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RESUMEN / ABSTRACT

El estudio del fototropismo ha lleva-
do al aislamiento del gen que codifica
para la fototropina. También se ha
logrado el aislamiento de otros genes
relacionados, como nph4, nph3 y
rpt2. Es de esperarse que en los préxi-
mos afios se establezca la via de sefia-
lizacién en que participan las
fototropinas, vias poco dilucidadas
hasta ahora.

Studies on the molecular basis of
phototropism have led to the isolation
of the phototropin gene. Others
genes involved in the phototropic
response such as nph4, nph3 and
rpt2 have also been isolated. It is
expected that in the near future it
will be established what is the
participation of the phototropins,
unknown until know, by means of
signalling.
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INTRODUCCION

| fototropismo es el crecimiento diferencial que presentan

las pldntulas hacia una fuente luminosa lateral, especialmen-

te de luz azul. Este fenémeno ha llamado la atencién de los
cientificos desde hace mucho tiempo y el propio Darwin se intere-
s6 en su estudio.

El descubrimiento de una proteina de aproximadamente 120
kDa que se fosforilaba cuando se le iluminaba con luz azul y que
estaba presente en las pldntulas de muchas especies de
monocotiledéneas y dicotiledéneas como: trigo, chicharo, maiz,
girasol, cebada, sorgo, cdfiamo, frijol mungo, jitomate; llevé a
pensar que esta proteina podia ser la responsable de la respuesta
fototrépica (Crosson y Moffat, 2001). Se hicieron un gran nime-
ro de experimentos tratando de demostrar que, efectivamente, ésta
era la proteina que iniciaba el crecimiento que presentaban las
pldntulas a la iluminacién lateral. Aunque fue hasta la obtencién
del mutante de Arabidopsis thaliana nphl cuando se acepté que
este gen codificaba para la proteina que intervenia en el
fototropismo y luego, con la clonacién y la expresién heteréloga
del gen que codifica para una de las fototropinas en células de
insectos, se establecié fehacientemente que el receptor de luz azul
responsable de la respuesta fototrépica es la proteina codificada
por nphl (Christie ez al., 1999). Con la obtencién del gen que la
codifica y su expresién heteréloga se logré un avance muy impor-
tante en la investigacién del fototropismo, pero todavia quedan
muchos detalles por resolver, como los cambios que la fototropina
experimenta al recibir la luz. Ademds de continuar la busqueda de
otros participantes en la via de sefalizacién. De hecho, se han
encontrado dos clases de fototropinas, llamadas photl y phot2; la
primera participa en el movimiento de los cloroplastos bajo condi-
ciones de luz tenue, en la inhibicién rdpida del crecimiento del
hipocétilo y en la respuesta fototrépica de la planta a bajas tasas de
luz, también regula la entrada de calcio a través de membrana
plasmdtica desde el apoplasto. Asimismo, participa en la apertura
estomatal en respuesta a la luz azul, aunque el tratamiento prolon-
gado con esta clase de luz provoca una baja en la expresién del gen,
que se expresa ademds en el gancho apical en las células en alarga-
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miento y en divisién y en la zona de alarga-
miento de la raiz (Sakamoto y Briggs, 2002).
En arroz, photl se produce en coleoptilos y un
poco en hojas, mientras que phot2 se expresa
mucho en hojas y poco en coleoptilos (Kasahara
et al., 2002). La fototropina phot2, participa
en el fototropismo a tasas de luz medias y altas
y en el movimiento de los cloroplastos para
eludir altas intensidades luminosas, ademds de
regular la salida de calcio desde las endomem-
branas (Babourina ez a/., 2002). Las fototropinas
también estdn presentes en raiz, donde median
un fototropismo negativo y no deja de ser inte-
resante preguntarse a qué nivel de la via de
transduccién de senales se da el cambio de posi-
tivo a negativo, pues los receptores de luz son
fototropinas (Sakamoto y Briggs, 2002, Raya y
Gonzdlez de la Vara, 2001, Okada y Shimura,
1992, Sakai et al., 2000).

El movimiento de las hojas para seguir la luz
del sol también parece estar mediado por las
fototropinas, lo mismo que la expansién de la
hoja (Sakamoto y Briggs, 2002). En el
extendimiento que por la mafana presentan cier-
tas hojas, asi como su cierre al oscurecer, no es
descabellado pensar que también podrian estar
implicadas las fototropinas, quizd con algin otro
receptor de luz como algin fitocromo (Briggs y
Olney, 2001; Kasahara ez al., 2002).

Resolucién de los dominios LOV
(Light Oxygen Voltaje)

Con la resolucién de los dominios LOV del
fitocromo de Adiantum, que lleva asimismo a
la fototropina en una sola proteina, se le ha
dado mucha atencién a la estructura de estos
dominios y a la manera en que, posiblemente,

y

transmiten la sefial flujo abajo (Crosson
Moffat, 2001).

La fototropina tiene dos dominios LOV del
lado amino-terminal; estos estin relacionados
con los dominios PAS, que estdn muy conser-
vados en mamiferos, hongos, bacterias, plantas
y en general participan en la transduccién de
sefales, realizando funciones sensoras y/o inter-
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viniendo en interacciones proteina-proteina
(Gong et al., 1998). Esto indica que los domi-
nios LOV son ancestrales, aunque photl y
phot2 pertenecen a grupos filogenéticos distin-
tos (Crosson y Moffat, 2002; Kasahara ez al.,
2002). Los dominios LOV presentan tres alfa-
hélices que flanquean una hoja beta de cinco
tiras antiparalelas. El dominio de la proteina
FixL es comparado con la mano izquierda: los
dedos forman el barril beta, incluido el pulgar,
las alfa-hélices forman la palma, empufiando al
cofactor que estd inmerso en un bolsillo
hidrofébico (Gong et al., 1998). Puede decirse
que los mismos pliegues de la proteina unen
distintos cofactores en la misma regién; FixL
une un grupo hemo, el de AHR une dioxina y
otros hidrocarburos aromdticos, la proteina ama-
rilla de E. coli tiene 4cido 4-hidrocindmico, otras
unen protoporfirina IX, FAD o FMN, como
en el caso de la fototropina (Christie ez al.,
1999). El FMN estd fuertemente unido, entra
por una via hidrofilica (Crosson y Moffat,
2002) y se libera sélo al desnaturalizar la protei-
na (Salomon ez 2/, 2000). El dominio LOV2
de Adiantum capillus-veneris une una molécula
de FMN mediante una red de puentes de hi-
drégeno, interacciones electrostdticas y puentes
de van der Waals. La cadena ribitil termina en la
superficie de la proteina, mientras que el azufre
de la cistefna 966 estd a 4.2 A del carbono 4a
(C4a) (Gong er al., 1998). La absorcién de
fotones por el anillo de isoaloxasina causa una
redistribucién de las cargas electrénicas sobre el
mismo, lo que lleva a N5 a extraer el protdn,
promoviendo el ataque nucleofilico del anién
tiolato sobre el C4a para formar el aducto.
Estos aductos son intermediarios de vida corta
en la reaccién y la recuperacién de la actividad
de cinasa de la proteina en la oscuridad podria
requerir el rompimiento de este enlace entre el
tiol de la cisteina y el FMN, aunque la regene-
racién de LOVT1 en la oscuridad es dos veces
mayor que la de LOV2 y cuando se exponen a
alta intensidad luminosa LOV2 reacciona com-
pletamente, en tanto que de LOV1 permanece
un 40 % sin reaccionar (Salomon et al., 1997).
Reportes recientes indican que la eficiencia
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cudntica relativa es mucho mayor para LOV2
que para LOV1 (Salomon ez al., 1997, Kasahara
et al., 2002), de hecho basta con la reaccién de
uno solo de los dominios (LOV2) para la sefia-
lizacién en la via. Se sabia que la proteina man-
tenfa su capacidad de fosforilacién hasta por
una hora después de haber recibido el pulso de
luz, en presencia de compuestos reductores; esto
se podria explicar por la formacién del enlace
entre la flavina y el residuo de cisteina (Salomon
et al., 1997). Se postulé que la formacién del
aducto, al recibir la luz, provocaria cambios
conformacionales en la proteina que llevarian a la
activaciéon de su actividad de protein-cinasa y/o
provocarfan cambios conformacionales que le per-
mitirfan tener interacciones entre los dominios
LOV o con otras proteinas, llevando a la res-
puesta fototrépica (Salomon ez al., 2000). Sin
embargo, s6lo muy recientemente se observaron
cambios conformacionales pero sélo a nivel de
los dominios LOV (Crosson y Moffat, 2002).
El decaimiento del aducto en la oscuridad restau-
rarfa la sensibilidad de la membrana a la luz,
aunque 77 vivo es posible que los primeros even-
tos vayan mds alld de la formacién de éste y la
recuperacién de la sensibilidad de la membrana
implique, entre otras cosas, la defosforilacién de
la proteina (Kasahara ez al., 2002).

Las auxinas en el fototropismo

La necesidad de la presencia de auxinas en los
coleoptilos cortados a fin de observar la curva-
tura fototrépica llevé a postular que habia una
transferencia de electrones, empujada por la luz,
hacia la molécula de auxina para formar un
compuesto que bloquearia el transporte de ésta
en el lado iluminado, provocando un gradiente
de concentracién, con mayor cantidad en el
lado oscuro. La teoria de Cholodny-Went pro-
puso que la curvatura en el coleoptilo era inicia-
da por el transporte longitudinal y lateral que
llevaba finalmente a la distribucién asimétrica
de auxinas y provocaria el crecimiento diferen-
cial (Horwitz, 1994;Yi y Guilfoyle, 1991). Las
plantas puestas en posicién horizontal muestran
una distribucién asimétrica de SAUR’s, RNA"s

pequefios que responden a auxinas, entre la mi-
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tad inferior y la superior; esta posicién lleva a la
respuesta gravitropica, que se cree, también es
debida a las auxinas. Un promotor SAUR fu-
sionado al gen reportero GUS empuja la expre-
sién de este de modo asimétrico durante el
gravitropismo y el fototropismo y los inhi-
bidores del transporte de auxinas inhiben su
expresién asimétrica. Debido a que el gen res-
ponde a las auxinas activas en una manera dosis-
dependiente, se sugiere que éstas estdn asimé-
tricamente distribuidas durante las respuestas
fototrépica y gravitrépica (Horwitz, 1994). La
luz, aparentemente, no afecta la sensibilidad a
auxinas pues las plantas mantenidas en luz u
oscuridad responden de manera casi idéntica a la
induccién con auxinas del gen reportero GUS.
La exposicién a la luz de pldntulas etioladas
reduce la expresién del promotor SAUR, lo que
sugiere que hay una reduccién de los niveles de
auxinas, lo que podria deberse a bloqueo en el
transporte, secuestro de estas, su inactivacién o
su fotodestruccién (Yi y Guilfoyle, 1991). En
pldntulas de girasol también se reporté una dis-
minucién en la concentracién de auxinas cuan-
do éstas mostraban menor respuesta a la ilumi-
nacién con luz azul (Feyerabend y Weiler,
1999). El papel de las auxinas es ain mds evi-




dente ahora que sabemos que el locus NPH4
codifica para un activador transcripcional de res-
puesta a estas hormonas (Harper ez 4/., 2000).

Posibles complejos de proteinas
(Transdusomas)

La fototropina en condiciones no
desnaturalizantes migra con un peso molecular
aparente de 335 kDa (Short ez al., 1994), lo
que indica la formacién de un complejo
multiprotéico. En coleoptilos de avena de 5
dfas hay al menos tres bandas, de 116, 100 y 95
kDa que aparecen fosforiladas en respuesta a la
luz azul, con las dos dltimas pudiendo
fosforilarse independientemente de la de 116
kDa (Salomon ez al., 1997); en otro reporte se
sefiala la existencia de una proteina glicosilada,
lo que confirmaria su pertenencia a membrana
plasmdtica, de 120 kDa de peso molecular y
que se fosforila en respuesta a la luz azul, aun-
que la actividad de cinasa parece residir en una
proteina distinta pues ésta pierde actividad a
medida que se purifica (Raya y Gonzdlez de la
Vara, 2001). Recientemente también se aislé el
gen que codifica para una fototropina en
Chlamydomonas y se calcula un peso de 81.4
kDa para la proteina, similar a otros reportados
para plantas superiores, como girasol (Huang ez
al., 2002).

Phot 1 estd asociada al plasmalema en
pldntulas cultivadas en la oscuridad y su patrén
de expresién es muy similar a la de los transpor-
tadores de auxinas PIN1, PIN2 y PIN3, que
muestran una localizacién adyacente a los extre-
mos de la pared en células corticales de tejido
en alargamiento, como el hipocétilo, la raiz y
las células parenquimatosas del tallo de la
inflorescencia. Que el patrén de expresién entre
los transportadores y la fototropina 1 no sea
exactamente igual, podria explicarse por los mul-
tiples papeles que tienen las fototropinas
(Sakamoto y Briggs, 2002). Por otra parte,
NPH3 parece ser una proteina adaptadora, que
podria permitir la interaccién entre Photl y los
transportadores de auxinas, quizd fosforildndolos
e interviniendo asi en el intercambio que tienen
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éstos entre la membrana plasmdtica y algin
compartimiento intracelular; para este ir y venir
de los transportadores entre la membrana
plasmdtica y ese otro compartimiento celular se
requiere ademds de la participacién de la actina
(Crosson y Moffat, 2002; Estelle, 2001). Asi-
mismo, la proteina que une NPA (4cido N-
naftiltalamico, un inhibidor del transporte de
auxinas) parece ser una protefna periférica que
se asocia con la cara interna de la membrana y es
distinta al transportador que interviene en la
salida de auxinas desde la célula (PIN1,2,3).
Otra proteina que participa en el alargamiento
diferencial de la raiz, la protein-fosfatasa PP2A
podria participar también a nivel de las redes de
actina en el fototropismo. Los cables de actina
se requieren para llevar al transportador de
auxinas hasta algtin compartimiento intracelular
y traerlo de regreso a la membrana. Este ir y
venir de PIN de la membrana plasmdtica al
interior de la célula y del interior a la membrana
es también impedido por la brefeldina A
(Muday y Delong, 2001). La brefeldina A tiene
como blanco a una proteina que activa a una
proteina G pequefa, que interviene en la for-
macién de vesiculas de transporte (Nebenfiihr
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et al., 2002). Los microtibulos también pasan
de un estado desorganizado a uno organizado
durante la respuesta fototrépica y gravitrépica,
pero parecen tener un papel posterior, como
asegurando que el crecimiento se de en la direc-
cién correcta (Fischer y Schopfer, 1998). Es
hasta recientemente que se ha dado atencién a
otros posibles participantes de la via del foto-
tropismo, como los transportadores de auxinas,
la actina, NPH3, NPH4 , sin olvidar que se
reporté la existencia de otras proteinas, la de 95
y la de 100, ademds de la glicoproteina presente
en betabel (raices de almacenamiento), que pa-
rece servir como sustrato a la cinasa que se
activa con luz azul. De las revisiones recientes
sobre el tema sélo en una (Muday y Delong,
2001), se aborda con un poco de mayor ampli-
tud la posible existencia de complejos multi-
protéicos con la fototropina como el receptor
que prende la via de sefalizacién, aunque en
otros articulos se considera someramente esta
posibilidad. Cabe mencionar que en otros casos
ya reportados se ha encontrado a los receptores
formando complejos con varias proteinas mds,
como aquel de CLAVATAI1 con CLAVATA2,
que regula el desarrollo de los meristemos y los
6rganos en plantas (Jeong ez al., 1999) y el de
Cf-9, que forma parte de un complejo de 420
kDa, implicado en la resistencia a Cladosporium
Sfulvum (Rivas et al., 2002). Estos antecedentes
llevan a pensar que, seguramente, las fototro-
pinas estdn formando parte de un gran comple-
jo multiprotéico que serfa el responsable en
parte de transmitir la sefial, ademds de las molé-
culas de fototropina que son liberadas desde la
membrana al citosol luego de iluminar con luz
azul las pldntulas (Sakamoto y Briggs, 2002).
Hasta ahora la fototropina 1 podria interaccionar
con la fototropina 2, con nph3, nph4, rpt2 que
es una proteina de 65.8 kDa con probables
sitios de fosforilacién, posible sefial de localiza-
cién nuclear y dominio coiled-coil, una fosfatasa
(probablemente del tipo 2A), los transportado-
res de auxinas, la proteina que une NPA, el
citoesqueleto (actina), la glicoproteina de 120
kDa unida a membrana plasmdtica y, segura-
mente, algunos otros componentes cuando deja

la membrana y pasa a citosol. En este dltimo
compartimento podria interaccionar con RPT2,
y de alguna manera también con los canales de
calcio de las endomembranas. Dada su localiza-
cién en membrana plasmdtica, de la fototropina,
es en cierto modo mds fécil que interactiie con
los canales iénicos localizados en ésta. Las evi-
dencias apoyan la idea que en el caso de la via
del fototropismo participan una gran variedad
de proteinas con distintos mecanismos para
transducir la sefal, ademds de otros participan-
tes, como las auxinas.
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