subunidad del complejo heterotrimérico PP2A 'y
la ausencia de esta proteina altera la ondulacion y el desplazamiento de raices WSs crecidas
en inclinacion (Deruere et al., 1999; Shin et al., 2005). EI OKA también altera la respuesta
gravitropica de las plantas (Chang et al., 2001; Sheremet et al., 2009), lo que sugiere una

tendencia de ambos inhibidores a afectar procesos similares, aunque cabe sefialar que la
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concentracion de CAN utilizada en este trabajo no afectd la respuesta gravitropica de las

plantas Columbia.

En vista de lo anterior, otro mecanismo por el que la CAN podria estar revirtiendo la
ondulacién de act2-5 seria la inactivacion de PP2A y el consecuente incremento en el
transporte basipétalo de auxinas, lo que quizads esté restringiendo la acumulacién de
gradientes de esta hormona y la elongacion diferencial de las células (Muday y Delong,

2001).

Sin embargo los efectos del OKA y de la CAN observados en este trabajo no muestran ser
similares, lo que sugiere que al menos a las concentraciones utilizadas, el OKA y la CAN
estan actuando sobre fosfatasas distintas. EI mayor efecto del OKA sobre el gravitropismo
podria atribuirse a que este inhibidor afecta fosfatasas asociadas a la sintesis y transporte de
azlcares, lo que en consecuencia reduce la cantidad de amiloplastos y la deteccion de la
gravedad. Esto se ha observado en pulvinos de Avena sativa y también podria estar
ocurriendo en la columela de la raiz (Chang et al., 2001; Polit y Nazarski, 2013). Aun falta
ver el efecto del OKA en la configuracion de los microfilamentos para corroborar si los altera

de forma similar a la CAN.

9.5 El bikinin promueve la ondulacion en raices WT y act2-5

El uso de BIK para inhibir a BIN2 y a otras cinasas tipo GSK3 confirmé que la induccion de
la via de BR promueve la ondulacion de raices junto con cambios en la dinamica del

citoesqueleto, como ya se habia reportado en plantas tratadas con eBL (Lanza et al., 2012).

En cuanto al efecto del BIK en act2-5, la configuracion de los microfilamentos no se vio

afectada por el inhibidor, lo que indica que la respuesta del citoesqueleto de actina a la

58



sefializacion de BR se encuentra saturada en el mutante. Sorprendentemente, las raices de
act2-5 ondularon mas en presencia de BIK aun cuando no hubo cambios aparentes en el
fenotipo de microfilamentos. Es posible que el aumento en la ondulacién se deba a inhibicion
total de BIN2 y al consecuente incremento de la actividad de BZR1 y BES1, o bien, a la
afectacion de una via adicional a la sefializacion de BR vy al citoesqueleto de actina, donde
también participen las GSK3-like cinasas. Asi pues, se ha demostrado que BIN2 y BIN2-
LIKE 1 (BIL1) también fosforilan y regulan la actividad de factores de respuesta a auxinas
(ARFs), que también pueden estar implicadas en el incremento en la ondulacion de act2-5

(Vert et al., 2008; Cho et al., 2014).

9.6 Los inhibidores de Tyr y Ser/Thr-fosfatasas analizados no reprimen la ondulacion

en la respuesta tigmotropica

En los ensayos a 45° del presente estudio se encontré que aun con los inhibidores de Tyr y
Ser/Thr fosfatasas, la ondulacion de las raices silvestres y act2-5 aumento tras inclinar las
cajas, lo que indica que estas fosfatasas no intervienen en la respuesta tigmotropica. Cabe
mencionar que con el VAN y la CAN se observaron ondas mas pequefias y comprimidas
respecto a los controles a 45°, indicando que aunque estos inhibidores no inhiben la respuesta
tigmotropica, si afectan la capacidad de las raices de ondular por los mecanismos discutidos

en los apartados anteriores.

En cuanto al OKA, este tampoco alterd el tigmotropismo de las raices, pero si redujo
parcialmente su gravitropismo. Lo interesante es que mientras este efecto fue muy tenue en
los tratamientos a 90°, se hizo mucho mas drastico en las pruebas a 45°. En trabajos previos
se ha sugerido que ante un impedimento mecanico, disminuye la sensibilidad de la raiz al
gravitropismo. Ello se estudié en pgm1-1, un mutante deficiente en almidon que posee una

59



menor respuesta a la graviestimulacion. A 90°, las raices de pgm1-1 presentan un fenotipo
normal, pero ante el contacto con un obstaculo se desvian del eje gravitatorio de forma mucho
mas variable que raices silvestres, lo que sugiere que su capacidad para sensar el
gravitropismo se acenttia como consecuencia de la respuesta tigmotropica (Massa y Gilroy,

2003).

Dado que el OKA disminuye el gravitropismo mediante la reduccion de granulos de almidon
(Chang et al., 2001; Polit y Nazarski, 2013), es posible que el comportamiento observado en
las pruebas a 45° resulte de la combinacion de los efectos del OKA y del tigmotropismo

sobre la respuesta gravitropica.

9.7 Alcances del estudio

Como se observo a lo largo de este trabajo, el uso de inhibidores de familias especificas de
cinasas y fosfatasas fue una estrategia viable para detectar su participacién en la ondulacién
de las raices y en la regulacion post-traduccional del citoesqueleto de actina. Con las
observaciones realizadas en el microscopio, fue posible saber si los inhibidores tenian un
impacto en la configuracion del citoesqueleto, pero no permitieron determinar si la dindmica
de la actina o su interaccién con otras proteinas también estaban siendo afectadas, por lo que
hacen falta méas estudios. Asimismo, aln se desconoce qué tan directa es la regulacion de

estas enzimas sobre la actina.

Para indagar mas al respecto, convendria hacer peliculas en el microscopio de cinéticas de
plantas para observar la dinamica del citoesqueleto en presencia de los inhibidores, asi como
una fosfoprotedmica con plantas expuestas a estos, que permitiera detectar si hay cambios en

la fosforilacion de ABPs o de la actina misma. Los efectos drasticos del PAO sobre la
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polimerizacion de la actina lo hacen un buen candidato para este tipo de estudios. De igual
forma, una fosfoproteémica de plantas con GEN podria dar pistas sobre qué enzimas llevan

a cabo la fosforilacion de tirosinas.

Adicionalmente, el uso de inhibidores como el OKA y el BIK podrian ayudar a dilucidar
cdmo otros procesos, entre ellos el gravitropismo y la sefializacién de hormonas, intervienen

en la ondulacion de act2-5.
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X. Conclusiones

En este trabajo se encontrd que las Tyr fosfatasas, Tyr cinasas, Ser/Thr fosfatasas y GSK3-
like cinasas participan en la regulacién del citoesqueleto de actina, lo que se observo a través
de los cambios en la configuracion de los microfilamentos y en la ondulacion de las raices
de act2-5. Sin embargo, los resultados indicaron que no todos los cambios en la ondulacién

de la raiz estan asociados a la dinamica del citoesqueleto de actina.

Asi pues, a partir de los efectos obtenidos con los distintos inhibidores pueden proponerse

las siguientes conclusiones:

» La inhibicion de Tyr-fosfatasas con VAN complementa parcialmente la ondulacion del
mutante act2-5.

» Las Tyr-fosfatasas inhibidas por VAN y PAO participan en la regulacion del
citoesqueleto de actina en raices silvestres, pero exclusivamente el PAO tiene un efecto
drastico, al promover la disrupcion de los microfilamentos en plantas silvestres y act2-5.

» Lainhibicién de Tyr-cinasas con GEN revierte parcialmente el fenotipo ondulatorio y de
microfilamentos del mutante act2-5.

» Los inhibidores de Ser/Thr fosfatasas CAN y OKA también afectan el fenotipo
ondulatorio y de microfilamentos de act2-5, aunque de manera diferencial. La CAN
reduce la ondulacion de las raices y promueve la formacion de cables largos de actina,
mientras que el OKA afecta su gravitropismo.

» Las Tyr y Ser/Thr fosfatasas inhibidas por VAN, CAN y OKA no impiden la respuesta

tigmotropica de las raices silvestres y mutantes crecidas a 45°.
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XI. Perspectivas

Realizar un analisis cuantitativo de las proyecciones de microfilamentos en confocal y
comparar la fluorescencia y estructura de los cables de actina entre raices expuestas a
inhibidores y raices en condiciones control.

Evaluar el efecto de los inhibidores sobre la dindmica del citoesqueleto mediante la
realizacion de peliculas en el microscopio.

Hacer cinéticas en confocal con PAO, para detectar qué tan rapido genera cambios en el
citoesqueleto de actina.

Evaluar el efecto de inhibidores de MAPK y MAP2K en el fenotipo de act2-5 y
compararlo con el de inhibidores de Tyr-cinasas, con el fin de detectar si las MAPK
participan en la fosforilacion de Tyr en actina.

Realizar una fosfoprotedmica de plantas tratadas con inhibidores como PAO y evaluar si
la inhibicion de familias especificas de cinasas y fosfatasas genera cambios en la
fosforilacion de las actinas y ABPs.

Confirmar el efecto del OKA en la reduccion de amiloplastos y la respuesta gravitropica

de las raices, mediante tinciones con lugol y ensayos de gravitropismo.
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XIII. Anexo

Tabla Al. Componentes y preparacion de los stocks de vitaminas para medio MS.

Concentracion final [mg/L]

Compuesto Para 100ml (1000x) Ix

Myo-inositol 109 100

Acido nicotinico 50mg 0.5

Piridoxina 50mg 0.5

Tiamina 10mg 0.1
Glicina 0.29 2
H20 89.7 -

Tabla A2. Componentes y preparacion de los stocks de micronutrientes para medio MS.

Compuesto Stocks Para 50ml Concentracion final
(1000x) [mg/L] 1x

CaCl; - 6H20 50mg / 50mi 1.25 ml 25
CuS0Os4 -5H20 50mg / 50mi 1.25 ml 25

H3BO3 1g/50mi 15.5 ml 310

Kl 0.5g / 50ml 4.1 ml 82

NaMoO4 -2H,0 50mg / 50mi 12.5 ml 250

MnSO4 - H,0 5.16g / 50ml 5.0 ml 100
ZnS04 -7TH20 8g /50ml 4.3 ml 86
H.O - 6.1 ml -
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Figura Al. Diferencias en la longitud promedio de raices de 5 dpg en condiciones

control y en presencia de inhibidores. A las concentraciones establecidas, los farmacos

utilizados afectaron negativamente el crecimiento de las raices, aunque no tan drasticamente

como para impedir el estudio del fenotipo ondulatorio. El efecto de los inhibidores sobre el
tamafio de las raices sirvié como evidencia de que los inhibidores estaban penetrando en las
células y afectando los procesos de fosforilacion. Se compardé cada tratamiento con su

respectivo control mediante unat de Student. Los asteriscos indican diferencias significativas

(****, p<0.0001; **, p<0.01). n= 16-29 plantas.
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