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La actina es un componente mayoritario del citoesqueleto con funciones
fundamentales en senalizacion, transporte intracelular y organizacién
estructural. El nucleo de vertebrados contiene una forma de (B-actina implicada
en transcripciéon/procesamiento de RNA, remodelacion de cromatina, transporte
y organizacion nuclear, asi como varias ABPs y ARPs (1, 2). El citoesqueleto
de actina en plantas esta bien caracterizado, pero la existencia y funciones de
esta proteina en el nucleo vegetal estan por demostrar. Aunque existen
evidencias de la conservacion de ciertas ARPs nucleares como AtARP4 (un
ortdlogo de BAF53), las principales ABPs nucleares como la p 4.1, laminas y
emerina no estan conservadas en plantas.

Hemos analizado la presencia y distribucién subnuclear de 3-actina y su
proteina motor miosina 13 (MNI) en el nucleo de células meristematicas de
Allium cepa con anticuerpos especificos para distintas configuraciones de
actina y contra MN | y evaluado sus relaciones con los complejos de
transcripcion/ splicing, asi como su asociacion al nucleoesqueleto mediante
western blots, immunomarcado para microscopia confocal, experimentos de
run-on in situ, tratamiento con inhibidores especificos de las RNA polimerasas |
y Il y extracciones nucleares. Nuestros resultados revelan homologos nucleares
de B-actina con distintas configuraciones y solubilidad asociados a los dominios
de transcripcion de las RNA polimerasa | y Il y a una subclase de cuerpos de
Cajal. La distribucién nuclear de actina varia en diferentes tejidos de la raiz y
en las células del meristemo quiescente (Gp) se reubica en dominios
especificos junto con otras proteinas del complejo de splicing (3). MN |
presenta una distribucion similar a la de p-actina en los focos de transcripcion,
pero su cinética de asociacion es distinta mostrando una respuesta mas rapida
a la variacion en los niveles de transcripcion.

Para investigar la implicacion de la B-actina en la organizacion nuclear
de plantas, hemos analizado su distribucién en el nucleoesqueleto, constituido
por un entramado de filamentos ramificados con una lamina periférica, nucleolo
y cuerpos nucleares asociados (4), y sus relaciones topolégicas con las NIFs
que son componentes de los nucleofilamentos (5). Nuestros resultados revelan
la asociacion de B-actina y MNI al nucleoesqueleto, a pesar de no estar
conservadas las principales ABPs nucleares implicadas ni las proteinas largas
coiled-coil que organizan el nucleoesqueleto contractil que son fundamentales
para la organizacion estructural del nucleo de vertebrados (5). En plantas
existen varias proteinas estructurales de tipo coiled-coil especificas como
NMCP1, NuMA (4), NIFs (5) y los homdlogos funcionales de laminas (7) que
serian candidatas a estas funciones.
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1.- Western blots representativos que revelan la existencia de fracciones de 13-
actina en el nucleo (N) con diferente solubilidad, extraibles mediante detergente
(S1), DNasa y fuerza idnica moderada (S2), y alta fuerza ionica (S3), una de
ellas asociada al nucleoesqueleto (MN) (ver procedimientos de extraccion en
ref.4). Su proteina motor MN | también se encuentra en el nucleo (N) y
nucleoesqueleto (MN). 2.- Distribucidn nuclear de 3-actina mediante IF confocal
con los mismos anticuerpos. La proteina se acumula en los focos de
transcripcion de las RNApol | y Il. La fusion de las imagenes de [3-actina (verde)
y DAPI (2°) muestra los focos de la RNA pol | enclaustrados en el nucleolo y los
de la RNA pol Il dispersos en el nucleoplasma. Su distribucion es similar a la de
MN | (4) y a la de los sitios de transcripcion activa revelados mediante
experimentos de run-on in situ tras un pulso de Br-UTP (5), aunque estos
ultimos son mas escasos y de menor tamafio ya que detectan exclusivamente
la transcripcion durante un pulso con el nucledtido marcado, mientras que
actina forma parte del complejo de la polimerasa y también de los complejos de
splicing cotranscripcional. R-actina se asocia también a un subgrupo de
cuerpos de Cajal (CBs) (flecha) y produce un tenue marcado de los filamentos
de los dominios intercromatinicos del nucleo (2). 4.- La MN | se detecta en
focos de transcripcion pero no en los CBs. 5.- La 3-actina del nucleoesqueleto
se acumula en los nucleofilamentos y en los dominios correspondientes al
esqueleto nucleolar, como revela la superposicion de las imagenes de
marcado y contraste interdiferencial (CID) (5y 5°).
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