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El movimiento de la naturaleza

Durante la Edad Media se elabor6 una peculiar concepcion general del mundo
en la que imperaba la idea de “inmutabilidad absoluta de la naturaleza”. Segln esta idea,
independientemente de la forma en que hubieran nacido, una vez presentes, las cosas no
cambiarian nunca. La Tierra siempre habia tenido los mismos montes, valles y rios, el
mismo clima, la misma flora y la misma fauna; la inica excepcion era aquello alterado
por el hombre. Las especies vegetales y animales habian sido establecidas de una vez
para siempre y cada individuo siempre producia otros iguales a ¢l. Linneo hizo en su
momento una gran concesion al admitir que en algunos lugares, debido a las cruzas,
podrian haber surgido nuevas especies. En oposicion a la historia de la humanidad, que
se desarrolla en el tiempo, a la historia natural se le atribuia exclusivamente un
desarrollo en el espacio. Se negaba todo cambio, toda evolucion en la naturaleza. En la
segunda mitad del siglo XIX, Engels (1875) describi6 la época antes de la transicion a
la ciencia moderna de la siguiente manera: “Las Ciencias Naturales de la primera mitad
del siglo XVIII se hallaban tan por encima de la antigliedad griega en cuanto al volumen
de sus conocimientos e incluso en cuanto a la sistematizacion de los datos, como por
debajo en cuanto a la interpretacion de los mismos y a la concepcion general de la
naturaleza. Para los filésofos griegos el mundo era, en esencia, algo surgido del caos,
algo que se habia desarrollado, que habia llegado a ser. Para todos los naturalistas del
siglo XVIII el mundo era algo osificado, inmutable, y para la mayoria de ellos algo
creado de golpe. La Ciencia estaba aun profundamente empantanada en la Teologia”
(tomado de las Obras escogidas de Marx y Engels, 1974).

Fue recién en el siglo XIX que la Historia de las Ciencias Naturales logr6é dar un
vuelco contundente sobre la interpretacion del origen de las especies, emancipandose de
la doctrina religiosa. Refiriéndose a este proceso de transformacion que delined los
caminos que recorrio la Ciencia hasta nuestros dias, Engels dijo en la introduccion de su
obra Dialéctica de la Naturaleza (1875): “Es notorio que casi al mismo tiempo que Kant
atacaba la doctrina de la eternidad del sistema solar (1755), Wolff desencadenaba en
1759 el primer ataque contra la teoria de la constancia de las especies y proclamaba la
teoria de la evolucion. Pero lo que en ¢l solo era una anticipacion brillante tomd una
forma concreta en manos de Oken, Lamarck y Baer, y fue victoriosamente implantado
en la ciencia por Darwin en 1859, exactamente cien afnos después. Casi al mismo tiempo
qued¢ establecido que el protoplasma y la célula, considerados hasta entonces como los
ultimos constituyentes morfologicos de todos los organismos, eran también formas
organicas inferiores con existencia independiente. La nueva concepcion de la naturaleza
halldbase ya trazada en sus rasgos fundamentales: toda rigidez se disolvid, todo lo inerte
cobré6 movimiento, toda particularidad considerada como eterna resultd pasajera, y
quedo6 demostrado que la naturaleza se mueve”.

Hoy sabemos que este concepto es no so6lo aplicable a la evolucion de las
especies, sino que el movimiento de la naturaleza también se ve plasmado en el
desarrollo de las plantas y en su dependencia del entorno. A esto lo llamamos
“plasticidad del desarrollo” e implica la capacidad de las plantas de dar lugar a fenotipos
diferentes aun contando con la misma carga hereditaria.
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La plasticidad del desarrollo en los vegetales

En términos generales, una vez finalizada la embriogénesis, los animales
cuentan con todos sus organos dispuestos espacialmente de manera predeterminada
(Figura I.1).
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Figura I.1. Dibujo del bidlogo aleman Ernest Haeckel (1868) comparando tres etapas
del desarrollo embrionario de diferentes especies, incluyendo al hombre.

Dada su naturaleza sésil, las plantas necesitan adaptar su desarrollo post-
embrionario a las caracteristicas del ambiente. En comparacion con los animales, las
plantas muestran una asombrosa flexibilidad en el patron de crecimiento y arquitectura
en respuesta a los estimulos externos, gracias a la continua actividad de las regiones
meristematicas. La plasticidad del desarrollo permite que las plantas de un mismo
genotipo den lugar a fenotipos diferentes dependiendo de las condiciones del ambiente.
Los factores externos son capaces de modular los niveles y la sefializacion de las
fitohormonas que controlan el proceso de adaptacion.

Las hormonas vegetales coordinan el desarrollo en respuesta a los factores
intrinsecos, tanto como a los ambientales. Los reguladores del desarrollo mas
destacados son las auxinas, los brasinoesteroides, las citoquininas y las giberelinas,
mientras que el acido abscisico, el acido salicilico, el etileno y el acido jasmoénico estan
ademds mas enfaticamente ligados a la respuesta al estrés (Wolters y Jiirgens, 2009).
Los estudios llevados a cabo durante las ultimas dos décadas sobre las hormonas
vegetales se basaron principalmente en el andlisis de plantas mutantes. Estos trabajos
permitieron identificar una gran lista de genes involucrados en la sintesis, catabolismo y
sefalizacion de las fitohormonas (Bishopp y col., 2006; Benkova y col., 2009;
Dugardeyn y col., 2008; Hirose y col., 2008). La identificacion independiente de los
mismos genes en respuesta a diferentes hormonas ha estimulado el avance de los
estudios acerca del cruce entre sus vias de sefializacion (Schwechheimer y col., 2002;
Benkova y col., 2009). El desarrollo de la tecnologia relacionada a los andlisis
transcripcionales y post-transcripcionales, en combinacion con técnicas clasicas de
bioquimica y biologia molecular, ha permitido identificar componentes claves en el
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metabolismo, la percepcion y la sefalizacion cruzada de las diferentes hormonas
vegetales (Wolters y Jiirgens, 2009).

El sistema radicular como modelo de estudio de la plasticidad del desarrollo
vegetal

En la segunda mitad de su vida, Charles Darwin focalizd sus estudios en la
biologia de las plantas. De hecho, publicd varios libros, algunos de los cuales en
colaboracion con su hijo Francis, un eximio fisidlogo vegetal. En una de sus tltimas
publicaciones, The power of movement of plants (1880), Charles y Francis inauguraron
una nueva etapa en la biologia de las plantas, proponiendo que el apice de las raices
pareceria comportarse como el cerebro de los animales: “Consideramos que no existe
estructura mas maravillosa en la planta que el dpice de la raiz.” “No seria exagerado
decir que el apice, que tiene sensibilidad, cuenta con el poder de dirigir los movimientos
de sus partes adjuntas, actuando como el cerebro de los animales inferiores” (citado por
Kutschera y Niklas, 2009). La observacion hace referencia al tropismo que dirige el
crecimiento de las raices. Hoy sabemos que el sistema radicular es verdaderamente una
maravilla, y de vital importancia para el crecimiento y supervivencia de la planta.

La funcion principal de las raices es absorber los macro y micro nutrientes, asi
como proveer el anclaje de las plantas al suelo. Sin embargo, también tienen funciones
secundarias, tales como acumular fotosintatos, sintetizar fitohormonas y posibilitar la
propagacion clonal. Evolutivamente, la organizacion radicular ha progresado desde
formas muy simples como los rizomas, hasta las mas complejas, incluyendo la
especializacion de tejidos (Brundrett, 2004). Este proceso evolutivo fue seguramente
guiado por la presion que ejerce el medio sobre la raiz como instrumento para enfrentar
las condiciones desfavorables que amenazan el crecimiento y la reproduccion de las
plantas: la presencia de compuestos peligrosos en el suelo, la limitacion del agua y los
nutrientes, y la competencia subterranea con las otras especies por los recursos
disponibles (Osmont y col., 2007). Entonces, la competitividad de un sistema radicular,
dada la composicion del suelo, depende de su morfologia y arquitectura (Fitter, 1986).
Esta presion evolutiva logrd no solo que las plantas alcancen un sistema radicular mas
complejo, sino que ademas desarrollen la capacidad de adaptar su sistema radicular para
responder a las condiciones cambiantes del entorno. La arquitectura y el crecimiento de
las raices muestran una plasticidad extraordinaria que varia entre especies por estar
conjugada con el control inherente de los factores genéticos. Dichas senales internas
estan moduladas por los factores bioticos y abiodticos del ambiente y regulan el perfil de
la expresion génica. El resultado se plasma en la modificacion del sistema radicular,
especialmente en el numero y disposicion de las ramificaciones (Osmont y col., 2007;
Wolters y Jiirgens, 2009).

Las caracteristicas del sistema radicular

Las raices se encuentran adaptadas para el anclaje y el crecimiento a través del
suelo, y para la absorcidon de agua y minerales. Estas funciones han ejercido una presion
en la evolucion de la estructura radicular. Por ejemplo, los apéndices laterales
interferirian en la penetracion a la tierra, por lo que, a diferencia de lo que ocurre en el
tallo, estos organos no nacen del meristema apical. Las ramificaciones radiculares se
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generan internamente, y se forman sélo en regiones maduras de la raiz a partir de un
mersitema creado de novo (Taiz y Zeiger, 2006).

El sistema radicular de una planta dicotiledonea tipica se encuentra dominado
por una raiz primaria, formada durante la embriogénesis. Los tejidos primarios son
generados por el meristema apical de la raiz. Un examen minucioso de una raiz joven en
desarrollo muestra, frecuentemente, 4 regiones o zonas (Figura 1.2): 1) la caliptra, que
protege del dafio mecanico al meristema apical y segrega un lubricante
(mucopolisacaridos) que facilita el movimiento a través del suelo; 2) la regién de
division celular, que estd compuesta por un meristema apical en el centro de la punta de
la raiz; 3) la region de elongacion, en la que las células aumentan varias veces su
tamafo y, aunque la division celular continte, el indice decrece progresivamente a cero
a medida que se incrementa la distancia al meristema; y 4) la region de maduracion, en
la que las células adquieren sus caracteristicas diferenciales (Taiz y Zeiger, 2006). De
estas regiones, las tres ultimas presentan limites no bien definidos. Cabe destacar que
las células de cada region muestran gradualmente las caracteristicas de aquellas de la
zona siguiente. Por otro lado, una de las caracteristicas basicas de la raiz es su patrén
radial, el cual esta constituido por anillos o capas concéntricas de células de epidermis,
cortex, endodermis y periciclo que rodea al tejido vascular (Hardtke, 2006; Figura 1.2).
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Figura 1.2. La conformacion de una raiz principal tipica. A) Diagrama simplificado de
una raiz primaria en el que se muestran las distintas zonas de la misma. B) Patrdon radial
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de los tejidos encontrados en el corte transversal de una raiz. Adaptado de Taiz y
Zeiger, 2006.

En el 4pice se encuentra localizado el centro quiescente, que mantiene dos
tercios de las células meristematicas que se dividen de manera asimétrica (Figura 1.3;
Hardtke, 2006). Las células meristematicas del tercio inferior producen células hijas que
se diferencian inmediatamente para reemplazar las células centrales de la caliptra que se
dafia por el crecimiento en el suelo. El tercio superior produce células hijas que
eventualmente seran diferenciadas en tejidos especificos. Inicialmente, las células hijas
del tercio superior que dejan el nicho meristematico central se dividen varias veces en la
zona del meristema antes de comenzar a diferenciarse en las zonas de elongacion y
diferenciacion propiamente dichas. La raiz, pues, muestra una zonacién a través de la
cual pasan las nuevas células al proliferar, elongarse y diferenciarse. Esta progresion del
desarrollo celular se refleja en un patrén de expresion génica espacialmente distintivo
(Brady y col., 2007; Dello Ioio y col., 2007 y 2008; Galinha y col., 2007; Ubeda-Tomas
y col., 2008).
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Figura 1.3. Organizacion del meristema apical de la raiz. Los diferentes tipos de células
estan indicados en colores, referidos adecuadamente a ambos lados. Adaptado de
Wolters y Jiirgens, 2009.

La diversidad morfologica de los sistemas radiculares

El sistema radicular refleja la configuracion espacial de las raices de diferentes
edades y ordenes e implica que la estructura global es funcionalmente importante
(Lynch, 1995). El sistema radicular puede ser modificado mediante la induccidon o
inhibicion del crecimiento de la raiz principal, la formacion de raices laterales o
adventicias, o el crecimiento de los pelos radiculares. Estd determinado por factores
inherentes a cada especie vegetal y a su vez estda modulado por el ambiente. Es decir,
que la flexibilidad del desarrollo vegetal permite que un mismo individuo desarrolle un
sistema radicular adaptado al medio circundante. El ambiente es capaz de regular los
niveles y la sefializacion de las hormonas de la raiz, que a su vez determinan el patron
de expresion génica.

Aunque no existe una clasificacion simple de los diferentes sistemas radiculares,

es evidente que predominan dos tipos de arquitectura en las angiospermas (Figura 1.4).
La primera es tipica de las plantas dicotiledoneas (Figura 1.4A), incluyendo muchas
especies modelo (Arabidopsis, tomate, arveja y Medicago truncatula, entre otras). Esta
compuesta de una raiz principal dominante y de raices laterales de diferentes o6rdenes
6
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(Osmont y col., 2007). El eje de crecimiento es paralelo a la raiz principal. La aparicion
de raices adventicias es muy poco frecuente, pero éstas emergen ocasionalmente del
hipocotilo si la raiz principal sufre dafio mecanico.
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Figura I.4. Representacion esquematica del sistema radicular de una plantula (derecha
y arriba) y una planta tipica (abajo e inzquierda) de A) dicotiledoneas y B)
monocotiledéneas. Adaptado de Osmont y col., 2007.

El sistema radicular que caracteriza a las monocotiledoneas cuenta con muchas
raices adventicias que rodean a la raiz principal (Figura 1.4B). De hecho, la mayor parte
del sistema radicular del maiz (Zea mays) y del arroz (Oryza sativa) esta formado por
raices post-embrionarias que nacen de la base del tallo (Osmont y col., 2007). La
formacion adicional de raices laterales da un aspecto tupido, caracteristico de las
monocotiledoneas (Figura 1.4B).

La formacion de las raices laterales

Las raices laterales se definen como aquellas que se originan a partir de otra raiz
preexistente. Esto significa que puede derivar tanto de la raiz principal como de las
adventicias o incluso de otra raiz lateral. Por lo tanto, constituyen casi todo el sistema
radicular (Lloret y col., 1985). La raiz principal nace durante la embriogénesis, mientras
que las raices laterales se forman durante toda la vida de la planta. Las raices laterales se
originan a partir de las células del periciclo y a veces también a partir de la endodermis,
en forma adyacente al xilema (en las dicotiledoneas) o del floema (en las
monocotiledoneas; Casimiro y col., 2003). Arabidopsis thaliana es el modelo de estudio
en el que se ha logrado describir mas minuciosamente como tiene lugar la formacion de
las raices laterales (Dolan y col., 1996; Malamy y Benfey, 1997; Casimiro y col., 2001;
Péret y col., 2009). En Arabidopsis, las raices laterales se forman exclusivamente a
partir de las células fundadoras del periciclo, adyacentes al xilema (Dolan y col., 1993).
Una tnica célula, o un par de ellas, pasa por varias rondas de divisiones anticlinales
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(ortogonal al eje de crecimiento; Malamy y Benfey, 1997; Casimiro y col., 2001;
Dubrovsky y col., 2001) hasta crear un primordio de una sola capa compuesta por diez
pequefias células de igual largo (Figura 1.5 etapa I). Luego, las células se dividen de
forma periclinal (paralela al eje de crecimiento), formando un primordio con una capa
interna y otra externa (etapa II). Continuas divisiones peri y anticlinales dan lugar a un
primordio con forma de domo (etapas IIl a VII) que eventualmente emergera (etapa
VIII) de la raiz parental (Casimiro y col., 2001; Dubrovsky y col., 2001; De Smet y col.,
2006). La nueva raiz sufre entonces la activacion de su propio meristema que guiara su
elongacion.

Epidermis
Cortex
Endodermis
Periciclo

Sistema Vascular

Figura L.5. Cambios morfologicos durante la formacion de la raiz lateral. A) Esquema
de las diferentes capas celulares presentes en la raiz, también indicados en (C). B) Las 8
etapas de la formacion de la raiz lateral. Las fotos estdn tomadas luego de una tincién
con azul de anilina. Las barras de la escala representan 20 um. C) Representacion
esquematica de las ocho etapas. Adaptado de Péret y col., 2009b.

Los factores exogenos que influyen en la arquitectura radicular

El sistema radicular depende de numerosos factores bidticos y abiodticos que
determinan la composicion heterogénea de los suelos. Aunque la plasticidad del
desarrollo radicular estd bien documentada, aun se desconoce la mayoria de los
mecanismos moleculares que regulan tal flexibilidad. Sin embargo, un numero creciente
de analisis de mutantes (principalmente de Arabidopsis) ha contribuido al
entendimiento de estas redes regulatorias. Entre los factores abidticos mas importantes
que determinan el crecimiento y arquitectura de las raices podemos mencionar la falta
de agua, el estrés salino y la disponibilidad de nutrientes, especialmente de nitrogeno y
fosforo (Osmont y col., 2007). Otros nutrientes también influyen en el desarrollo de las
raices. Por ejemplo, en Arabidopsis la limitacion del hierro reprime la elongacion de las
raices laterales pero promueve su formacion (Moog y col., 1995). Ademas, la carencia
de sulfato incrementa fuertemente la ramificacion de las raices (Lopez-Bucio y col.,
2003).

El efecto del nitrogeno en el desarrollo de las raices

Las fuentes principales de nitrogeno (N) en el suelo son el amonio, el nitrito y el
nitrato. Existen dos mecanismos diferentes de absorcion del N (Glass y col., 2002): uno
de baja afinidad, que funciona cuando hay abundancia de N; y un sistema de transporte
de alta afinidad que se activa cuando su concentracion es limitada. En Arabidopsis se ha
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observado que las altas concentraciones de N reducen la elongacion de la raiz principal
y de las laterales. La limitacion en la disponibilidad de N, por el contrario, induce la
elongacion de las raices (Linkohr y col., 2002). Sin embargo, cuando la distribucion del
N en el suelo no es uniforme, las regiones de alta concentracion promueven el
crecimiento de la zona radicular afectada (Drew y Saker, 1975). En conclusion, el
crecimiento de las raices laterales se inhibe sistematicamente en respuesta a altos
niveles globales de N, pero se induce localmente en respuesta a regiones de alta
concentracion. En este Gltimo tipo de respuesta juega un rol fundamental el factor de
transcripcion (FT) de Arabidopsis NITRATE-REGULATED1 (ANRI1) de la familia
MADS (Zhang y Forde, 1998), ya que un detrimento de su actividad se refleja en una
respuesta anormal al N. También el transporte del N influye en la sensibilidad de la
planta a su concentracion y por ende en la ramificacion de la raiz. Particularmente, los
transportadores de la familia NRT2 de Arabidopsis son necesarios para la absorcion del
N cuando éste estd en concentraciones limitantes (Glass y col., 2002). Ademas, se ha
identificado una proteina de la familia NRT2 con funciones en la iniciacion de las raices
laterales (Little y col., 2005). Cuando la relacion de concentracion de carbono respecto
de la de N es muy alta, las plantas de Arabidopsis sufren una fuerte inhibicion de la
iniciacion de las raices laterales. Esta respuesta no se manifiesta en las lineas mutantes
linl, defectuosas en el transportador NRT2.1 (Malamy y Ryan, 2001; Glass y col.,
2002). Otras fuentes de N que afectan el sistema radicular son el glutamato (Walch-Liu
y col., 2006) y el 6xido nitrico (Correa-Aragunde y col., 2004).

El efecto del fosforo en el desarrollo de las raices

Después del N, el fosforo es el segundo macronutriente limitante mas importante
para el crecimiento de las plantas. En Arabidopsis, los niveles crecientes de fosfato
inorganico (Pi) estimulan la elongacion de la raiz principal, pero hacen disminuir la
densidad de las raices laterales e inhiben su elongacion (Linkohr y col., 2002). Por el
contrario, los niveles bajos a moderados de Pi favorecen el desarrollo de las raices
laterales por sobre el de la principal (Williamson y col., 2001). Ante niveles de Pi
excesivamente bajos, la densidad de las raices laterales puede aumentar hasta cinco
veces, junto con una represion severa del crecimiento de la raiz principal (Lopez-Bucio
y col., 2002). La respuesta fisioldgica a las bajas concentraciones de Pi se debe al cese
de la actividad de las células meristematicas y a la pérdida de la respuesta a las auxinas
en el apice radicular (Lépez-Bucio y col., 2003). De hecho, el rol de las auxinas en la
respuesta a la falta de Pi sigue siendo controvertido (Linkohr y col., 2002; Hardtke,
2006). El estudio de varias lineas mutantes de Arabidopsis permiti6 demostrar que la
concentracion interna de Pi es determinante para la formacion de las raices (Williamson
y col., 2001). Ante la falta de Pi, las plantas de Arabidopsis mutantes phr/ tienen una
relacion de crecimiento alterada entre el tallo y la raiz. El gen PHRI (del inglés,
PHOSPHATE RESPONSE REGULATOR 1) codifica un FT de la familia MYB, que se
une a los promotores de genes inducidos por la falta de Pi (Rubio y col., 2001). Se ha
sugerido que PHRI define una via de sefializacién de respuesta a la falta de Pi,
conjuntamente con PHO?2 (que codifica una enzima involucrada en el metabolismo del
Pi) y el microARN miR-399 (Bari y col., 2006). El miR-399 se induce por la falta de Pi
y su expresion constitutiva reprime la transcripcion de PHO?2, hecho que resulta en la

9



Introduccion

acumulacion de Pi en las hojas (Fujii y col., 2005; Chiou y col., 2006). A su vez, las
altas concentraciones de Pi inhiben la expresion del miR-399 y estabilizan los niveles de
transcriptos de PHO2, gen cuyo producto actuaria corriente debajo del FT PHRI.
Aparentemente, esta via de sefializacion estaria evolutivamente conservada en las
plantas vasculares (Osmont y col., 2007).

El efecto del estrés abiotico en la modulacion del sistema radicular

En términos generales, los factores abioticos afectan la arquitectura y el
crecimiento de las raices (Dinneny y col., 2008). Por ejemplo, se sabe que la luz es un
regulador positivo de la ramificacion radicular y que a su vez limita la formaciéon de
raices adventicias (Cluis y col., 2004; Sorin y col., 2005). Las condiciones adversas
tales como el estrés hidrico o salino inducen la produccion de hormonas especificas que
permitan la supervivencia (Wolters y Jiirgens, 2009). A modo de ejemplo, en un estudio
en el que se evalud la formacion de las raices laterales en funcion de la disponibilidad
de agua, se concluyd que la emergencia del primordio de las raices laterales estd
reprimida en condiciones de déficit hidrico. Esta respuesta es dependiente de la accién
del ABA y del gen LATERAL ROOT DEVELOPMENT 2 (Deak y Malamy, 2005). Se
sabe también que las altas concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) en el suelo
inducen la sintesis de ABA e inhiben la ramificacion y el normal crecimiento de las
raices (Osmont y col., 2007). La alta salinidad dificulta la absorcién del agua, dafia la
fisiologia celular y enlentece el crecimiento (Apse y col., 1999; Zhu, 2002; Achard y
col., 2006). Los efectos adversos causados por las altas concentraciones salinas motivan
la poca proliferacion vegetal en muchos desiertos del mundo, incluidas algunas regiones
del norte argentino.

El control del ambiente sobre el crecimiento de las raices estd mediado por la
accion de las fitohormonas ABA y etileno. Sin embargo, un balance coordinado por la
sefializaciéon cruzada con otras hormonas como las auxinas, las giberelinas y las
citoquininas es esencial para que la planta sobreviva a las condiciones adversas.

El rol de las hormonas en el sistema radicular

Las fitohormonas no solo ejercen un control intrinseco de la determinacion del
sistema radicular, sino que también participan en la adaptacion del desarrollo a las
condiciones ambientales en constante cambio. Como se menciond mas arriba, la
habilidad de adaptacion de las plantas depende de la integracion entre el programa
intrinseco de desarrollo y la correcta percepcion del medio circundante. Para alcanzar
un desarrollo balanceado es muy importante que se produzca una interrelacion entre las
vias de sintesis y las de sefializacion de las diferentes fitohormonas. Por ejemplo, la
sintesis del ABA y del etileno se induce por el estrés salino (Achard y col., 2006; Huang
y col., 2008). La inhibicion de la elongacion de la raiz que ejercen ambas hormonas es
la consecuencia de la reduccion en los niveles de giberelinas y la estabilizacion de las
proteinas DELLA. Estas proteinas son, a su vez, degradadas en respuesta a las auxinas,
y podrian mediar un mecanismo general de la modulacion del crecimiento de la planta
en respuesta al estrés (Figura 1.6; Achard y col., 2006; Wolters y Jiirgens, 2009).
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Figura 1.6. La modulacion del crecimiento radicular por el estrés salino y la luz. La
respuesta depende de los tejidos y del contexto de desarrollo. Las puntas de flecha
indican induccidn y las puntas planas indican represion. Adaptado de Wolters y Jiirgens
(2009).

Los avances cientificos de los ultimos afios han demostrado que el ambiente
tiene un impacto directo en los niveles de las hormonas en los 6rganos, y que la
influencia en la homeostasis hormonal de la planta puede desencadenar una rapida
adaptacion al medio (Fu y Harberd, 2003; Achard y col., 2006; Carabelli y col., 2007;
Stepanova y col., 2008).

Las auxinas

De las hormonas clasificadas como auxinas, el acido indol-3-butirico
promueve eficientemente la formacion de las raices adventicias y es usado cominmente
en horticultura. Sin embargo, el acido indol-acético (IAA) es el mas abundante y
aparentemente el mas importante en la determinacion del sistema radicular; cuando es
aplicado en forma exdgena induce la formacion de las raices laterales (Laskowski y col.,
1995 y 2006). Las auxinas son de vital importancia en todas y cada una de las etapas de
la formacion de las raices laterales: iniciacion, determinacion de su patrén, emergencia
y crecimiento (Péret y col., 2009 a y b). El lugar preciso de la iniciacion de la raiz
lateral es probablemente una consecuencia del transporte de las auxinas y no de su
sintesis de novo, aunque aun se desconoce qué es lo que determina cudndo y donde se
formard una raiz lateral a lo largo de la principal (Aloni y col., 2006). Existen diferentes
estudios genéticos que aportaron informacion que confirma el rol predominante de las
auxinas en la formacion de las raices laterales. En este sentido, las plantas transgénicas
0 mutantes con una elevada sintesis de auxinas muestran un incremento significativo en
la ramificacion radicular (Boerjan y col., 1995; King y col., 1995). De manera acorde,
las plantas mutantes con niveles bajos de auxinas (Celenza y col., 1995) tienen un
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sistema radicular corto y poco ramificado, lo que confirma también la importancia de
las auxinas en el crecimiento de la raiz principal. Las plantas mutantes con las vias de
sefalizacion alteradas muestran defectos en la iniciacion o en etapas avanzadas de la
formacion de las raices laterales (Fukaki y col., 2002; Tatematsu y col., 2004;
Ivanchenko y col., 2006). Ademas, las mutantes afectadas en el transporte polar de las
auxinas muestran un desarrollo deficiente de las raices laterales (Hobbie y Estelle,
1995). Los FTs de la familia ARF (del inglés, AUXIN RESPONSE FACTORS) son
actores claves en la sefializacion de las auxinas en la formacion de las raices laterales
(Péret y col., 2009b). A su vez, se sabe que los ARFs regulan en forma directa a los FTs
de de tipo LOB (del inglés, LATERAL ORGAN BOUNDARIES; Okushima y col.,
2005), que forman una a familia recientemente identificada y caracterizada por la
presencia de un dominio de uniéon a ADN que s6lo existe en el reino vegetal. Ahora se
conoce a estos FTs como LBDs (del inglés, LOB DOMAIN). Los FTs de la familia
LBD estan involucrados en la formacion de raices laterales y adventicias en cereales
(Liu y col., 2005). En Arabidopsis, participan en la iniciacion de las raices laterales y en
su formacion hasta antes de la emergencia (Okushima y col., 2005; Lee y col., 2009;
Péret y col., 2009b). Cabe destacar que los genes homodlogos de la familia LBD de
distintas especies vegetales participan en procesos diferentes, como en la formacion de
raices laterales en plantas dicotiledoneas y en la de las adventicias en las
monocotiledéneas (Hochholdinger y Zimmermann, 2008).

Las citoquininas

Las citoquininas son una clase de hormonas derivadas de la adenina y cumplen
roles muy diversos a lo largo de la vida de la planta, tanto en las raices como en su parte
aérea (Miiller y Sheen, 2008). Contrariamente al efecto de las auxinas, la aplicacion
exogena de citoquininas reprime la formacion de las raices laterales. Las plantas
transgénicas de Arabidopsis con bajos niveles de citoquininas muestran una raiz
principal mas larga y mas ramificada (Werner y col. 2003). El rol de las citoquininas en
los meristemas del tallo y de la raiz tiene caracteristicas opuestas. Aparentemente, el
antagonismo general entre las auxinas y las citoquininas es apreciable en la ramificacion
de las raices (Cluis y col., 2004). La nocion de que las citoquininas regulan
negativamente el crecimiento radicular ha sido verificada mediante los estudios de
mutantes afectadas en su sefializacion. Por ejemplo, las lineas de Arabidopsis
doblemente mutantes en los receptores AHK2 y 3 (del inglés, HISTIDINE KINASE)
sufren un crecimiento acelerado de la raiz principal y una ramificacion mayor (Riefler y
col., 2006). Los receptores de citoquininas del tipo HK han sido caracterizados también
mediante estudios genéticos en las plantas modelo de leguminosas Medicago truncatula
y Lotus japonicus (Gonzalez-Rizzo y col., 2006; Murray y col., 2007; Trichine y col.,
2007). En ambos casos se descubrio que tanto MtCRE1 (del inglés, CYTOKININ
RECEPTOR) como LHKI1 son esenciales para la formacion de los nédulos simbioticos,
poniendo de manifiesto la importancia de las citoquininas en el desarrollo de un 6rgano
propio de las leguminosas. El rol de las citoquininas en la formacion de los nodulos sera
abordado mas extensamente en el Capitulo 2.
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El etileno

El etileno es un alcano gaseoso que ejerce funciones hormonales en las plantas.
Se cree que el etileno media ciertas respuestas inducidas por las auxinas, ya que varias
plantas mutantes afectadas en la sefializacion de las auxinas son también insensibles al
etileno. Ademas, la expresion de la ACC sintasa, una enzima limitante en la biosintesis
de etileno, es inducible por las auxinas (Swarup y col., 2002). De hecho, las
concentraciones moderadas de etileno inhiben el crecimiento de la raiz, probablemente
alterando el mantenimiento del centro quiescente y de la caliptra, tanto en maiz como en
Arabidopsis (Ponce y col., 2005). Las plantas mutantes que no muestran esta respuesta
(Stepanova y col., 2005) también presentan un nivel inferior de auxinas en la raiz y
pueden reprimir el efecto de stiper ramificacion que tienen las plantas que producen un
exceso de auxinas. Esto sugiere no sélo que las auxinas controlan la homeostasis de
etileno, sino que el control es mutuo. Sin embargo, este efecto podria deberse a un
transporte defectuoso de las auxinas del tallo a la raiz. Por ultimo, el etileno pareceria
jugar un rol en la emergencia de las raices laterales rompiendo las células corticales
(Laskowski y col., 2006).

Las giberelinas

La sintesis del acido giberélico ha sido detectada en el apice de las raices de
diferentes especies, y se requiere de la sefalizacion de las giberelinas y de su
modulacion por las auxinas para el crecimiento radicular (Kaneko y col., 2003; Fu y
Harberd, 2003; Ubeda-Tomas y col., 2009). Las giberelinas actuan sinérgicamente con
el etileno en la promocion de la formacion de las raices adventicias en las plantas de
arroz en condiciones de inundacion (Steffens y col., 2006).

Los brasinoesteroides

Estas hormonas son muy abundantes en el tallo, pero también han sido
detectadas en concentraciones considerables en las raices de maiz y de tomate, e incluso
se cree que podrian ser sintetizadas in sifu (Yokota y col., 2001; Kim y col., 2006). Al
igual que las auxinas, los brasinoesteroides inducen el crecimiento radicular en bajas
concentraciones, y lo inhiben en altas (Mussig y col., 2003). También se ha propuesto
que los brasinoesteroides regularian el transporte de las auxinas durante la formacion de
las raices laterales (Bao y col., 2004). Algunas evidencias indican ademas, que existe
cierta interdependencia entre las vias de sefializacién de ambas hormonas (Goda y col.,
2002; Mussig y col., 2003; Nemhauser y col., 2004; Mouchel y col., 2006).

El acido abscisico

El 4cido abscisico (ABA) es un isopropenoide que recibié su nombre por
el rol que juega en la abscision de las hojas. EI ABA se produce en todos los 6rganos de
la planta, y especialmente en las raices en respuesta al exceso de calor, la alta salinidad
del suelo o la falta de agua. El ABA es considerado la hormona del estrés por excelencia
(Zhu, 2002; Sharp, 2002; Shinozaki y col., 2003; Mauch-Mani y col., 2005; Verslues y
Zhu, 2005) y juega un rol central en la plasticidad del desarrollo. Sin embrago, también
ejerce funciones regulatorias en condiciones normales (Cheng y col., 2002; De Smet y
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col., 2006; Ding y col., 2008). El ABA es reclutado como una sefial interna para
muchos procesos del desarrollo, incluyendo la dormicion y maduracion de la semilla, la
determinacion de la forma de la hoja, el crecimiento de la raiz y la senescencia (De
Smet y col.,, 2006). Recién en los ultimos afios se ha relacionado al ABA en la
inhibicién del crecimiento de la raiz principal y de las laterales (Hunter y col., 2004). La
accion del ABA en la formacion de las raices laterales es dependiente de la
disponibilidad de nutrientes (Signora y col., 2001) y el estrés osmotico producido por la
salinidad o la sequia. De esta manera, el ABA es capaz de reprimir la formacion de la
raiz lateral en todas sus etapas como respuesta al contorno estresante. Si bien el ABA
bloquea la accion de las auxinas en este proceso, se desconocen los mecanismos
moleculares puestos en juego (Figura 1.7; De Smet y col., 2006). E1 ABA, a su vez, esta
encargado de la activacion del meristema de la raiz lateral luego de la emergencia (De
Smet y col., 2003). El comportamiento de ABI3 (del inglés, ABA INSENSITIVE), un
FT inducido por auxinas, en la regulacion de genes de respuesta a auxinas y ABA
sugiere que existe una interrelacion compleja entre las vias de sefializacion de ambas
hormonas (Brady y col., 2003).

~J
k
~>

Transporte y sefializacion de auxinas

Auxinas

Figura L.7. Control del ABA y las Auxinas sobre la formacion de las raices laterales. El
ABA inhibe la iniciacién y emergencia de las raices laterales, asi como interfiere en la
sefalizacion de las auxinas. Adaptado de De Smet y col. (2006).

Vale mencionar que tanto en Medicago truncatula como en arroz, las bajas
concentraciones de ABA estimulan la formacién de las raices laterales (Chen y col.,
2006; Liang y col., 2007). Se deben aplicar concentraciones mayores en forma exégena
para semejar el efecto del estrés en la formacion de las raices laterales.

La modulacion del sistema radicular por los factores bioticos

No soélo el estrés abiotico afecta el sistema radicular sino también una variedad
de factores de origen bioldgico. En la naturaleza las plantas estan en contacto con
microorganismos saprofitos y patdégenos que afectan drasticamente el sistema de las
raices. Por ejemplo, la infeccion de plantas de petunia con Ralstonia solanacearum
produce una inhibicidon de la elongacion de las raices laterales y al mismo tiempo una
induccién de la formacion de nuevas raices laterales anormales (Zolobowska y Van
Gijsegem, 2006). Sin embargo, son las interacciones simbioticas las que gobiernan mas
frecuentemente los cambios en el sistema radicular. Desafortunadamente, en el modelo
vegetal mejor estudiado y caracterizado, Arabidopsis thaliana, no se establece ninguna
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relacion simbidtica en sus raices y, por ende, esta planta no puede ser utilizada como
modelo del impacto que tiene esta interaccion en el sistema radicular. Este es uno de los
motivos mas importantes que indican la necesidad de considerar otros modelos de
estudio que contemplen eventos del desarrollo fundamentales para la biologia vegetal de
gran impacto en la agricultura.

La interaccion con las micorrizas

A diferencia de Arabidopsis, mas del 80 % de las plantas vasculares se asocian
con hongos como las micorrizas, que causan grandes cambios en la morfologia de las
raices de la planta huésped (Hetrick, 1991). La represion de la elongacion de las raices
por la interaccién con las micorrizas depende tanto de la especie vegetal como de la
fungica. Una vez que el hongo esta establecido, la ramificacion de la raiz se ve inhibida,
lo que hace a la planta mas dependiente de los nutrientes provistos por el hongo (Price y
col., 1989; Hetrick, 1991). No esta claro atn si el cambio en el sistema radicular es una
consecuencia directa de la simbiosis con el hongo o un efecto indirecto por la mejora en
la disponibilidad de nutrientes ofrecida por éste. Por otro lado, estd claro que los hongos
simbiontes tienen la capacidad de inducir la iniciacion de las raices laterales (Harrison,
2005). Cabe destacar que muchos microorganismos que interactian con las plantas
pueden producir compuestos andlogos a las fitohoromonas. La modulacion de la
homeostasis hormonal durante la simbiosis es fundamental para desencadenar un
cambio en la arquitectura y crecimiento de las raices (De Billy y col., 2003; Lohar y
col., 2004).

La interaccion con bacterias: 1a formacion de los nodulos simbidticos

El segundo caso mas importante de simbiosis en las raices de las plantas es el de
la asociacion de las leguminosas con bacterias fijadoras de N, para dar lugar a la
formacion de un nuevo 6rgano: el nédulo simbiodtico. A continuacion describiremos a
las plantas leguminosas y en particular el proceso de nodulacion.

La familia de las plantas leguminosas y el proceso de nodulacion

Las fabaceas (Fabaceae) o leguminosas (Leguminosae) son una familia de
arboles, arbustos y hierbas perennes o anuales, facilmente reconocibles por su fruto de
tipo legumbre y sus hojas compuestas y estipuladas. Con cerca de 700 géneros, entre los
que hay aproximadamente 18.000 especies diferentes, las leguminosas conforman la
tercera familia con mayor riqueza de especies después de las compuestas (Asteraceae) y
las orquideas (Orchidaceae; Graham y Vance, 2003; Pajuelo y Stougaard, 2005). Si el
reino vegetal fuera el pueblo de Macondo, seguramente las leguminosas llevarian el
apellido Buendia', pues varios integrantes de esta familia protagonizaron desde
descubrimientos que marcaron un hito en la historia de la ciencia, hasta escandalos

!'La metéfora se refiere a la familia de José Arcadio Buendia, de la célebre novela “Cien afios de soledad”
(1967), del escritor colombiano Gabriel Garcia Marquez, ganador del Premio Nobel de Literatura en el
afno 1982.
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politico-sociales de gran magnitud. Por ejemplo, la arveja (Pisum sativum) fue el objeto
de estudio de Gregor Mendel (1865, Figura 1.8) que sirvio para describir las bases de la
herencia genética. Mas recientemente, los intereses en torno a la renta de la soja
(Glycine max) desataron un conflicto sin precedentes en el escenario politico-econémico
de nuestro pais. Otro integrante destacado es el ceibo (Erythrina crista-galli), flor
nacional de Argentina y Uruguay. Ademads, otras especies de leguminosas son los
arboles nacionales de Brasil (Caesalpinia echinata), Costa Rica (Enterolobium
cyclocarpum) y Australia (Acacia pycnantha), por ejemplo.

BT S o2 greny e,

Figura 1.8. Dibujo de las diferentes estructuras de la planta de arveja (Pisum sativum)
realizado por el bidlogo aleman Otto Wilhelm Thomé (1885).

Como deciamos, las leguminosas pertenecen a una familia grande y diversa que
incluye varias especies de interés agricola. Durante miles de afios, las leguminosas han
sido utilizadas como alimento por los seres humanos. La lenteja, por ejemplo, fue
probablemente una de las primeras especies en ser domesticadas. En general, sus granos
son muy ricos en proteinas, carbohidratos y fibras, mientras que el contenido en lipidos
es relativamente bajo y los acidos grasos que los componen son insaturados. Una
excepcion a esta regla es la soja, que tiene un alto contenido en lipidos. Otras
leguminosas de interés alimenticio son el mani (Arachis hypogaea), el poroto
(Phaseolus vulgaris) y el garbanzo (Cicer arietinum), entre otras. Los frutos de los
algarrobos (Prosopis alba y Prosopis nigra) se usan en el noroeste argentino para
elaborar dos bebidas, frescas y fermentadas. También su madera es aprovechada para la
fabricacion de muebles. Algunas de las especies de leguminosas utilizadas como
forrajeras son la alfalfa (Medicago sativa), la lupulina (Medicago lupulina) y los
tréboles (por ejemplo, Medicago hispida, Medicago arabica y Medicago minima). Una
de las principales limitaciones para el establecimiento y produccion de las praderas de
leguminosas anuales es la baja fertilidad de los suelos y, en particular, el bajo contenido
de fosforo de los mismos. Es de destacar que la inclusion de estas plantas como cultivo
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de descanso en las rotaciones anuales permite reducir la necesidad de control quimico
de plagas y patogenos. Esto se debe a que producen una amplia gama de productos
naturales complejos, que estarian participando en el establecimiento de la simbiosis y la
proteccion de las plantas de distintos tipos de estrés, tanto bidtico como abiotico. Estas
caracteristicas hacen que las leguminosas sean un blanco atractivo para la investigacion
gendmica funcional (Panter y col., 2000).

Las leguminosas pueden fijar el N, atmosférico en el suelo al hacer simbiosis
con la clase de bacterias rhizobia, lo que reduce la necesidad de aplicacion de
fertilizantes nitrogenados (Panter y col., 2000). Los analisis filogenéticos basados en la
secuencia nucleotidica del gen RBCL ubican a todas las plantas involucradas en la
simbiosis con rhizobia o actinorhiza en la misma clase. Esto indica que la
predisposicion a la nodulacién evoluciond sélo una vez (Soltis y col., 1995; Doyle,
1998). Sin embargo, varios tipos de nddulos muestran diferencias morfologicas y
bioquimicas, lo que destaca que existieron multiples origenes de nodulacion, incluso
dentro de la familia de las leguminosas (Doyle, 1998; Doyle y Luckow, 2003).

La nodulacion es una simbiosis especifica entre las leguminosas y bacterias
fijadoras de nitrogeno que permite el crecimiento de la planta en suelos con poco
nitrégeno (Oka-Kira y Kawaguchi, 2006; Oldroyd y Downie, 2008). Durante esta
interaccion, las bacterias invaden la raiz y son contenidas en compartimientos
intracelulares dentro de 6rganos especializados, los nodulos (Figura 1.9). Una vez en los
mismos, transforman el N, atmosférico en NH3, el que puede ser utilizado por la planta
como fuente de nitrégeno (Oldroyd y Downie, 2008).

Figura 1.9. Raiz de Medicago truncatula ecotipo A17 de 4 semanas de edad inoculadas
con Sinorhizobium meliloti. Tomada de:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Medicago truncatula A17 root nodules.JPG

Los compuestos flavonoides e isoflavonoides que se producen en las
leguminosas inician el intercambio de sefhales que da origen a la nodulacion
(Subramanian y col., 2007). La bacteria reconoce esta sefial especifica y responde
produciendo lipo-quito-oligosacaridos, compuestos que difieren entre si en la naturaleza
de la cadena de acidos grasos, en el nimero de residuos de N-acetilglucosamina y en las
sustituciones en los azicares (Goormachtig y col.,, 2004). Estos compuestos son
conocidos como factores de nodulacion (factores Nod) y actuan como fitohormonas
difundiendo en las raices para activar diversos procesos de desarrollo (Oldroyd y
Downie, 2008). La nodulacion comienza con la deformacion de los pelos radiculares, la
oscilacion de calcio intracelular y la despolarizacion de la membrana. Esto conduce a la
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induccion de genes especificos durante las primeras etapas de la nodulacion y que dan
lugar a la division de las células corticales. Asi se inicia un programa organogénico en
la planta que conduce al desarrollo del ndédulo, mediante el establecimiento de un
meristema y un primordio nodular (Catoira y col., 2000; Gage, 2004). En el Capitulo 2
se describird en forma detallada la regulacion génica del proceso de nodulacion, y
especialmente el rol que ejercen las hormonas citoquininas.

La importancia de esta familia de plantas desde distintos puntos de vista,
incluyendo sus usos, justifica el esfuerzo de buscar una o varias especies modelo. En
este sentido, la formacion de consorcios internacionales ha favorecido el avance en la
secuenciacion de genomas de leguminosas. Hasta el momento se ha completado la
descripcion de la secuencia de los genomas de Lotus japonicus y Glycine max; la de
Medicago truncatula esté cerca de ser finalizada y se avanza en el conocimiento de los
de Pisum sativum y Phaseolus vulgaris, entre otras especies.

Medicago truncatula como modelo del proceso de nodulacion y del sistema
radicular

Con el objeto de facilitar los estudios moleculares y genéticos en leguminosas,
se han elegido principalmente dos sistemas modelos: Medicago truncatula y Lotus
Jjaponicus (Oldroyd y Geurts, 2001; Udvardi y col., 2005). Ambas especies poseen todas
las caracteristicas esenciales que deben cumplir las plantas modelos, tales como un
tiempo de generaciéon relativamente corto, un genoma diploide pequeio,
autopolinizacion, y un sistema de transformacion eficiente (Smit y Bisseling, 2008). El
tamano del genoma de Medicago es cercano a las 500 Mbp, y se encuentra dividido en
ocho cromosomas. Esto lo hace aproximadamente cuatro veces mas grande que el
genoma de Arabidopsis, y de una longitud similar al de arroz (Smit y Bisseling, 2008).

Aunque estas dos especies pertenecen a la misma subfamilia Papilionoideae y
son plantas que se encuentran muy relacionadas, presentan diferentes propiedades
simbidticas. Los nddulos de Medicago tienen un meristema persistente que provee un
crecimiento indeterminado, y son generados por Sinorhizobium meliloti; mientras que
los producidos por Lotus son determinados, cesando su actividad meristemdtica en una
etapa temprana del desarrollo, y se generan al interaccionar con Mesorhizobium loti
(Smit y Bisseling, 2008).

Por otro lado, gracias a la gendmica funcional sobre M. truncatula se han
generado mas de 225.000 etiquetas de secuencia expresadas (del inglés ESTs, por
Expressed Sequence Tags), las que han sido ensambladas en aproximadamente 18.600
secuencias consenso. Estos datos, junto con la secuencia parcial del genoma, se
utilizaron para construir microarreglos basados en ADNCc y oligonucledtidos. Asimismo,
con el genoma de S. meliloti completamente secuenciado, se desarrollaron
microarreglos duales que permiten determinar el perfil del transcriptoma de ambos
simbiontes (Smit y Bisseling, 2008).

Existen procesos de desarrollo y de interaccién que pueden ser estudiados en
Arabidopsis. Sin embargo y dadas las caracteristicas particulares de las leguminosas, se
considera mas adecuado llevar a cabo las investigaciones en M. truncatula. Entre esas
caracteristicas estan su ciclo de vida y su morfologia, el espectro de patégenos y plagas
que la infectan y las vias bioquimicas especificas en el metabolismo de las leguminosas.
Algunos ejemplos de estos procesos que han motivado investigaciones recientes en
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Medicago incluyen al desarrollo de semillas, vainas y flores (Wang y Grusak, 2005;
Moreau y col., 2006), y la fisiologia e intercambio de nutrientes del nddulo (Carvalho y
col., 2003).

Con respecto a la fisiologia de su parte aérea, una planta de M. truncatula se
compone de: 1) un eje principal que se puede organizar en una roseta 0 como un eje
alargado, y 2) ramificaciones de diferentes 6rdenes (por ejemplo, ramificacion primaria,
secundaria o terciaria). Su morfologia vegetal y arquitectura varian segtn el genotipo, y
son muy dependientes de las condiciones ambientales y de cultivo (Moreau, 2006).

Cada eje de la planta se compone de un fitobmero. El mismo es la unidad basica
de desarrollo que, para M. truncatula, se compone de (véase Figura 1.10):

¢ Un entrenudo (seccion del tallo entre dos nodos adyacentes);

¢ Una hoja: a excepcion de la primera hoja verdadera que es unifoliada, las
hojas de las plantas de Medicago son trifoliadas. Cada hoja se compone
de un peciolo, de un aserrado tridentado ubicado en su parte superior, y
dos estipulas basales (excrecencias crecidas a ambos lados de la base del
peciolo), cuya funcidn es proteger a la yema axilar;

e Un meristema axilar, susceptible de producir ramas o los o6rganos
reproductivos (Moreau, 2006).

Durante el desarrollo de la planta, los fitdmeros se producen sucesivamente
desde el meristema apical del tallo, quedando apilados de forma tal que los mas
antiguos se encuentran en la base y los mas jovenes en el extremo superior del tallo
(Moreau, 2006).
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Figura 1.10. Esquema de una planta de Medicago truncatula. A) Imagen de una planta
de Medicago truncatula. B) Representacion esquematica de un fitobmero en el que se
sefialan los distintos elementos que lo conforman. Adaptado de Taiz L y Zeiger E
(20006).

La regulacion de la expresion génica en las raices de las leguminosas

En los ultimos afios se ha identificado en diferentes especies un nimero muy
grande de FTs involucrados en la sefializacion de las fitohormonas y en la formacion de
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las raices en particular (Montiel y col., 2004; Benfey, 2005; Hardtke, 2006). En lo que
respecta a las leguminosas, también se han llevado a cabo estudios transcripcionales con
el fin de identificar FTs involucrados potencialmente en el desarrollo y la respuesta al
ambiente (Udvardi y col., 2007). Sin embargo, aiin son muy pocos los casos en los que
se han realizado estudios genéticos que contribuyan a dilucidar su funciéon (Hofer y col.,
2009). En los ultimos tiempos, también se han identificado diferentes ARN no
codificantes transcriptos preferencialmente en las raices de Arabidopsis (Ben Amor y
col., 2009) y Medicago truncatula (Lélandais y col., 2009), algunos de los cuales,
ademas, estan inducidos por diferentes tipos de estrés abidtico o interacciones bioticas.
Esto indica que la regulacion de la expresion génica en las raices es sumamente
compleja e involucra controles a nivel epigenético, transcripcional, post-transcripcional
y post-traduccional. La dilucidacién de mas mecanismos moleculares que intervienen en
la determinacion del sistema radicular ayudara a comprender de qué manera las plantas
son capaces de adaptar su desarrollo en funcién del medio circundante.
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Hipotesis y Objetivos

Sabemos que el ambiente ejerce una presion adaptativa sobre las raices de las
plantas, y en particular de las leguminosas. Dicha adaptacion estd gobernada por la
accion de las fitohormonas que regulan la actividad de los factores de transcripcion a
diferentes niveles, desencadenando respuestas coordinadas de desarrollo. El objetivo de
este trabajo de Tesis se focaliza en la caracterizacion funcional y bioquimica de dos
factores de transcripcion que participan en la determinacion del sistema radicular de
Medicago truncatula en respuesta a las hormonas y en relacion con el ambiente.

El primero de ellos esta codificado por el gen MtHBI, perteneciente a la familia
HD-Zip e identificado por estar inducido transcripcionalmente en respuesta al estrés
salino (Gruber y col., 2009). De esto se desprende la hipotesis de que MtHBI1 participa
en la respuesta adaptativa de la raiz al estrés ambiental. Los objetivos particulares que
se persiguieron con respecto a este gen son:

= (Caracterizar su perfil de expresion en respuesta al estrés y al ABA.

* Determinar su patron de expresion, analizando la actividad de su region
promotora seguida del gen reportero GUS.

= Analizar el efecto de la expresion constitutiva del gen en raices transgénicas de
M. truncatula.

= Caracterizar el sistema radicular de dos lineas independientes de plantas
mutantes mthb].

= Expresar el dominio de union a ADN en bacterias y determinar la secuencia
blanco reconocida in vitro.

= Desarrollar una busqueda bioinformatica de genes regulados por el estrés salino
que contengan la secuencia blanco de MtHBI1 en sus regiones promotoras y que
estén potencialmente regulados en forma directa por este factor de
transcripcion.

= Caracterizar el perfil y el patron de expresion del/de los gen/es seleccionados,
tanto en plantas salvajes como en las mutantes mthb1.

= Determinar la funcionalidad del elemento cis potencialmente reconocido por
MtHBI en el promotor del gen blanco, y validar fehacientemente la interaccion
molecular directa entre el factor de transcripcion y su gen blanco.

El segundo de ellos esta codificado por el gen MtRRI, perteneciente a la familia
RR de Tipo B, cuyos miembros estan activados post-traduccionalmente por un receptor
especifico de las hormonas citoquininas. Ademads, diferentes estudios han demostrado
que la actividad de estos receptores es crucial para la formacién de los nodulos
simbidticos fijadores de nitrégeno en las raices de las leguminosas (Gonzéalez-Rizzo y
col., 2006; Murray y col., 2007). Se sabe que la transcripcion MtRR1 esta especialmente
enriquecida en estos organos, por lo que se desprende la hipodtesis de que este gen juega
un papel en relacion existente entre las hormonas citoquininas y la organogénesis de los
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noédulos de M. truncatula. Los objetivos particulares que se persiguieron relativos a este
gen son:

Desarrollar un ensayo de microarreglos que permita identificar a los genes
diferencialmente expresados en el apice de las raices en respuesta a un
tratamiento con citoquininas exégenas (BAP 107 M, 1 h).

Definir los procesos metabdlicos y las familias de enzimas regulados en
respuesta al tratamiento.

Expresar el dominio MYB de uniéon a ADN de MtRR1 de forma soluble en
bacterias.

Llevar a cabo una seleccion asistida por PCR del nticleo de ADN reconocido por
MtRR1 in vitro (SELEX; Oliphant y col., 1989).

Analizar el promotor del Uinico gen de la familia RR de Tipo A conocido en M.
truncatula (tipicamente regulados por los de Tipo B), en busqueda de elementos
cis similares al consenso obtenido por SELEX.

Desarrollar una busqueda bioinformatica de genes regulados por citoquininas
que contengan la secuencia blanco de MtRR1 en sus regiones promotoras y que
estén potencialmente regulados en forma directa por este factor de transcripcion.
Caracterizar la actividad de los elementos cis putativos en respuesta a las
citoquininas mediante la obtencidon de extractos proteicos nucleares y ensayos de
retardo en geles.

Validar la funcionalidad de los elementos cis en los promotores de algunos de
los genes identificados que estén ligados a la nodulacidn, tanto en respuesta al
tratamiento con citoquininas exodgenas, como durante la formacién de los
nddulos simbidticos.
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Materiales y Métodos

Material biologico

El objeto de estudio de este trabajo es la planta Medicago truncatula cv.
Jemalong A17, asi como las lineas mutantes mthbi-1 'y -2 y mtcrel-1 identificadas por
TILLING (Le Signor y col., 2009). Las mutaciones de las lineas mthbl-1 y -2 estan
indicadas en la Figura 1.1 del Capitulo 1, y la correspondiente a la linea mtcrel-1
presenta un codon de terminacion en la posicion 573 de la proteina, truncando el
dominio kinasa (Plet y Frugier, resultados no publicados). En todas las comparaciones
fenotipicas se utilizaron como controles las plantas salvajes obtenidas de la segregacion
de las mutantes. En todos los casos, las semillas se escarifican mediante el tratamiento
con acido sulfurico concentrado durante 3 min. Luego del lavado con abundante agua,
las semillas se esterilizaron durante 20 min con hipoclorito de sodio 12% [v/v].
Finalmente, se lavaron con abundante agua estéril antes de disponerlas espaciadamente
en placas de Petri con agar al 1 %. Las placas se incubaron a 4 °C durante 2 dias y luego
16 h a 24 °C, siempre en la oscuridad. Sélo las plantulas que germinaron se traspasaron
a placas cuadradas (12 cm de lado) que contenian medio agarizado “i” (Blondon, 1964)
o Fahrdeus (Truchet y col., 1985), segun correspondiera, de manera adecuada para el
crecimiento vertical en camaras de cultivo a 24 °C, en condiciones de dia largo (16 h de
luz, con una intensidad luminica de 150 pE, y 8 h de oscuridad). Para los ensayos de
nodulacidn, las plantulas se cultivaron in vitro en un medio pobre en nitrogeno (medio
“1”). La inoculacién de las raices se hizo con 10 ml por placa de una suspensién de

Sm1021 Sinorhizobium meliloti (ODgoo = 0.05) durante 1 h.

Amplificacion de fragmentos de ADN mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se hicieron en la solucién amortiguadora provista por el
fabricante de la enzima, a la cual se le agregaron los siguientes reactivos: MgCl, 2 mM;
dNTP 0,2 mM c/u y 0,1 uM de cada oligonucleotido especifico. A esta mezcla de
reaccion se le incorpord una dilucion apropiada del ADN molde y luego se le agregaron

0,3 U de enzima Taqg ADN polimerasa (Invitrogen) o la misma cantidad de unidades de
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Pfu ADN polimerasa (Fermentas) por cada 10 pl de volumen de reaccion. En los casos
en los cuales se utilizdé Pfu, el MgCl, fue remplazado por MgSO4 en la misma
concentracion. Los volumenes de reaccion fueron de 25 o 50 pl. Finalmente se afadio
una gota de aceite mineral y se procedid con la reaccion de amplificacion segun los
objetivos del experimento.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100™ (MJ Research,
Inc.) y en general se utilizd el siguiente programa, en el cual la temperatura de
hibridizacion se estableci6 de acuerdo a la composicion de bases de los oligonucle6tidos
utilizados, aplicando la siguiente relacion para su calculo: Tm =2 x (A+T) + 4 x (G+C)
- 5°C.

Programa: (1 min a 94 °C, 1,5 min a Tm, 1-3 min a 72 °C*) 30 ciclos + 10 min a
72 °C.

* El tiempo de extension varid dependiendo del largo del fragmento a
amplificar. En el caso de 7ag ADN polimerasa el tiempo se estim6 en 1 min por cada
1000 pb a amplificar. Cuando la polimerasa utilizada fue Pfis (la cual presenta prueba de

error) el tiempo es de 2 min por cada 1000 pb.

Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para el analisis de fragmentos ADN en geles de agarosa se empled el sistema de
tipo submarino (Ausubel y col., 1987). La concentracion de agarosa utilizada vario entre
0,7 y 2 % (p/v), segin el tamano de los fragmentos que se deseaban separar. Los geles
fueron preparados en solucion TAE 1 x con una concentracion de 0,3 pg/ml de bromuro
de etidio. A cada muestra se le agregd 1/10 vol. de solucion de siembra. La separacion
electroforética se llevo a cabo en solucion TAE 1 x, empleando voltaje constante entre 1
y 5 V por cm de gel. Para la visualizacion del ADN en el gel se empled un
transiluminador de luz UV UV/White Dark Room (UVP laboratory products). El
registro de las imdgenes de los geles se llevo a cabo empleando el sistema de captura de
imagenes UVP Lab. Prod.

En todos los casos en los que fue necesario estimar la longitud de los fragmentos
de ADN separados se empled como marcador de tamano molecular una muestra de
ADN del bacteriofago A digerido previamente con la enzima HindIll. Esta digestion

genera fragmentos de 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 y 125 pb.
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Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Cuando le objetivo de la electroforesis fue el de purificar un fragmento, la
corrida se llevd a cabo en geles de agarosa de bajo punto de fusion (Promega),
empleandose solucion TAE 1 x tanto para la preparacion del gel como para la solucion
de corrida. Una vez identificadas mediante visualizacion sobre transluminador UV, las
bandas correspondientes a los fragmentos esperados se escindieron utilizando un bisturi
estéril y se incubaron con 2 volimenes de agua bidestilada en un bafio de agua a 65 °C
hasta observar la completa disolucion de la agarosa. Posteriormente se llevaron a cabo 2
extracciones sucesivas con 1 volumen de fenol y a continuacién una extraccion con
cloroformo, todas seguidas de una centrifugaciéon de 10 minutos a 10.000 rpm a
temperatura ambiente a fin de separar las fases. E1 ADN presente en la fase acuosa fue
precipitado mediante el agregado de 1/10 vol. de NaAc 3 M (pH 5,2) y 2 volumenes de
etanol absoluto. Para facilitar la precipitacion de fragmentos de muy bajo peso
molecular o que se encontraban en baja cantidad, se adicionaron a la solucion etanolica
2,5 ug de ARNt (Sigma). Tras la precipitacion el fragmento purificado fue solubilizado
en 13 pl de H,O estéril.

En los casos en los que fue necesario obtener ADN de alta calidad a partir de
geles de agarosa, se empled el equipo comercial GFX ™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc.).

La purificacion de los vectores binarios y de clonado, posterior al corte con
enzimas de restriccion, fue realizada directamente por precipitacion alcohdlica para

evitar el dafio mecanico.
Digestion del ADN con endonucleasas de restriccion
Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se realizaron en las

condiciones de reaccion recomendadas por los respectivos proveedores. En todos los

casos se utilizaron de 1 a 5 U de enzima por cada microgramo de ADN a digerir.
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Ligacion de moléculas de ADN

La ligacion de fragmentos de ADN se llevo a cabo utilizando 1 U de T4 ADN
ligasa (Promega), en un volumen de reaccion de 10 pl empleando el solucion
amortiguadora de reaccion provista por el proveedor de la enzima. Se utilizaron
cantidades de inserto y vector tales que la relacion molar entre ambos fuerade Sa 1. La
incubacion se realiz6 durante 16 h a 4 °C. En los casos en que se utilizdo como vector de
clonado el plasmido pCR 2.1-TOPO (Invitrogen), se sigui6 el protocolo sugerido por el

fabricante.

Transformacion de bacterias

Electrotransformacion de E. coli

La preparacion de las células competentes y las condiciones de electroporacion
empleadas fueron las recomendadas en el manual del fabricante del equipo Gene
Pulser™ (Bio-Rad). El choque eléctrico se realizdo en cubetas de 0,1 cm (Bio-Rad).
Inmediatamente después del disparo se adicioné 1 ml de medio LB a la suspension de
células y la mezcla se incubd durante 1 h a 37 °C. Después de centrifugar a 4000 g
durante 5 min, el sedimento celular se resuspendid en 100 pl de medio LB y se sembr6
en placas de Petri que contenian medio LB suplementado con los antibioticos

adecuados.

Transformacion de Agrobacterium rhizogenes

La preparacion de las células competentes y las condiciones de electroporacion
empleadas fueron las recomendadas en el manual del fabricante del equipo (Gene
Pulser™ | Bio-Rad). El choque eléctrico se realizo en cubetas de 0,25 cm (Bio-Rad).
Inmediatamente después del disparo se adiciond 1 ml de medio TY a la suspension de
células y la mezcla se incubd durante 2 h a 28 °C. Después de centrifugar a 4000 g
durante 5 min, el sedimento celular se resuspendi6 en 100 ul de medio TY y se sembro

en placas de Petri que contenian medio TY suplementado con los antibioticos
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adecuados. Las placas fueron incubadas a 28 °C hasta la aparicion de colonias

(aproximadamente 48 h).

Minipreparacion de ADN plasmidico

La preparacion de ADN plasmidico a partir de células de E. coli y A.
tumefaciens transformadas se realizo segin el método de la lisis alcalina, descripto por
Birnboim y Doly (1979). Las células transformadas se cultivaron hasta saturacién en
medio LB suplementado con el antibiotico correspondiente. Para cada preparacion se
centrifugaron 1,5 ml del cultivo saturado a 5000 g durante 5 min y el sedimento celular
fue resuspendido en 100 pl de solucién I de minipreparacion. Luego de 5 min de
incubacion a temperatura ambiente, se agregaron 200 ul de solucion II de
minipreparacion, los tubos se agitaron por inversion y se incubaron en hielo durante 5
min. Posteriormente se agregaron 150 pl de KAc 3 M (pH 5,2) y la mezcla se incubd
nuevamente en hielo durante 5 min antes de ser centrifugada a 13000 g durante 10 min a
4 °C. El sobrenadante se recuperd y se le realiz6 una extraccion con fenol:cloroformo
(1:1). EI ADN plasmidico presente en la fase acuosa, fue precipitado mediante el
agregado de 2 volumenes de etanol absoluto. La mezcla se incub6 a -20 °C durante 15
min y posteriormente se centrifugd a 13000 g durante 10 min a 4 °C. El precipitado fue
lavado con 500 pl de etanol 70 % (v/v), luego se dejo secar a temperatura ambiente y
finalmente fue resuspendido en 30 pl de agua bidestilada estéril.

Las preparaciones de ADN plasmidico utilizado en las reacciones de
determinacion de secuencia y en la purificacion de vectores de clonado y binarios, se
realizaron empleando el equipo comercial Wizard Plus Minipreps DNA Purification

System (Promega) siguiendo las instrucciones del proveedor.
Determinacion de la secuencia de moléculas de ADN

Para determinar la secuencia de ADN de los distintos fragmentos clonados se
utilizo el servicio provisto por Macrogen Sequencing System en Setl, Corea. Para usar

este servicio se enviaron 10 pl de plasmido 100 ng/pl junto con 10 pl de un

oligonucledtido especifico (5 uM). Las muestras fueron procesadas por un secuenciador
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automatico ABI3730XL. Los datos de las secuencias y sus respectivos cromatogramas

nos fueron enviados por correo electrénico.

Tratamientos con NaCl, manitol y hormonas

Para los estudios correspondientes al Capitulo 1, las plantulas de M. truncatula
A17 salvajes o mutantes fueron transferidas 3 dias luego de su germinacion a placas
cuadradas con medio Fahrédeus (Truchet y col., 1985, con agar 1,5 %) suplementado con
NaCl, ABA, TAA (Sigma-Aldrich) o con combinaciones de estos reactivos en las
concentraciones indicadas en las leyendas de las figuras. Luego de 6 dias de tratamiento
se analizo el fenotipo de las plantas. Para determinar el efecto de estos tratamientos en
la regulaciéon de la expresion génica a corto plazo, las semillas germinadas se
transfirieron a cajas Magenta con 30 ml de medio liquido Fahrdeus, y se cultivaron en
un agitador a 125 rpm, en condiciones de dia largo a 24 °C. Luego de 7 dias, las
plantulas fueron tratadas con NaCl, manitol, ABA, IAA (Sigma-Aldrich) o combinacion
de ellos en idénticas condiciones durante 3 h. Luego se recolectaron las raices y se las
congelo rapidamente en nitrégeno liquido para proceder a la extraccion de ARN.

Para evaluar el efecto del NaCl en el crecimiento de las raices a largo plazo,
las semillas ya germinadas fueron transferidas a macetas con una mezcla de
arena:perlita (3:1, v/v) y regadas con medio Fahrdeus suplementado con NaCl en
concentraciones de 0, 25, 50, 75 o 100 mM. Luego de 21 dias, tanto el sistema radicular
como la parte aérea de cada planta se secaron por separado y se pesaron
individualmente. Para cada tratamiento se hicieron 3 replicados bioldgicos que contaron
con al menos 20 plantas por genotipo y/o condicidon. Para determinar si las diferencias
eran significativas entre al menos 3 condiciones y/o genotipos se aplico un Test de
Kruskal-Wallis (Georgin y Gouet, 2000; P < 0,05) o un Test de t de Student en el caso
en que se compararon dos poblaciones.

Respecto a los ensayos con Benzyl-Amino-Purina (BAP, Sigma-Aldrich)
descriptos en el Capitulo 2, 15 semillas germinadas fueron transferidas a cajas Magenta
con 30 ml de medio liquido “i”, y cultivadas en un agitador a 125 rpm, en condiciones
de dia largo a 24 °C. Luego de 5 dias, las plantulas fueron tratadas con BAP en una
concentracién de 107’ M en idénticas condiciones durante 0, 1 y 3 h. Cuando fue

necesario, se llevo a cabo un pre tratamiento con cicloheximida (CHX, Sigma-Aldrich)
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50 uM. Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, se recolectaron las raices y se las

congel6 rapidamente en nitrogeno liquido para proceder a la extraccion de ARN.

Analisis de los niveles de transcriptos por PCR en tiempo real

El ARN total de las raices congeladas se extrajo con TRIZOL (Invitrogen) o
usando el RNeasy plant mini kit (Qiagen). La sintesis de ADN copia se hizo a partir de
1,5 pg de ARN total, usando el sistema Superscript II (Invitrogen). Para la
cuantificacion relativa de los niveles de ADN copia se utilizo la técnica de PCR en
tiempo real. Para ello, los oligonucleodtidos utilizados para la amplificacion (Tabla M.1)

fueron disefiados con el programa Primer3 (disponible en http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/). Las reacciones de amplificacion fueron realizadas con el reactivo
LightCycler 480 SYBR Green I Master kit, en un termociclador LightCycler 480,
siguiendo las indicaciones del fabricante (Roche). Los ciclos de la amplificacion se
desarrollaron de la siguiente manera: 10 min a 95 °C, 50 ciclos a 95 °C por 5 s, 58 °C
por 5 sy 72 °C por 15 s. La especificidad de la amplificacioén fue verificada mediante
una curva de disociacion entre 55 y 95 °C. Se contemplo un control negativo sin ADN
copia para cada par de oligonucledtidos. En todos los casos, se consideraron 4
replicados bioldgicos independientes, con al menos 10 muestras en cada uno, ademas de
un duplicado técnico proveniente de 2 sintesis independientes de ADN copia. Se llevo a
cabo una normalizacion de los datos de las diferentes muestras midiendo los niveles de
transcriptos de los genes constitutivos MtACTIN, MtRBP1 y MtH3L, seleccionados con
el programa Genorm (disponible en http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/;

Vandesompele y col., 2002). Se eligio al gen MtRBP1 (del inglés, RNA Binding Protein

1, Gruber y col., 2009) para el célculo de las relaciones, y el valor del experimento en
condiciones control fue tomado como 1, al establecer el valor de la expresion relativa o

el factor de induccion.

Analisis del fenotipo de la arquitectura radicular

La determinacion del numero de raices laterales iniciadas o emergidas se llevo
a cabo mediante observacion con el microscopio DMI6000B equipado con una camara

DFC 300 (Leica Microsystems). La iniciacion de las raices laterales se cuantificd por
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inspeccion de todo el sistema radicular, desde la etapa de 4 células del primordio en
adelante. Solo se considerd a la raiz lateral como emergida si la capa de la epidermis se
rompia. El porcentaje de raices laterales emergidas se refiere a la relacion entre las
raices laterales emergidas respecto a las iniciadas (100 %). Los resultados se expresaron
como raices iniciadas o emergidas por cm de la raiz principal (densidad), con el fin de
independizar el resultado del efecto que pudiera tener una condicion dada en la
iniciacioén de las raices laterales. Para el andlisis del sistema radicular en condiciones
simbioticas, la raices fueron inoculadas con Sinorhizobium meliloti como se describid
mas arriba, y el nimero de raices laterales y nodulos por cm fue determinado a los 7, 11
y 16 dias post inoculacion (dpi). Cuando fue necesario, se utilizo el programa Image]

(http://rsbweb.nih.gov/ij/) para medir el largo de las raices.

Transformacion de raices de M. truncatula

Para transformar la cepa bacteriana Agrobacterium rhizogenes ARqual (Sm’,
derivada de la cepa A4T; Quandt y col., 1993) se utilizaron las construcciones
correspondientes obtenidas previamente en E. coli. Se transformaron las raices de M.
truncatula siguiendo la metodologia sugerida por Boisson-Dernier y col. (2001). Las
semillas se hicieron germinar como se describe mas arriba y los dpices de las raices de
las semillas recién germinadas se cortaron con un bisturi antes de infectarlos con un
cultivo crecido 48 h a 30 °C en medio solido TY-agar de Agrobacterium rhizogenes
ARqual. Las raices transgénicas fueron seleccionadas después de transferirlas a un
medio Fahrdeus suplementado con kanamicina (25 mg/l) y mantenidas durante 2
semanas en ese mismo medio. La primera semana de incubacion la temperatura se
mantuvo a 20 °C para favorecer la infeccion de la bacteria, mientras que durante la
segunda se modificé a 24 °C. Luego las plantulas compuestas por una parte aérea
salvaje y raices transgénicas fueron transferidas al invernadero en una mezcla de arena y
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perlita o a placas con medio “i”-agar 1,5 % durante 4 dias antes de someterlas a los

distintos tratamientos.
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Expresion constitutiva de MtHB1 y MtLBDI en las raices de M. truncatula

El ADN copia completo de MtHBI fue amplificado a partir de una muestra de
ARN extraida de raices tratadas con NaCl 100 mM durante 1 h, con los
oligonucledtidos HB1 ADNc F y HB1 ADNc R (ver Tabla M.1). En el caso de M¢tLBDI
se amplifico el gen completo a partir de un clon bacteriano de la biblioteca gendmica de
M. truncatula, con los oligonucle6tidos LBD1 ADNc F y LBD1 ADNc R (Tabla M.1).
Ambos amplicones fueron clonados en el vector binario pMF2 (que contiene el
promotor 355-CaMV; Merchan y col., 2007). Para obtener el grupo control de las raices
transformadas se utilizo el vector pMF2 vacio. Con el fin de analizar el efecto de la
sobre expresion de los transgenes a nivel morfologico del sistema radicular, las plantas
con raices transgénicas de entre 1 y 2 cm de largo se transfirieron al invernadero como

[13%2]
1

fue descripto, e irrigaron con medio “i” sin sal o con NaCl 100 mM para las plantas que
sobre expresaban MtHBI, y NaCl 50 mM para las plantas que sobre expresaban
MtLBDI. Luego de 21 o 15 dias respectivamente, las plantas fueron extraidas del suelo

y se midi6 el peso seco de la parte aérea y radicular, individualmente.

Clonados correspondientes a los estudios transcripcionales

Para los andlisis transcripcionales se utilizo el vector binario pKGWFS7, que

contiene los genes reporteros GFP y GUS fusionados corriente abajo del sitio de

clonado del promotor correspondiente (http://www.psb.ugent.be/gateway/index.php;

Karimi y col., 2002). El gen GUS codifica la enzima B-glucuronidasa, cuya actividad es
detectable por reacciones histoquimicas y cuantificable mediante ensayos de
fluorometria. El clonado de los promotores en este vector se realizd mediante el uso de
la tecnologia GATEWAY (Invitrogen).

Para el estudio de los genes MtHBI y MtLBDI (Capitulo 1), se clonaron las
regiones promotoras de 2817 pb y 2000 pb corriente arriba del ATG, respectivamente.
Para ello se utilizaron los oligonucleotidos HB1 P F y HB1 PR, y LBD1 P F y LBDI P
R (Tabla M.1). El producto de la amplificacion fue clonado directamente en el vector
TOPO-D (Invitrogen) que sirvio de clon de entrada para la reacciéon de recombinacioén
LR con el vector de destino pKGWFS7 (GATEWAY, Invitrogen). Para generar la
construccion Pro-MUT MtLBDI, se reemplazdo el sitio CAATAATTG en la
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construccion  Pro-MtLBDI1 por la secuencia CAGGATCCG, utilizando los
oligonucledtidos LBD mut 5’ F y LBD mut 5° R y LBD mut 3’ F y por otro lado LBD
mut 3’ R (Tabla M.1) y subclonando en el vector pBluescript-SK™ (Addgene) entre los
sitios de restriccion Xbal y EcoR1. Finalmente, esta version del Pro-MtLBDI fue
clonada en el vector pPKGWFS7.

Respecto a los estudios realizados en el Capitulo 2, se clond una region de 3030
pb del promotor de M¢RR4 corriente arriba del ATG, con los oligonucleétidos RR4 P F
y RR4 P R (Tabla 1), respectivamente. Para la construccion de la region promotora
MtRR4 Acajas, se reemplazo el oligonucleétido RR4 P F por el RR4 A F, para poder
amplificar los primeros 1133 pb corriente arriba del ATG y clonar los amplicones
mediante la reaccion de recombinacion BP en el vector de entrada pDONR221
(http://www.psb.ugent.be/gateway/index.php; Karimi y col., 2002). Para mutagenizar la
Caja 2 del Pro-MtRR4, se utilizaron los oligonucledtidos RR4-c2 F y RR4-c2 R (Tabla

M.1) y el kit QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene), siguiendo las
indicaciones del fabricante.

También se clono la region de 2500 pb del promotor de MtNSP2 corriente arriba
del ATG, con los oligonucledtidos NSP2 P F y NSP2 P R (Tabla M.1). La regién entre
las posiciones — 616 pb y — 802 pb fue reemplazada por el sitio BamH1 por
amplificacion utilizando los oligonucleotidos NSP2 A 5° F y NSP2 A 5° R y por otro
lado NSP2 A 3° F y NSP2 A 3° R (Tabla M.1) y subclonado en el vector pBluescript-
SK™ (Addgene) entre los sitios de restriccion Xbal y EcoR1. La version completa y la
version Acajas del Pro-NSP2 fueron finalmente clonadas en el vector pkGWFS7
mediante la tecnologia de GATEWAY (Invitrogen).

Analisis histoquimico de la actividad p-glucuronidasa

Las raices transformadas se analizaron en condiciones basales o en respuesta a
un estimulo. Para ello, las mismas fueron lavadas en soluciéon Na,HPO, 50 mM pH 7,0
durante algunos minutos con el objetivo de eliminar restos de medio de cultivo. Se
transfirieron a una solucion Na,HPO4 50 mM (pH 7,0), Triton X-100 0,1 %, X-gluc (5-
bromo-4-cloro-3-indolil B-D-glucurénido) 2 mM, se les aplico vacio durante 5 min y se
incubaron a 37 °C en oscuridad durante 2-16 h (Manavella y col., 2008). Luego de la

incubacion se fijaron en una solucion de formaldehido 10 % v/v, etanol 20 % v/v y
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acido acético 5 % v/v durante 10 min a temperatura ambiente. Se retiro el fijador, se
agregd etanol 70 % para decolorar los tejidos y se guardaron en solucion etandlica a 4
°C hasta ser fotografiados. Las raices completas fueron observadas y fotografiadas con
el microscopio Nikon AZ100 equipado con una camara Nikon DS-Ril, o utilizadas para
cortes histologicos. En el caso de los nodulos simbidticos, se los incluyo en agarosa al 3
%, para ser cortados en secciones de 80 um de espesor con un vibrétomo VT 1200S
(Leica Microsystems). Las muestras fueron clarificadas rapidamente con hipoclorito de
sodio (Pichon y col., 1992) y finalmente, observadas y fotografiadas con un
microscopio DMI6000B equipado con una camara DFC 300 (Leica Microsystems).
Para la observacion y andlisis de las raices laterales en formacién, las muestras se
incluyeron en la resina Technovit 7100 (Kulzer and Co.) y se cortaron secciones de 7
um con un micrétomo Leica RM 2155. Por ultimo, se tifieron con rojo de rutenio
durante 5 min (0,005 %, Sigma), se lavaron con agua destilada, se secaron al aire y se
montaron con el sistema de Eukitt (Agar Scientific). Las secciones se observaron y
fotografiaron con el microscopio Nikon AZ100 equipado con una camara Nikon DS-
Ril. En todos los casos, las fotografias que se muestran en este trabajo representan al

menos 25 raices transgénicas independientes para cada experimento.

Extraccion de proteinas y ensayo fluorométrico de actividad B-glucuronidasa

El procesamiento de las raices en mortero se llevo a cabo agregando N, liquido
hasta obtener un polvo fino, y luego 500 pl de la solucion amortiguadora de extraccion.
La mezcla se transfiri6é a un tubo y se centrifugé a 13.000 g durante 10 min a 4 °C. Se
retiro el sobrenadante y se mantuvo en bafio de hielo.

La reaccion fluorométrica se realizd siguiendo el método descripto por Welchen y
Gonzalez (2005). Se agregaron 2,5 ul de extracto proteico a 200 ul de una solucion 1
mM de sustrato MUG (4-metilumbelliferil-f, D-glucurdénido) disuelto en metanol 40 %.
Los 200 ul de cada reaccion se incubaron a 37 °C en bafo de agua durante 20 min. Para
detener la reaccion enzimatica se utilizaron 800 pl de NaCOs 0,2 M. Los valores de
medidas fluorométricas se expresaron en pmol de MU (4-metilumbelliferona).min™.ug
de proteinas totales™ de acuerdo a una curva patrén de RFU (unidades de fluorescencia
relativa) vs concentracion de producto 4-MU. A fin de eliminar la actividad enzimatica

endogena, a cada lectura de determinacién enzimdtica se le resto el wvalor
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correspondiente al extracto proteico proveniente de plantas no transformadas. En el caso
de la determinacion de la actividad de Pro-MtRR4 y Pro-MtNSP2 en respuesta a BAP,
de cada planta debidamente identificada, primero se extrajo una muestra de proteinas en
condiciones basales y las plantas se dejaron reposar durante 72 h, luego de las cuales se
llevo a cabo el tratamiento de 3 h con BAP 107 M. Una vez finalizado el tratamiento se
hizo una nueva extraccion de proteinas. El resultado se expres6 como la relacion de la
actividad de la enzima B-glucuronidasa después y antes de la induccion por BAP.

Las medidas fluorométricas se realizaron en un equipo VersaFluor™ Fluorometer

System de Bio-Rad (filtros EM 460/10 y EX 360/40) en cubetas de 1 ml.

Tincion de las raices con lugol

Para la tincion con lugol, las raices se clarificaron durante 1 min en NaClO 50
%, y luego incubadas con lugol (Sigma) durante 5 min. Finalmente, se lavaron con agua
estéril (Bright y col., 2005), para ser observadas y fotografiadas con el microscopio

Nikon AZ100 equipado con una camara Nikon DS-Ril.

Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada utilizando el método descripto
por Sedmak y Grossberg (1977). Como patréon se utilizd una solucion de albumina
sérica bovina para realizar una curva de calibrado. Las determinaciones se realizaron
con 2 ul de extracto proteico en 500 ul de agua destilada y 500 pl del reactivo de Azul
Brillante de Coomasie (Azul brillante de Coomasie G-250 10 mg en 100 ml de etanol
absoluto 5 % v/v y écido fosférico 10 % v/v). La absorbancia se determind en un
espectrofotometro a 595 nm. Se utiliz6 la curva patrén para determinar el contenido

proteico total de cada una de las muestras.

Expresion de las proteinas recombinantes en E. coli

Para expresar en forma recombinante en bacterias, el dominio HD-Zip de
MtHBI y el dominio MYB de MtRR1 se clonaron en fase con la proteina de fusion
GST entre los sitios de restriccion EcoR1 y BamH]1 del vector de expresion pGEX-3X
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(Smith y Johnson, 1988). En el caso de MtHBI, se utilizaron los oligonucledtidos HB1
BD F y HB1 BD R (Tabla M.1) para clonar la region codificante de los aminoacidos 1 a
142. Para MtRR1 se utilizaron los oligonucledtidos RR1 BD F y RR1 BD R (Tabla M.1)
para clonar la region codificante de los aminoacidos 69 a 229. Las construcciones
plasmidicas sirvieron para transformar en ambos casos la cepa E. coli IM109 (GE
Healthcare).
Las células transformadas con la construccion deseada se hicieron crecer hasta
saturacion en 2 ml de medio LB suplementado con ampicilina, a 37 °C y con agitacion.
Una dilucién 1:100 en el mismo medio se incubd a 37 °C con agitacion, hasta alcanzar
una DOggp: 0,8. La induccidon de la expresion de la proteina recombinante se realizd
mediante la adicion de IPTG 0,3 mM (concentracion final). El cultivo fue incubado a 37
°C con agitacion durante 3 h adicionales. Posteriormente, las células fueron cosechadas
centrifugandolas a 5000 rpm durante 10 min a 4 °C y se resuspendieron en 1/20
volumenes de solucion amortiguadora de columna, respecto del volumen de medio de
cultivo procesado. A continuacion se agregé el inhibidor de proteasas PMSF en una
concentracion final de 0,1 mM. Se rompieron las células aplicando de 5 a 7 pulsos de
ultrasonido de 10 s cada uno, separados por intervalos de 10 s en un procesador
ultrasénico de alta intensidad (Vibra-Cell™ VCX-600, Sonics & Materials). Los lisados
celulares se clarificaron centrifugando a 10000 rpm durante 10 min a 4 °C y las
fracciones sobrenadante y precipitada fueron recolectadas y conservadas a —20 °C hasta
su posterior analisis.

Se tomaron alicuotas de ambas fracciones, y ¢éstas fueron analizadas por

electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

Electroforesis de proteinas

La separacion de proteinas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS se
llevo a cabo en geles verticales siguiendo el procedimiento descripto por Laemmli
(1970). Se utilizé una relacion de acrilamida:bisacrilamida 30:0,8. El gel de separacion
se prepard con una concentracion final de acrilamida del 12-15 % (p/v) y del 6 % (p/v)
en los geles de concentracion. La separacion electroforética se realizd en solucion

amortiguadora de corrida 1 x, aplicando una corriente de intensidad constante a 25 mA.
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Las muestras a sembrar fueron previamente desnaturalizadas mediante el agregado de
un volumen de solucidn de siembra e incubacion de 3 min en bafio a 100 °C.

Una vez finalizada la separacion electroforética, las proteinas fueron
visualizadas en el gel por tincion con una solucion de Coomassie Brilliant Blue R-250
(Sigma) 1 % (p/v) en una mezcla de etanol:adcido acético:agua (50:10:40). EI gel se
incubd en un bafio de esta solucion durante algunas horas en una estufa a 65 °C. Una
vez tefido, el gel fue retirado del bafio para ser decolorado con una mezcla etanol:acido
acético:agua (25:10:65). Cuando el gel recobro la transparencia y solo las bandas de
proteinas conservaban el color azul del colorante se puso fin a la decoloracién. Como
marcador de masa molecular se us6 LMW Calibration Kit for SDS (Amersham
Biosciences). Sembrando 3 pl del mismo, se observaron las siguientes bandas: 97 kDa
(1,005 pg), 66 kDa (1,245 pug), 45 kDa (2,2 pg), 30 kDa (1,245 ug), 20 kDa (1,2 ug) y
14,4 kDa (1,74 ng).

Purificacion de las proteinas de fusion mediante cromatografia de afinidad

Una vez verificada su expresion en forma soluble, se procedid a purificar la
proteina recombinante expresada en E. coli como producto de fusion a la proteina
glutation S-transferasa (GST) segun describieron Kaelin y col. (1992). El procedimiento
que se siguio fue el descripto por GST Gene Fusion System (Pharmacia Biotech). El
sobrenadante resultante de la centrifugacion de los lisados celulares se diluy6 3-5 veces
en solucion amortiguadora de columna y se sembrd en una columna de glutation-
agarosa (Pharmacia Biotech), previamente equilibrada en la misma solucioén. Se empleo
aproximadamente 1 ml de matriz para un volumen de partida de medio de cultivo de
100 ml. El extracto proteico soluble se hizo recircular por la columna mantenida a 4 °C
entre 3 y 5 veces para lograr una eficiencia de union maxima a la fase soélida.
Posteriormente, se lavo la columna con 8 volumenes de soluciéon amortiguadora de
columna. La proteina unida fue eluida en fracciones de 200 pl, empleando una solucion
de de glutation reducido (Sigma-Aldrich) 10 mM en Tris-HCl 50 mM. Las fracciones

eluidas fueron analizadas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.
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Obtencion de oligonucledtidos sintéticos doble hebra y marcacion radioactiva de

los mismos

Las hebras de cada uno de los oligonucleotidos utilizados en el Capitulo 1 fueron
sintetizadas quimicamente en forma separada (Alpha DNA). Para todos los
oligonucledtidos doble hebra, los extremos son idénticos, diferenciandose unicamente
en el pseudopalindromo central de 9 pb, cuyas secuencias respectivas se mostraran en

las leyendas de las figuras del Capitiulo 1:

5'-AATTCAGATCTNNNNNNNNNAGAG -3’
3’-GTCTAGANNNNNNNNNTCTCCTAG-5"

La hibridizacion de las hebras complementarias se llevd a cabo mezclando 400
ng de cada una de ellas en un volumen de 20 pl finales de agua. La solucion se mantuvo
durante 5 min a una temperatura de 85 °C, dejando luego que ésta baje gradualmente
hasta alcanzar las condiciones ambientales. Dos ul de la solucion de oligonucleo6tido
doble hebra fueron incubados en un volumen final de 50 ul, en presencia de 10 uCi
[**P]-adATP (3000 Ci/mmol), dCTP, dGTP y dTTP 0,2 mM c/u, 1,5 U de Klenow
(Promega) y solucion amortiguadora 1 x suministrada por el proveedor de la enzima. La
reaccion de marcacién se llevo a cabo durante 16 h a temperatura ambiente y el [*°P]-
adATP no incorporado se elimin6 en columnas de Sephadex G-50 segun la técnica de

Penefsky descripta por Ausubel y col. (1987).

Ensayos de retardo en geles

Los ensayos de retardo en geles fueron realizados segtin el protocolo descripto
por Sessa y col. (1993). Se incubaron 20 ng (GST-MtHB1) o 1 pg (GST-MtRR1) de
proteina de fusion purificada, en presencia de ADN doble hebra marcado
radiactivamente con [**P]-adATP (5000 uCi/calle) en un volumen final de solucién de
uniodn de 20 pl. Después de incubar durante 20 min a 4 °C, se adicion¢ ficoll hasta 2,5 %
(p/v) final, y las mezclas de union se sembraron sobre un gel de poliacrilamida no

desnaturalizante previamente precorrido a 100 V constantes durante 90 min. La solucion
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de corrida utilizada fue TBE 0,5 x. La siembra se hizo con la corriente encendida a la
misma diferencia de potencial que durante la precorrida y luego se modificé a 120 V
constantes. La electroforesis se dejo transcurrir aproximadamente 1,5 h. Posteriormente
el gel se secd y se expuso a una placa radiografica con pantalla intensificadora a —80 °C,

durante 16 h.

Ensayos de competencia

Para una identificacion inequivoca de la secuencia que es unida especificamente
por la proteina in vitro, se hicieron ensayos de competencia en geles de retardo,
agregando a cada mezcla de reaccion un exceso molar de 20 veces de cada

oligonucledtido competidor sin marcar, antes de agregar el oligonucledtido marcado.

Seleccion de sitios de union especificos (SELEX)

Para seleccionar las moléculas de ADN reconocidas especificamente por MtRR 1
in vitro, se aplicd la técnica de seleccion de oligonuceotidos de secuencia al azar,
también conocida como SELEX (del inglés, Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment; Oliphant y col., 1989). Para ello se siguié el procedimiento
descripto por Blackwell y Weintraub (1990). La separacion de los oligonucleotidos
unidos a la proteina de los que no lo fueron se logréo sembrando la mezcla de unién en
un gel en condiciones nativas, que permite separar, de acuerdo a su movilidad
electroforética, el ADN libre (de mayor movilidad), de los complejos ADN-proteina (de
movilidad menor).

Para esta técnica se utilizd un oligonucleotido doble hebra de 52 pb, marcado
radioactivamente con [**P]-adATP, cuya secuencia es:
5"-GATGAAGCTTCCTGGACAATNNNNNNNNNNNNGCAGTCACTGAAGAATTCT-3".
El mismo fue amplificado por PCR con los oligonucleotidos SELEX A y SELEX B
(Tabla M. 1).

Las reacciones de union y la electroforesis de llevaron a cabo como se describe
mas arriba utilizando la proteina de fusion GST-MtRR1 purificada. Luego del revelado
de las placas autorradiograficas se escindieron del gel seco las zonas de migracion de

los complejos ADN-proteina con la ayuda de un bisturi. Los oligonucledtidos se
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eluyeron empleando 1 ml de solucidon de elucion. Luego de 6 h de elucion a 37 °C, la
mezcla se sometid a extraccion con fenol/cloroformo, y el ADN fue precipitado en

presencia de 2,5 ug ARNt y 2 volumenes de etanol absoluto.

Sintesis y amplificacion de oligonucleotidos doble hebra

Tanto el oligonucledtido simple hebra utilizado como el ADN unido y eluido de
los geles de retardo se amplificaron por PCR empleando 1 pl de molde y los
oligonucledtidos SELEX A y SELEX B (Tabla 1), por accion de la enzima 7ag ADN
polimerasa (Pormega). La PCR consisti6 de 18 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 53 °C,
y 1 min a 72 °C. El ntimero de ciclos fue de 12 desde la cuarta ronda de SELEX.
Posteriormente, los oligonucleotidos amplificados fueron purificados en geles de
poliacrilamida nativos al 15 % (p/v) y la mezcla se sometié a nuevos ciclos de seleccion

y amplificacion.

Electroforesis en geles de poliacrilamida y purificacion de los fragmentos de ADN

amplificados

Los geles de poliacrilamida al 15 % (p/v) se realizaron a partir de
acrilamida/bisacrilamida 38:2, 0,6 ml de solucién amortiguadora TBE 10 x, en un
volumen final de 6 ml. La gelificacion se logré mediante el agregado de 12,5 ul de APS
30 % (p/v) y 3,6 ul de TEMED. Se us6 como soporte del gel al equipo Miniprotean III
(Bio-Rad Laboratoies Inc., USA). Las corridas electroforéticas se realizaron en TBE 1 x
a 20 mA constantes. Una vez finalizadas, los geles se tifieron con una solucion de
bromuro de etidio 0,3 pg/ml durante 20 min. Las bandas fueron visualizadas sobre
transiluminador de luz UV vy escindidas del gel para su elucién. Esta se realizo en las

mismas condiciones que en el caso de la seleccion de sitios de union especificos.

Marcacion radioactiva de oligonucledtidos doble hebra obtenidos por PCR

La marcacion de los oligonucleodtidos doble hebra se realizé mezclandolos con
400 ng del oligonucleétido A o B. Los oligonucledtidos doble hebra de la mezcla fueron

deshibridados en un bafio a 75 °C durante 5 min al que se dejo alcanzar lentamente la
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temperatura ambiental, para permitir el anillado de las hebras simples con los
oligonucledtidos SELEX A o SELEX B. La mezcla se incub6 en presencia de 10 uCi
[**P]-adATP (3000 Ci/mmol), dCTP, dGTP y dTTP 0,2 mM c/u, solucién buffer 1 x
suministrada por los proveedores de la enzima, y 1,5 unidades de Klenow (Promega).
La reaccion de marcacion se llevo a cabo durante 16 h a temperatura ambiente y el **P-
dATP no incorporado se elimin6 en columnas de Sephadex G-50 (Amersham) seglin la

técnica de Penefsky descripta por Ausubel y col. (1987).

Clonado molecular de los oligonucledtidos seleccionados

El clonado de los oligonucledtidos se hizo en el vector comercial TOPO 2.1™
(Invitrogen), que consta de un dTTP en cada extremo 3" protuberante, que puede ser
complementado para la ligacion, por un dATP que deja protuberante la enzima 7agq
ADN polimerasa en su amplificacion. Se transformaron células de E. coli DH5a con el
producto de ligaciéon por el método de electroporaciéon. La suspension conteniendo
células transformadas fue sembrada en placas con medio solido LB agar suplementado
con 100 pg/ml de antibiotico ampicilina, X-GAL e IPTG para la identificacion de las
colonias de células transformadas con el plasmido y el inserto deseado. Se hicieron
repiques de 40 colonias blancas aisladas en medio LB fresco suplementado con
ampicilina en la misma concentracion, y los cultivos se dejaron crecer durante 16 h. Se
realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico de todos los cultivos. Para constatar
la presencia de inserto de tamafio apropiado en los clones, se llevd a cabo un corte con
la enzima de restriccion EcoRI (Promega), cuyos sitios de reconocimiento flanquean el
sitio de insercion en el vector utilizado. El producto de la digestion enzimatica fue
sembrado en geles de poliacrilamida al 15 % (p/v), corrido electroforéticamente y

tefiido de igual manera que en la técnica descripta en el apartado.

Preparacion de los extractos de proteinas nucleares

Los extractos de proteinas nucleares de las raices fueron realizados usando la
técnica descripta por Maliga y col. (1995). Se colocaron 5 ml de solucion de
homogeneizacion por gramo de tejido fresco y la mezcla se licudé en una licuadora de

uso doméstico (Philips). El homogeneizado se filtr6 por una tela de pafial y una de tipo
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nylon mesh (una capa de cada una). Luego se procedid de la siguiente manera: se
centrifugd 20 min a 4 °C a 5000 rpm; se descartd el sobrenadante y se resuspendio el
precipitado cuidadosamente en solucion de homogeneizacion. La suspension obtenida
se volvid a centrifugar durante 10 min a 1912 g y el precipitado se resuspendidé en
solucion de homogeneizacidon. Se repitio este ultimo paso 10 min a 1464 g y luego 8
min a 1464 g, y por ultimo 6 min a 1464 g. Se descartd el madximo volumen de solucién
de homogeneizacidon para luego resuspender los ntcleos en el minimo volumen de
solucion de congelamiento (500 pl). La solucidon se congeld rapidamente en N, liquido
y se guard6 a -80 °C hasta el momento de su uso.

Para preparar los extractos, las suspensiones congeladas se descongelaron en
hielo y se les agregd NaCl hasta una concentracion final de 0.47 M (aprox. 182 ul de
solucion de lisis por cada ml de suspension de nucleos). La mezcla se agitdo durante 30
min a 4 °C y se centrifugd 20 min a 12.000 g (10000 rpm) a 4 °C para bajar la
cromatina. Cuidadosamente se tomoé el sobrenadante para que no se contamine con el
precipitado y éste se dializo 3-4 horas contra una solucion de didlisis en la heladera
cambiando la solucion de didlisis al menos 4 veces. Las proteinas se concentraron en
columnas Amicon-Centricon 10, llevandolas a una concentracion final de 1-3 mg/ml.

La calidad de las muestras de proteinas fue analizada por SDS-PAGE y la

concentracion de éstas fue determinada por la técnica de Sedmak y Gorssberg (1977).

Ensayo de inmuno precipitacion de la cromatina seguido de PCR

Para realizar el ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina se decidid
expresar en las raices una construccion quimérica de MtHB1 seguido de una cola de d
de 2 Hemoaglutininas, reconocida por anticuerpos comerciales (Miltenyi Biotec). La
construccion ProMtHBI1:MtHBI1:2xFLAG:2xHA se obtuvo gracias a la tecnologia de
MultiSite GATEWAY Cloning System (Invitrogen), usando como vector de destino al
pK7m34GW (Karimi y col., 2002). Se obtuvieron raices transgénicas transformadas con
este vector binario y se utilizaron 2 g de estas raices para el ensayo asi como la misma
masa de raices salvajes como controles. Se obtuvieron nucleos siguiendo la técnica
descripta mas arriba hasta llegar al paso anterior al lisado, y en ese momento se fijaron
inmediatamente con formaldehido 1 % durante 20 min. La inmuno precipitacion de la

cromatina se realiz6 siguiendo el protocolo descripto por Hirsch y col. (2009) utilizando
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el ChIP assay kit (Millipore) con ciertos cambios: se reemplazaron los pasos de lavado
y reconocimiento del kit Millipore por los anticuerpos anti-HA y las columnas de
separacion de puMACS (Miltenyi Biotec). Para la amplificacion del la region
circundante al elemento cis en el ProMtLBDI, se utilizaron los oligonucle6tidos LBD

ChF y LBD Ch R (Tabla M.1).

Ensayo de microarreglos, procesamiento de la informacion y analisis estadistico

Para el ensayo de microarreglos de los &pices de las raices en respuesta a las
citoquininas, se transfirieron plantulas a macetas llenas de una mezcla de perlita y arena
(3:1) con un fondo de malla metalica. Luego de aproximadamente 10 dias, las raices
pasaron a través del fondo de malla metalica (como fue descripto por Gruber y col.,
2009). El medio de cultivo liquido con el que se irrigaban las plantulas (SN/2, Soluplant
18.6.26, Duclos International) se reemplaz6 por medio fresco suplementado o no con
BAP 107 M durante 1 h. Se realizaron 4 replicados bioldgicos para cada condicién
(control y tratamiento), usando al menos 9 plantas por replicado. Se cortod
aproximadamente 1 cm del apice de cada raiz y se congelaron en nitrégeno liquido,
conservandose a -80 °C hasta el momento de la extraccion de ARN. Se llevo a cabo un
control de calidad del ARN con el Bioanalizador Agilent 2100 (Aligent). Se utilizaron 2
ng de cada muestra para sintetizar ADN copia marcado con Cy5/Cy3, utilizando el kit
Amino Allyl Message Amp™ II RNA Amplification (Ambion), siguiendo las
instrucciones del fabricante, con 2 muestras independientes marcadas con Cy5 y 2 con
Cy3. El ADNc fue hibridizado luego con los arreglos de oligonucledtidos de 70 pb
Mt16K+ (http://www.ebi.ac.uk/microarray-as/ae/; numero de acceso A-MEXP-138,

base de datos ArrayExpress) por 16 h a 60 °C, en un horno giratorio a 6 rpm en una
camara de hibridizacion (Aligent). Se lavaron las ldminas utilizadas en la oscuridad y
con agitacion suave con SSC 1 x, SDS 0,2 % por 10 min a 50 °C, SSC 0,1 x por 10 min,
SSC 0,05 x por 5 min 2 veces, y finalmente con agua por 1 min. Estos pasos de lavado
se hicieron a temperatura ambiente. Se hizo la lectura de las laminas hibridizadas con un
escaner de 2 laseres Genepix (Axon Instruments), y las imagenes obtenidas fueron
analizadas con el programa GenePix 6.0 (Molecular Devices). La transformacion y
normalizacién de los datos se llevo a cabo con el programa MAnGO R script (version

1.0; Marisa y col., 2007), que consistid en una serie de correcciones y sucesivas
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normalizaciones (Yang y col., 2002). El analisis diferencial se bas6 en el Test t empirico
de Bayes moderado, ajustado con una correccion de test multiple (Benjamini y
Hochberg, 1995). El mismo se encuentra disponible en

http://www.ebi.ac.uk/microarray-as/ae/ con el nimero de acceso E-MEXP-1442). Se

seleccionaron los genes expresados diferencialmente considerando un umbral
establecido en valores p ajustados y el factor de induccion, ademés de un umbral del
ruido de fondo basado en el promedio de la intensidad de los dos canales (media A > 7
en una escala de logaritmo en base 2. Para ello, se consideraron los controles negativos
incluidos en el microarreglo.

Como herramienta de visualizacion se utiliz6 al programa MapMan (disponible

para descargar en http://gabi.rzpd.de/projects/MapMan/; Thimm y col., 2004; Tellstrom

y col., 2007). Para predecir categorias funcionales enriquecidas en genes regulados
diferencialmente, se consider6é un umbral establecido por un | Factor de Cambio | >1,5
y un valor p ajustado < 0,001. Se realiz6 un Test t de Fisher exacto (p > 0,05) para
seleccionar las categorias con mas de 10 elementos, de los cuales al menos 3 fueron

regulados diferencialmente por citoquininas.
Analisis bioinformatico
Para la construccion del arbol filogenético de las proteinas de la familia LBD,

primero se identificaron aquellas conocidas de M. truncatula haciendo uso de BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). El programa ProtTest (Abascal y col., 2005) es

el que determind el modelo mejor adaptado a la evolucion de las proteinas. En este
programa se seleccion6 una matriz WAG mas los modificadores G (gamma) y F
(frecuencias) para las secuencias completas. La reconstruccion del arbol filogenético se
llevé a cabo usando un algoritmo Bayesiano implementado por el paquete MrBayes 3
(Huelsenbeck y col., 2001), incluyendo todas las proteinas LBD conocidas de M.
truncatula, todas las proteinas de la Clase II de Arabidopsis y un niimero similar de
proteinas de la Clase I de Arabidopsis.

El alineamiento de las proteinas MtHB1, AtHB7 y AtHB12 se llevo a cabo
con el programa MAFFT 6.0 (Katoh y Toh, 2008) y la herramienta de visualizacion
MView (Brown y col., 1998).
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Conjuntamente con el grupo de trabajo del Dr. Jérome Gouzy (INRA
Toulouse, Francia), desarrollamos un programa para realizar la busqueda del elemento
en cis reconocido por MtHB1 en los promotores de los genes regulados por NaCl
(Gruber y col., 2009), asi como para buscar las cajas derivadas del consenso del SELEX
de MtRR1 en los promotores de los genes regulados por citoquininas. El programa
GetAndScanPromoterRegionsFromAListOfMedicagoIDsToUniquelDs, disponible para
su uso en http://www.legoo.org/, esta basado en el desarrollo de REMORA Workflows

(Carrere y Gouzy, 2006). Para el trabajo relacionado a MtHBI1 se utiliz6 una lista de
genes regulados diferencialmente en los apices de las raices por estrés salino (Gruber y
col., 2009). Se establecieron los siguientes parametros de busqueda: largo del promotor:
2000 pb; secuencia de PatScan: CAATNATTG, donde la N fue reemplazada en
sucesivas busquedas por A, C, G o T; seguido de [0,0,0], lo que implica que no se
aceptd ningun error en la concordancia de la secuencia. Para el estudio de MtRR1, se
utilizo la lista de genes diferencialmente regulados por citoquininas, como fueron
definidos anteriormente. Se establecieron los siguientes parametros: largo del promotor:
2500 pb; secuencia de PatScan: derivada en cada caso del consenso del SELEX,
indicadas en la Tabla 2.2 del Capitulo 2. La secuencia estuvo seguida en todos los casos

de [0,0,0], lo que implica que no se aceptd ningln error en la concordancia de la misma.

Numeros de acceso

Las secuencias de los genes estudiados en este trabajo pueden ser encontradas en
el Arabidopsis Genome Initiative o la base de datos GenBank/EMBL, con los siguientes
numeros de acceso: M. truncatula (MtGI19) MtHB1 (o HD1374), TC117282; MtLBD1,
TC121747; MtACT, TC106786; MtH31, TC117750; MtRBP, TC113147; Arabidopsis
AtHB7, AT5G46880.1; y AtHB12, AT3G61890.1. La lista de numeros de acceso de los

genes estudiados en el Capitulo 2, se detalla en la Tabla 2.1 del Anexo 1.
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Tabla M.1 Lista de oligonucleotidos utilizados

Uso | Nombre Secuencia en sentido 5'-3'
HB1 ADNc F GGGTCTAGAATGGAATATAGCCAATA
HB1 ADNc R GGGGGATCCTCAAGACCAAAAGTCCCACCATTG
LBD1 ADNc F GGGTCTAGAATGAGTTGCAACGGTTGCC
LBD1 ADNc R GGGGGATCCATCGATCATAAGAATAGTGTAAGG
HBIPF CCACAAAATTTTCCAAAAAAATTC
HB1 PR TTGAGTTCTTATCATGAGGGG
LBDIPF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGGAACAAATAGTAATTTG
LBDI PR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTTAGTTAATCATGTGAACAAAG
LBD mut 5'F GGGGAATTCTAATGGAACAAATAGTAATTTGC
LBD mut 5'R GGGGGATCCTGGTGTATCTTCTTTTTTTATAAT
g LBD mut 3'F GGGGGATCCGTCCTTGCATTTCACAAACTAA
-2 [LBD mut 3'R GGGTCTAGATTTTAGTTAATCATGTGAAGAAAG
E RR4PF CACCCTTTGTCTTTATCTCATATACTC
Slrrapr | CATGCCATGGCACTCTCTTTGAAGAAAAAAAAGA
gﬁ RR4 AR CACCGGTACCCCCGAGAAAATAACT
é RR4-c2 F TAGGGACTAAAACCAAAATACTGCATA
2 |RR4-c2R GTTTTGGTCCCTGCAAATATGCAGTATT
é NSP2 P F CACCACGTTGAGCAATGGCGTAAGAG
“ INSP2PR GGTATAATTAAGTTAGGTGTTTAAG
NsP2ASF | GGGGAATTCACGTTGAGCAATGGCGTAAG
NSP2 A5'R GGGGGATCCAGCACTTAACGAGTCTTCAAATTG
NSP2AYE | GGGGGATCCTAAATAATAAAAAAAAAAACAATATT
NSP2 A 3'R GGGTCTAGAGGTATAATTAAGTTAGGTGTTTAAG
HB1 BDF GGGGGATCCTGGAATATAGCCAATA
HB1 BDR GGGGAATTCTTGTGAACTACTCTGACTTTGC
RR1IBDF CGCGGATCCCAATTTCCCACGGTGCCC
RR1 BDR CACGAATTCGTCTGGATATCCTTGCTG
SELEX A GATGAAGCTTCCTGGACAAT
SELEX B CAGAATTCTTCAGTGACTGC
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Uso | Nombre Secuencia en sentido 5'-3'

H3LF ATTCCAAAGGCGGCTGCATA
H3L R CTTTGCTTGGTGCTGTTTAGATGG
RBPI1 F AGGGGCAAGTTCCTTCATTT
RBP1 R GGTAGAAGTGCTGGCTCAGG
ACTIN F TGGCATCACTCAGTACCTTTCAACAG
ACTIN R ACCCAAAGCATCAAATAATAAGTCAACC
HB1F ATTCCAAAGGCGGCTGCATA
HB1 R CTTTGCTTGGTGCTGTTTAGATGG
LBDI/LOBF | TGGCAATTCTGTCAACTTGG
LBD1/LOBR CAACGTGGAAGACTCCGATT
ERNI F GGAAGATGGTGCTGTTGCTT
ERNI1 R TGTTGGATTGTGAACCTGACTC
NSP2 F TTCATTGGAGGCTGGTTTTC

—= [NSP2R CACCCACCTCTTCAACCCTA

§ RR4 F ATGCTTTTGTTCCGGGTTTA

g RR4 R CTGCACCTTCCTCCAAACAT

zloste | GTTGGTAGGCTTTTGGGTGA

6 GST R CTGCAATTGGTTTCTGAGCA

Sloekxr | CACAGAATCACCACCAAACG
CKXR GCCGCCACTGTTAAATTTGT
bHLHF | GTCTGTGGTGACGGTTGATG
bHLH R CCCTATTCCCATCTGAGCAA
NAME | TGAAGTGAGATTGCCACCAG
NAM R TGGGTATTTGGCTTCTTTGG
RAVF | CGGTTTGTTTTCAACGGTCT
RAV R ACCCCAAATAACCGAACCAT
ScRF_ | GGCAGGTCAGGAACAAAAGA
SCRR TCCCTGCAAAACCCACTTAC
bzipF | TGTGATGCGCACTTCTTITC
bZIP R TTGCGGAATCATGCAGTTAG
LBDChF | CATTGAAGGGACACAGAATAC
LBD ChR TGGACCCATTATAACCCCAG
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Uso | Nombre Secuencia en sentido 5'-3'
Selex Consenso AATTCACATATAATGAGACTAGTTGAG
Selex Consenso R GATCCTCAACTAGTCTCATTATATGTG
o [Cajal AATTCACATATAACGAGACATATTGAG
é Caja 1R GATCCTCAATATGTCTCGTTATATGTG
§ Caja 2 AATTCACATATAATGAGACATATTGAG
S |Caja2R GATCCTCAATATGTCTCATTATATGTG
6 |Caja3 AATTCACATATAATGGTCTCTATTGAG
g" Caja 3R GATCCTCAATAGAGACCATTATATGTG
(]
2 Caja 4 AATTCACATATTTTAGTCTCTATTGAG
§ Caja 4R GATCCTCAATAGAGACTAAAATATGTG
% Caja 5 AATTCACATATAATGAGATTAGCTGAG
; Caja 5R GATCCTCAGCTAATCTCATTATATGTG
g Caja 6 AATTCACATATGATGAGACTTAATGAG
- Caja 6R GATCCTCATTAAGTCTCATCATATGTG
Selex mut AATTCACATATAATACTGCTAGTTGAG
Selex mutR GATCCTCAACTAGCAGTATTATATGTG

Medios de cultivo utilizados en este trabajo

LB Peptona de carne 10 g/1
Extracto de levadura 5S¢/l
NaCl 10 g/l

LB agar Agar 15 g/l

TY Peptona S5¢g/l
Extracto de levadura 3g1
CaCl, 10 mM

TY agar Agar 15 g/l

Féhraeus MgSO4 5x10*M
KH,PO,4 7x10*M
Na,HPO, 8§x 10*M
Fe-EDTA 5x10°M
NH4NO; 107 g/l
MnSOy 10* g/l
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Medio « 1 » 40 x
Solucion A.1
Solucion A.2
Soluciéon A.3
Solucion A.4

Solucion A.5

Solucion B

Solucion C

CuSOq4
ZnSOy4
H;BO;
Na,MoOy4
CaCl,

KNO;
KH,PO4
CaCl,
MgSO4
KSO4

Fe-EDTA

H3;BO;

(NH4)sM07024

MnSO4
ZnSOy,
CuSOq4
KCI
H,S04

10 g/1
107 g/l
107 g/l
10 g/1
1 mM

20,2 g/l
27,2 g/l
73,0 g/l
24,6 g/l
43,5 g/l

8,2 g/l

11,0 g/l
1 g/l
6,2 g/l
1 g/l
0,5 g/l
10 g/1

0,5ml/1

Mezclar 250 ml de cada una de las soluciones A, 250 ml de la solucion By 13,5 ml de

la solucion C en un volumen final de 10 1 de agua desionizada.

Soluciones

Electroforesis de ADN y minipreparacion de ADN plasmidico

TAE 1x

Tris-HAc pH 8,0

EDTA

40 mM
1 mM

50



Materiales y Métodos

TBE 1x

Solucion I de

miniprep

Solucion 11 de

miniprep

Solucion 111

miniprep

X-GAL

IPTG

Tris-HCI
H;BO;
EDTA

Tris-HCI pH 8,0
glucosa

EDTA pH 8,0

NaOH
SDS

KAc pH 4,2

X-GAL

IPTG

89 mM
89 mM
20 mM

40 mM
50 mM
10 mM

0,2N
1%

5M

50 mg/ml

en dimetilformamida

119 mg/ml

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes.

Acril/Bisacrilamida 30:0,8
Tris-HCI 8x pH 8,9
Tris-HCI 8x pH 6,8

SDS 10% (p/v)

Agua destilada c.s.p.

APS 10% (p/v)
TEMED

gel de separacion 12 % (p/v) gel de concentracion

1,6 ml
0,48 ml

40 ul
4 ml
26,6 ul
5,6 ul

0,41 ml

0,25 ml
20 ul

2 ml
20 ul

2 ul
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Tris-HCI 8x pH 8,9

Tris-HCI 8 x pH 6,8

Soluciéon amortiguadora 2 x

de siembra

Soluciéon amortiguadora 10 x

de corrida (Laemmli)

Tris

HCI

Tris

HCI

Tris-HCI pH 7,0
glicerol

SDS
B-mercaptoetanol

azul de bromofenol

Tris
glicina

SDS

36,6 % (p/v)
3IM

5,98 % (p/v)
0,49 M

100 mM

20 % (v/v)
4 % (p/v)

10 % (p/v)
0,01 % (p/v)

250 mM
25M
1 % (p/v)

Extraccion de proteinas de plantas para ensayos de fluorometria

Solucidon amortiguadora 1x

Na,PO4 pH 7,0
EDTA pH 8,0
SDS

Triton

B-mercaptoetanol

Obtencion de extractos nucelares

Solucidon de homogeneizacion

sacarosa

NaCl

Pipes pH 7,0
EDTA pH 8,0
MgCl,
B-mercaptoetanol®

Tritén X-100*

50 mM
10 mM
0,1 %
1%

10 mM.

250 mM
10 mM
25 mM
5mM
10 mM
20 mM
0,1 %
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Solucién de congelamiento

Solucion de lisis

Solucion de dialisis

* agregar en el momento de usar.

Purificacion de proteinas de fusion a GST en pGEX-3X

Soluciéon amortiguadora

de columna

Solucién amortiguadora

PMSF*

Hepes pH 7,6
NaCl

MgCl,

KCl

glicerol
DTT*
PMSF*

NaCl

Hepes pH 7,6
MgCl,

KCl

glicerol
DTT*
PMSF*

NaCl

Hepes pH 7,6
EDTA
glicerol
DTT*
PMSF*

Tris-HCI pH 8,0
EDTA pH 7,8

Tris-HCI pH 8,0

0,2 mM

50 mM
100 mM
5mM
10 mM
50 %

| mM
0,2 mM

25M
50 mM
5mM
10 mM
20 %
ImM
0,2 mM

40 mM
20 mM
0,2 mM
20 %
ImM
0,2 mM

25 mM
1 mM

50 mM
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de equilibrado

Soluciéon amortiguadora

de elucion

Geles de retardo

Gel de retardo

Solucion de unidén

glutation reducido

Tris-HCI pH 8,0

acrilamida 30 % (p/v)
bisacrilamida 2% (p/v)
TBE 10 x

glicerol 50 % (p/v)
APS 30% (p/v)
TEMED

agua destilada c.s.p.

HEPES pH 7,5
KCl

MgCl,

EDTA

DTT

10 mM
50 mM

6,5 ml
1,6 ml
2 ml
2 ml
150 pl
44 ul
40 ml

20 mM
50 mM
2mM
0,5 mM
1 mM
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La regulacion de la emergencia de las raices laterales por el estrés medioambiental
requiere de un factor de transcripcion de la familia HD-Zip I, MtHB1, en Medicago
truntacula

La saper familia de factores de transcripcion con homeodominio

El homeodominio (HD) esta definido por una secuencia de 60 aminoacidos que posee
un extremo amino terminal flexible y estd plegado en 3 hélices a, conectadas entre si por una
vuelta y un rulo. Las hélices [, II y III se forman con los residuos 10 a 22, 28 a 38, y 42 a 59
respectivamente. El HD es capaz de interaccionar en forma especifica con el ADN,
estableciendo el contacto a través de la hélice III, el brazo N-terminal y el loop (rulo) que une
las hélices 1 y II. Es codificado por una secuencia nucleotidica consenso de 180 pb conocida
como caja homedtica, del inglés homeobox. Este dominio se identificd por primera vez en la
mosca de la fruta, Drosophila melanogaster mediante estudios genéticos (Garber y col., 1983).
Su nombre deriva del efecto de homeosis, reemplazo completo de un segmento corporal por
otro, producido por la mutaciéon puntual o expresion ectopica de uno de estos genes. Por
ejemplo, la mutacion en ANTENNAPEDIA, provoca en Drosophila el desarrollo de patas en el
lugar de las antenas (Figura 1.1). Este descubrimiento (Garber y col., 1983) tuvo lugar en el
laboratorio del Dr. Walter Gehring y abrié un campo de estudio acerca de los genes implicados
en el desarrollo que significo el Premio Nobel de Medicina para Edward Lewis, Christiane
Niisslein-Volhard y Eric Wieschau en el afio 1995. Con el transcurso del tiempo, el dominio
HD se encontrd en FTs de organismos evolutivamente distantes, incluyendo animales, hongos y
plantas (Chan y col., 1998). El gen de maiz KNOTTEDI fue identificado con el uso de
transposones y fue el primer gen aislado de plantas que codifica un FT con HD (Vollbrecht
y col., 1991). Casualmente, su nombre fue escogido por el fenotipo de hojas anudadas (en
inglés knotted) que genera la expresion constitutiva de este gen (Figura 1.1B). Desde ese
momento, numerosas proteinas con HD han sido identificadas en una gran variedad de

plantas.

56



Capitulo 1

Figura 1.1. Efecto homeoético de la mutacion puntual del gen ANTENNAPEDIA de
Drosophila melanogaster. El segmento completo correspondiente a las antenas es

reemplazado por patas. Tomado de Turner y Mahowald (1979).

La super familia de los homeodominios en plantas

Desde la identificacion de KNOTTEDI se encontré en plantas un gran numero de
genes que codifican HDs, aunque sdlo algunos fueron funcionalmente caracterizados con
profundidad. El advenimiento de la obtencion de las secuencias expresadas (ESTs) y de
genomas de plantas en los ultimos afios, tales como Arabidopsis, arroz, soja y Lotus entre
otras, facilité la clasificacion certera de estas proteinas en familias y subfamilias, en
funcion de caracteristicas comunes. Existen en plantas 6 familias de FTs con HD,
determinadas por la conservacion de secuencias dentro y fuera de este dominio, su
ubicacion en la molécula, el tamafio de la proteina, la asociaciéon con otros dominios y la

estructura génica (Figura 1.2.).
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Stper familia de proteinas con homeodominio en plantas

Familia

HD-Zip NH, | pehipdi=3... ] COOH
KNOX NH, iiMeinexd. . plabDI. 3 COOH
PHD  NH, 7/~ I PHD | whd 7 COOH
BELL NH, b e 24 =HRA.VIT cooH

2

WOX NH, kB oA W1 EAR]] COOH
ZF-HD NH, i COM | eHBA.1 cooH

Figura 1.2. Representacion esquematica de las estructuras y dominios distintivos de cada
familia de proteinas con HD. Abreviaturas: AD, dominio 4cido; DM, motivo de
dimerizacion; EAR, motivo de represion amfifilico, ELK dominio nombrado por esta
secuencia de amino acidos conservada, glu (E), leu (L) y lys (K); HD, homeodominio; LZ,
cierre de leucinas; M1y M2 conforman el dominio Meinox (asociacion entre dominios

MEIS y KNOX); PHD, homeodominio de planta; V, caja ‘VSLTLGL’; WD, dominio

La familia HD-Zip de factores de transcripcion

Los genes miembros de esta familia codifican FTs en los cuales al extremo C-
terminal del HD le sigue un cierre de leucinas (LZ, del inglés leucine zipper). La asociacion
de ambos dominios en una sola proteina s6lo se ha encontrado en plantas (Schena y Davis,
1992). El dominio LZ forma una hélice a con residuos de leucina en cada séptima posicion
sobre el mismo lado de la hélice. Esto permite la hetero u homodimerizacion a través de
interacciones hidrofobicas entre dos polipéptidos (Landschulz y col., 1988; Sessa y col.,

1993; Gonzalez y col., 1997). La Figura 1.3 muestra un modelo de la interaccion de dos
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HD-Zip homo o héterodimerizados. Esta dimerizacion es un evento indispensable para el

reconocimiento eficiente del ADN (Palena y col., 1998; Tron y col., 2004).

Figura 1.3. Estructura tridimensional de una proteina HD-Zip y su interaccion con el ADN.
EL ADN es representado con puntos verdes que indican el radio de las fuerzas de van der
Waals, el HD esta esquematizado en rojo y el LZ en celeste. Las leucinas pertenecientes al
cierre estan destacadas en amarillo. Las figuras A y B muestran el modelo de interaccion

desde diferentes angulos.

La familia HD-Zip se divide, a su vez, en cuatro subfamilias (I a IV) de acuerdo a
caracteristicas distintivas. En la Figura 1.4 se muestra una representacion esquematica de la
estructura de las proteinas que pertenecen a las distintas subfamilias de HD-Zip y un arbol

filogenético de los FTs de tipo HD-Zip de Arabidopsis.

Familia HD-Zip de factores de transcripcion

Subfamilia
HD-Zip |

HD-Zip II

HD-Zip 1l NH

HD-Zip IV

Figura 1.4A: Representacion esquematica de las estructuras de los miembros de las cuatro

subfamilias HD-Zip. Abreviaturas: dominio MEKHLA nombrado asi por la alta
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conservacion de amino acidos met (M), glu (E), lys (K), his (H), leu (L), ala (A); N-term,
dominio consenso en la region N-terminal; SAD, domino adjunto a START; START, del

inglés “Steroidogenic acute regulatory protein-related lipid transfer domain”.
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Figura 1.4B. Arbol filogenético construido con las proteinas HD-Zip de Arabidopsis,
tomando las proteinas completas. Para la construccion del arbol se utilizo6 el programa Tree-

Puzzle 5.2 (Schmidt y col., 2002).
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En la Figura 1.5 se muestra un resumen de los eventos fisiologicos en los que intervienen los

miembros de las diferentes subfamilias.

Figura 1.5. Esquema de las funciones conocidas de las proteinas pertenecientes a las

subfamilias HD-Zip [ a IV.
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La subfamilia HD-Zip I

Todos los miembros de la subfamilia I analizados hasta el momento unen in vitro la
misma secuencia de ADN (CAAT(A/T)ATTG) a través de la hélice III del HD (Palena y
col., 1998; Henriksson y col., 2005).

Los genes pardlogos AtHB7 y AtHBI2 comparten una identidad del 80 % en la
secuencia aminoacidica codificada de sus dominios HD-Zip y ambos estan regulados en
forma similar por condiciones de déficit de agua, dependiendo del ABA y de la actividad
delas fosfatasas ABI1 y ABI2 (S6derman y col., 1996; Lee y Chun, 1998).

Las proteinas codificadas se expresan en los primordios axilares de los tallos, el
meristema apical del tallo, filamentos de anteras y semillas. AzHHB12 también se expresa en
los primordios de raices laterales, en hojas jovenes y débilmente en el meristema apical de
la raiz. La aplicacion exdgena de ABA o las condiciones de estrés hidrico causan una
superposicion de los patrones de expresion de AtHB7 y AtHB12, ya que ambos se expanden
a casi todos los tejidos de la planta (Olsson y col., 2004). La expresion constitutiva de
AtHB7 en Arabidopsis genera una disminucion en la velocidad de crecimiento de las hojas
y del tallo principal, mimetizando el efecto causado por condiciones de escasez de agua en
plantas de tipo salvaje. Ademas, las hojas de la roseta muestran una forma mas redondeada
(sin que se vea afectada su area) y peciolos mas cortos (Hjellstrom y col., 2003). A pesar de
esto, el silenciamiento de AtHB7 no genera un efecto visible en el fenotipo de las plantas,
ya sea en condiciones basales o en condiciones de estrés. Basados en estos resultados, los
autores propusieron que la funcion de AtHB7 podria estar solapada con las de otros
miembros de la familia como AtHB12 (Hjellstrom y col., 2003). Apoyando esta hipotesis,
cuando expresaron AtHB12 en forma constitutiva en Arabidopsis, las plantas presentaron
caracteristicas fenotipicas similares a las de plantas que sobre expresan AtHB7 (Olsson y
col., 2004). Otras caracteristicas relevantes de las plantas con elevados niveles de AtHB7
y/o AtHB12 son el incremento en el nimero de ramificaciones del tallo con respecto al de
sus pares salvajes y un efecto mas pronunciado en la inhibicion de la elongacion de las
raices causado por el agregado de ABA (Olsson y col., 2004). Ademas, las plantas mutantes
que expresan AtHB7 y AtHBI2 no funcionales presentan una menor sensibilidad a esta

inhibicion por ABA que las plantas salvajes (Olsson y col., 2004). Cabe destacar que la
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inhibicion del crecimiento del tallo mediada por AtHB7 y AtHBI2 es independiente de
ABA o de las condiciones de estrés hidrico, mientras que la regulacion de ambos genes en
la raiz es dependiente de esta fitohormona (Hjellstrom y col., 2003; Olsson y col., 2004).

En girasol, HaHB4 es un HD-Zip I muy similar a AtHB7 y 12 (Manavella y col.,
2006 y 2008a). El gen HaHB4 se expresa en muy bajos niveles en condiciones normales.
Sin embargo, cuando las plantas se tratan con ABA, manitol, NaCl y especialmente cuando
se someten a estrés hidrico, la expresion de este gen aumenta notoriamente en raices, tallos
y hojas (Dezar y col., 2005). Esta regulacion tendria lugar a nivel transcripcional (Dezar y
col., 2005; Manavella y col., 2008b).

En lo que se refiere a proteinas de tipo HD-Zip de la familia de las leguminosas, el
unico analisis genético realizado hasta el momento en una planta mutante tuvo como
modelo de estudio a la arveja (Hofer y col., 2009). Se demostr6 que la mutacién de un
miembro de la subfamilia HD-Zip I, bautizado TENDRIL-LESS (en inglés “sin zarcillos”),
provoca la pérdida de los zarcillos foliculares que utiliza normalmente la planta para trepar

(Figura 1.6).

Figura 1.6. Analisis de las plantas mutantes tendril-less. A) Hoja de una planta salvaje de
arveja de jardin. B) Planta heterocigota 71/t/ respecto a la mutacion tendril-less. C) Planta

mutante tendril-less homocigota. Adaptado de Hofer y col., 2009.
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Resultados

El efecto del estrés salino en la arquitectura y crecimiento radicular de M. truncatula

Como mencionamos en la Introduccion, el sistema radicular es muy dependiente de
los factores externos. Las fitohormonas son las encargadas de traducir las senales del
ambiente en la adaptacion de la arquitectura y el crecimiento de las raices. Para ello, los
FTs juegan un rol central en la regulacion de la expresion génica. En este contexto nos
propusimos caracterizar la respuesta morfologica al estrés salino del sistema radicular de
Medicago truncatula. Ademas, planteamos dilucidar el rol de un FT de la familia HD-Zip 1
en este proceso de adaptacion al medio.

Con el objeto de caracterizar los posibles cambios en la arquitectura de las raices de
M. truncatula cuando las plantas estan sometidas a estrés salino, se hicieron germinar
semillas de esta leguminosa en una mezcla de arena y perlita con soluciones de NaCl 25,
50, 75 y 100 mM para compararlas con plantas germinadas en las mismas condiciones pero
en ausencia de NaCl. Luego de tres semanas de desarrollo, las raices de las plantas fueron
lavadas y examinadas. Determinamos el largo de la raiz principal, la cantidad de raices
laterales emergidas y en formacion, asi como su peso seco. Las bajas concentraciones
salinas (25 mM) indujeron un ligero crecimiento total de las raices sin alterar su
arquitectura, que no se vio afectada la distribucién de las raices laterales iniciadas o

emergidas por cm de raiz principal (Figura 1.7A y C).
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Figura 1.7. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl sobre la arquitectura radicular de
M. truncatula. A) Ejemplo representativo de plantas del genotipo A17 crecidas durante 3
semanas en una mezcla de arena y perlita en invernadero, regadas con medio Fahrdeus con
las concentraciones de NaCl indicadas en los respectivos ejes x de los graficos. La linea de
escala representa 1 cm. De B a E se refiere a los grupos de plantas representados en (A). B)
Largo de la raiz principal; C) Peso seco total; D) Raices laterales iniciadas totales por cm
(cuantificadas desde 4 células en adelante); E) Porcentaje de raices laterales emergidas
(relativas al nimero total de iniciadas). En todos los casos, n > 20 por condicidon, Test
Kruskal-Wallis, P < 0,05. Las barras de error representan las desviaciones estandar

producidas entre 3 replicados bioldgicos.
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Por el contrario, las concentraciones iguales o mayores a 50 mM causaron un severo
efecto de estrés en el crecimiento y desarrollo de las raices (Figura 1.7A, B y C). Cuando la
concentracion de NaCl fue de 50 mM, el estrés afectd la emergencia, ya que el nimero de
raices laterales iniciadas por cm no difirié significativamente del de los grupos utilizados
como controles (Figura 1.7D y E). Cuando la concentracion de sal fue mayor (75 y 100
mM), no s6lo se vio afectada la emergencia de las raices laterales sino también la iniciacion
de las mismas (Figura 1.7D y E). El uso del pardmetro “porcentaje de raices emergidas” es
el mas adecuado para el andlisis de la arquitectura radicular ya que nos permite
independizarnos del cambio sufrido en el numero de raices emergentes por la variacion del

numero de raices iniciadas.

El estrés y el ABA inducen la expresion de MtHB1

Con el proposito de entender y analizar las vias de respuesta al estrés que afectan las
funciones normales de los meristemas de la raiz, se llevd a cabo un anélisis transcripcional
a gran escala que permitiera la identificacion de aquellos FTs cuya expresion se viera
modificada por un tratamiento de una hora con una solucion de NaCl 100 mM. De este
analisis transcriptomico resultdé que la expresion del FT HD1374 (al que ahora llamamos
MtHBI1, por M. truncatula HOMEOBOX 1) se inducia notoriamente por el estrés salino
causado en el 4pice de la raiz (Gruber y col., 2009). MtHB1 pertenece a la familia HD-Zip
de factores de transcripcion, y puede ser clasificado en la subfamilia I. La construccion de
un arbol filogenético con todas las proteinas miembros de las subfamilia HD-Zip 1 de
Arabidopsis incluyendo a la Unica copia existente de MtHB1, mostr6 que los genes
paralogos AtHB7 y 12 son sus homoélogos en esta otra planta modelo. El alineamiento de
las secuencias proteicas permitid inferir que MtHB1, AtHB7 y 12 presentan una alta
homologia de secuencia tanto dentro como fuera del dominio HD-Zip (Figura 1.8B). A su
vez, la estructura génica de MtHBI (Figura 1.8A) tiene una distribucion de exones -

intrones conservada con sus genes homologos en Arabidopsis (Henriksson y col., 2005).
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Figura 1.8. MtHBI codifica un FT de la familia HD-Zip 1. A) Estructura génica de MtHBI,
con las posiciones indicadas de los Elementos de Respuesta a ABA (ABREs) y los
Elementos de Respuesta a Sequia (DREs). TSS: sitio de inicio de la transcripcion. Las
flechas indican la posiciéon de las mutaciones de las plantas mutantes mthbl-1 y -2,
obtenidas por TILLING vy la sustitucion correspondiente de nucledtidos. Los nimeros estan
indicados respecto al TSS. B) Alineamiento de proteinas entre MtHB1 y AtHB7 y 12 de
Arabidopsis. La identidad esta indicada a la izquierda asi como el porcentaje relativo a la
secuencia de MtHB1 usada como referencia. El alineamiento fue realizado con el programa
MAFFT 6.0 (Katoh y Toh, 2008) y visualizado con la herramienta MView (Brown y col.,
1998). Los colores indican las propiedades quimicas comunes entre aminoacidos. Las
flechas muestran donde se ubican las mutaciones de las lineas mthbi-1 y -2, y las

modificaciones de las secuencias estan indicadas debajo del alineamiento.

La secuencia promotora de MtHBI presenta dos elementos de respuesta a ABA
(ABRE, del inglés ABA Responsive Element) y dos de respuesta a sequia (DRE, del inglés

Drought Responsive Element) (Figura 1.9A), también presentes en los promotores de sus
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genes homoélogos de Arabidopsis, AtHB7 y 12, y de girasol, HaHB4. De hecho, se ha
demostrado que estos tres genes de gran homologia con MtHBI son inducidos por ABA y
estrés, ademas de que son expresados en raices (Soderman y col., 1996; Dezar y col., 2005;
Manavella y col., 2008a). Sin embargo, el rol que cumplen en estos o6rganos contintia
siendo incierto. Con el objeto de analizar la expresion de MtHBI en raices en respuesta a
ABA y a estrés salino se trataron plantas de 21 dias durante 3 h con ABA 10 y 100 uM,
NaCl 25 y 100 mM o manitol 200 mM. Se extrajo ARN total de las raices de estas plantas y
se determind el nivel de expresion en las muestras aplicando la técnica de RT- PCR
cuantitativa en tiempo real. Los resultados que se muestran en la Figura 1.9 indicaron que
la transcripcion de MtHBI se induce débilmente por bajas concentraciones de ABA o NaCl
y fuertemente por altas concentraciones de estos mismos compuestos y por manitol (Figura

1.9).

20

-
()]
1

Factor de cambio
N

Figura 1.9. La expresion de MtHBI se induce por ABA y estrés. La cuantificacion por
PCR en tiempo real muestra la respuesta de MtHBI a diferentes concentraciones de NaCl,
ABA y manitol. Las barras indican el factor de induccion en escala lineal, normalizado con
un control (sin tratamiento). Los niveles de expresion del gen H3L fueron utilizados como
referencia. Las barras de error representan la desviacion estandar de 4 replicados

biologicos.
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MtHBI1 regula la arquitectura radicular de M. truncatula: el efecto de su expresion

constitutiva

Los FTs se expresan normalmente en muy bajos niveles, hecho que dificulta los
estudios funcionales. La estrategia de sobre expresarlos por transformacion ha sido de gran
utilidad en este sentido. Con el proposito de dilucidar cual es el rol de MtHB1 en las raices
en respuesta al estrés, decidimos hacer uso de las técnicas de transformacion disponibles y
expresarlo en forma constitutiva en raices de M. truncatula. Aislamos el ADNc de MtHBI a
partir del producto de la transcripcion reversa realizada sobre ARN extraido de raices
totales tratadas con sal, para asegurarnos un alto nivel de transcripto. El ADNc fue clonado
en el vector binario pMF2 (Merchan y col., 2007) en el que se encuentra bajo el control del
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor. La construccion resultante fue utilizada
para transformar bacterias de la cepa Agrobacterium rhizogenes, con las que se
transformaron raices de M. truncatula siguiendo la técnica descripta por Boisson-Dernier y
col. (2001). En paralelo se transformaron raices con el vector pMF2 vacio para ser
utilizadas como controles. De esta manera, obtuvimos plantas con una parte aérea salvaje y
un sistema radicular transgénico, con una alta eficiencia de transformacion y en un tiempo
razonablemente corto, de apenas 3 a 5 semanas.

La sobre expresion de MtHBI en las raices modificod el sistema radicular, dando
lugar a una raiz principal més larga de lo normal y a un peso seco total de la raiz

significativamente menor (Figura 1.10A y B).
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Figura 1.10. Las plantas que sobre expresan M¢tHBI muestran una arquitectura radicular
alterada. A) Dos plantas representativas de M. truncatula transformadas con las
construcciones 35S:GUS y 35S:MtHBI, luego de 4 semanas de crecimiento en una mezcla
de arena y perlita en el invernadero. B-C) El peso seco de la raiz por planta (B) y por cm de
raiz principal (C) fue cuantificado en condiciones normales y en estrés salino (NaCl 100
mM). Las letras indican valores significativamente diferentes entre los grupos (Test

Kruskal-Wallis p < 0,05; n > 20 en todos los casos).

La diferencia en la arquitectura de la raiz se hizo evidente cuando se considero6 el
valor del peso seco por cm de raiz principal (Figura 1.10C), demostrando que la
distribucion de la masa radicular habia sido alterada. También analizamos el efecto de la sal
en las plantas utilizadas como controles y en aquellas que sobre expresan MtHBI.
Sorprendentemente, la masa total de las raices 35S:MtHBI no se vio afectada
significativamente por el estrés salino (Figura 1.10B). El efecto de la expresion ectdpica del
gen en condiciones control sobre el peso seco de la raiz fue comparable al causado por la
exposicion de las plantas salvajes a una solucion de NaCl 50 mM (Figura 1.7B). Por este
motivo nos propusimos determinar si MtHB1 estaria participando en la formacion de raices

laterales y si asi fuera, de qué manera.
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MtHB1 regula la emergencia de las raices laterales y mantiene el meristema:

caracterizacion de las plantas mutantes mthb1

Para alcanzar una comprension mas profunda de la funcién de MtHBI en respuesta
al estrés y en la determinacion de la arquitectura de raices utilizamos dos lineas mutantes
independientes de la plataforma TILLING de John Innes Centre, Inglaterra (Le Signor y
col., 2009). El alelo mthbi-1, correspondiente a una linea homocigota, presenta un codén
de STOP en la tercera hélice del HD, lo cual impediria totalmente la interaccion de la
proteina truncada con el ADN. El segundo alelo (mthbl-2), proveniente de una linea
heterocigota, exhibe una mutacién puntual en la hélice III, imposibilitando a la proteina
mutada de interactuar de manera dptima con su secuencia blanco (Figura 1.9).

En primera instancia cuantificamos, con la ayuda de un microscopio optico, el
numero total de raices iniciadas y de aquellas emergidas en el sistema radicular. Todas las
raices iniciadas fueron incluidas en el conteo, desde la fase de cuatro células en adelante.
Consideramos emergentes a las raices laterales solo si ya habian roto la capa celular de la
epidermis, contemplando para el conteo total de iniciadas también a aquellas que atin no lo
hicieron (acorde a las fases II a VII en Arabidopsis, Malamy y Benfey, 1997). Este analisis
permitié ver que el nimero de primordios iniciados por cm no se afecta en las plantas
mthb1-1, aunque la raiz principal si es significativamente mas corta (Figura 1.11A y B). Sin
embargo, el nimero de raices laterales ya emergidas por cm aumento casi un 30 %.

Al realizar un andlisis de la segregacion del alelo mthbI-2, determinamos que las
lineas homocigotas obtenidas también exhibian un incremento en la cantidad de raices

laterales emergidas (Figura 1.11C y E).
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Figura 1.11. Las plantas mutantes mthb presentan un incremento en la emergencia de las
raices laterales. A) Largo de la raiz principal de plantas salvajes (genotipo A17) y de las
mutantes mthb1-1. B-D) Cuantificacion de las raices laterales iniciadas (B) o emergidas por
cm de raiz principal (C) para ambos genotipos, en condiciones normales (B y C) o en
condiciones simbidticas con Sinorhizobium melitoli en un medio pobre en nitrogeno (D).
De A a D, los asteriscos indican valores promedio significativamente diferentes entre A17 y
mthbl-1 (Test t de Student, p < 0,01, y las barras de error representan la desviacion
estandar entre los replicados biologicos). E) Analisis de la segregacion de la mutacion
mthbl-2. Se determind el numero de raices laterales emergidas por cm en plantas
homocigotas mutantes (n = 12) y salvajes (n = 10), asi como heterocigotas (n = 20), de 3
semanas. Las letras representan valores significativamente diferentes entre los grupos (Test
Kruskal-Wallis P < 0,05). F) Numero de nédulos por cm de raiz principal alos 0, 7, 11 y 16
dias post inoculacion (dpi) con Sinorhizobium melitoli. Las barras de error representan la
desviacion estandar entre replicados bioldgicos (n > 30 y el Test t de Student dio p > 0,05

en todos los casos).
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Considerando que las plantas leguminosas tienen la capacidad de interaccionar con
bacterias del suelo, nos dispusimos a analizar el comportamiento de las raices de plantas
mutantes en MtHBI1 en condiciones simbidticas. Siete dias después de la inoculacion (dpi,
dias post inoculacidon) con Sinorhizobium melitoli, las plantas mthbl-1 resultaron tener
raices mas cortas y un 40 % mas de raices laterales emergidas que las plantas salvajes. Esta
diferencia fue atin mas pronunciada que en presencia de nitrégeno combinado (Figura
1.11D). El nimero de nodulos generados por cm de raiz fue igual en las plantas salvajes y

mutantes (Figura 1.11F). Ademas, la morfologia y desarrollo de los mismos son normales.

MtHB1 es un actor fundamental en el efecto que ejerce el medioambiente sobre la

emergencia de raices laterales de Medicago truncatula

Con el fin de profundizar la caracterizacion funcional de MtHBI, decidimos
analizar el efecto del NaCl y del ABA en el crecimiento y desarrollo de las raices de las
plantas mutantes mthbl. Determinamos la densidad del total de raices laterales iniciadas,
asi como el porcentaje de las emergidas en plantas mutantes mthbI-1 y salvajes crecidas
durante 6 dias en diferentes concentraciones de NaCl o ABA (Figura 1.12). Como fue
mencionado anteriormente, en condiciones normales las plantas mutantes exhiben un
nimero mayor de raices emergidas, y una cantidad normal de raices iniciadas. La iniciacion
de raices laterales aumentd en ambos genotipos por la aplicacion de ABA 10 uM, tal como
fuera descripto para las plantas salvajes (Liang y col., 2007). El efecto de ABA 50 uM,
NacCl 25, 50 y 75 mM sobre la iniciacion de raices laterales fue similar y comparable entre
las plantas mthbi-1 y las salvajes (Figura 1.12A). Sin embargo, el efecto en la emergencia
de las raices laterales fue notablemente diferente: mientras el porcentaje de raices laterales
emergidas no se alterd frente a ninguna de las condiciones ensayadas en las plantas
mutantes; las plantas salvajes mostraron un detrimento significativo ante ABA 50 uM,
NaCl 50 y 75 mM (Figura 1.12B). Esto sugiere que MtHB1 participa en las vias de control
de la emergencia pero no de la iniciacion de las raices laterales. La Figura 1.12C muestra
ejemplares representativos de plantas salvajes y mthbl-1 crecidas en diferentes

condiciones.
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Figura 1.12. MtHBI1 controla la emergencia de las raices laterales en M. truncatula. A-B)
Numero de raices iniciadas totales por cm (A) y porcentaje de raices emergidas (B),
relativo al valor de (A); en plantas salvajes (A17) y mthbl-1, en presencia de diferentes
concentraciones de ABA y NaCl. En todos los tratamientos, el porcentaje de emergencia de
las plantas mthb1-1 fue similar. C) Ejemplares representativos de plantas A17 y mthbi-1 de
10 dias mostrando el efecto del tratamiento prolongado con NaCl 100 mM. La linea de

escala representa 1 cm.
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El analisis microscopico de estas raices luego de una tincion con lugol mostré que
en condiciones normales la morfologia de la raiz principal y de las raices laterales era
similar en plantas salvajes y en las mutantes mthbi-1 (Figura 1.13). Notablemente, este
analisis revel6 una desorganizacion del mersitema de la raiz principal en las plantas

mutantes en respuesta a NaCl 100 mM.

Al7 mthb1
A17 control 100 mM NacCl mthb1 control 100 mM Nacl

Figura 1.13. Las plantas mutantes mthbl-1 sufren un defecto en la organizacion del apice
radicular en condiciones de estrés salino. Comparacion de apices y raices laterales en
formacion luego de la tincion con lugol. Cabe destacar la desorganizacion sufrida por
ambos genotipos en el apice de la raiz lateral en condiciones de estrés. Todas las plantas
fueron crecidas durante 10 dias en medio Farhédeus agarizado suplementado o no con NaCl

100 mM. Las lineas de escala representan 200 pm.
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Los cortes histologicos de estas raices ayudaron a determinar que este defecto
consistia en la pérdida de la caliptra y de la acumulacion de amiloplastos (Figura 1.14). La
desorganizacion celular estuvo acompafiada de la presencia de pelos radiculares en la
epidermis del apice (Figura 1.14). Si bien en condiciones normales la emergencia de las
raices laterales esta alterada en las plantas mthb-1, el énfasis del fenotipo en respuesta a
estrés podria deberse, al menos en parte, a la inviabilidad del meristema apical en estas

condiciones.

mthb1-1 control mthb1-1 100 mI:ul}NaCI mthb7-1 100 mM NaCl
3 LTk TR 7+ :

A

200 pm

mthb1-1 control mthbI-1 100 mM NacCl

v . pi— ‘

Figura 1.14. Analisis histologico de las raices mthbI-1 en condiciones normales y en estrés
salino. A) Secciones longitudinales de 50 pm de espesor de las raices tefiidas con lugol. Las
mutantes mthbl-1 muestran un defecto en la organizacion del apice. Las lineas de escala
representan 200 um. B) Secciones longitudinales de 5 um de espesor, en las que se puede
apreciar que en condiciones de estrés las raices mthbl-1 carecen de cofia, sufren de un

ensanchamiento de la regién meristematica y su epidermis presenta pelos radiculares.
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MtHBI1 reprime la expresion de un factor de transcripcion de la familia LBD,

regulado por las auxinas

Con el proposito de comprender los mecanismos moleculares mediante los
cuales MtHB1 regula la emergencia de las raices laterales, nos dispusimos a identificar
los genes que actiian como blancos directos de este FT. La primera estrategia abordada
para este fin fue la de determinar la secuencia de ADN unida con mayor afinidad por
MtHBI in vitro. Clonamos la region codificante del dominio HD-Zip de MtHB1 en el
vector de expresion pGEX-3X en fase con el gen que codifica la proteina de fusion GST
de Schistosoma japonicum (Kaelin y col., 1992). Expresamos la proteina recombinante
en bacterias y la purificamos por cromatografia de afinidad. Basados en los informes de
la literatura acerca de la caracterizacion bioquimica de la interaccion con el ADN de
otros miembros de la subfamilia HD-Zip I (S6derman y col., 1996; Palena y col., 1998),
comprobamos mediante ensayos de retardo en geles que MtHB1 reconoce con maxima

afinidad in vitro a la secuencia CAATNATTG (Figura 1.15).

A CAAT(AIT)ATTG B caaT(cie)aTTe

’

12 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 65§ 6 7 8 9 10

Figura 1.15. Especificidad de union al ADN in vitro de la proteina recombinante GST-
dominio de uniéon de MtHB1. A-B) Geles de retardo representativos de la unién de
GST-MtHBI a las secuencias marcadas radioactivamente (A) CAAT(C/G)ATTG o (B)
CAAT(A/T)ATTG. Esta secuencia de ADN compitid con 20 veces mas de
oligonucledtidos sin marcar de las siguientes secuencias relacionadas:
CAAT(A/T)ATTG en la calle 2, CAAT(C/G)ATTG en la calle 3, y una seleccion de
secuencias  alteradas: (4) TAAT(A/T)ATTA, (5) CAGT(A/T)ACTG, (6)
CATT(A/T)AATG, (7)) CAAAA/T)TTTG, () CAACA/T)GTTG, (9)
CGAT(A/T)ATCG, y (10) CAGT(G/C)ACTG.
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Asumiendo que la secuencia reconocida in vitro por MtHB1 es la misma que
reconoce in vivo, nos propusimos analizar las regiones promotoras de aquellos genes co-
regulados con MtHBI en respuesta al estrés salino en busqueda del pseudopalindromo.
Utilizamos una lista de 339 genes cuya expresion fue inducida o reprimida en apices de
raices tratadas durante una hora con NaCl 100 mM ( | Factor de Cambio | >1,5; Valor p
ajustado < 0,05; Gruber y col., 2009). Para esta busqueda se consideraron los 2000 pb
corriente arriba del sitio de inicio de la traduccion (primer ATG del marco de lectura) de
cada gen, haciendo uso de la herramienta bioinformatica REMORA Workflow

GetAndScanPromoterRegionsFromAListOfMedicagolDsToUniquelDs desarrollada

especialmente para este trabajo por Marion Verdenaud y Sébastien Carrere del
Laboratoire des Interactions Plantes Micro-organismes (INRA Toulouse, Francia), e

incluida en la pagina http://www.legoo.org/ (Carrere y Gouzy, 2006). Doce genes de los

339 regulados por sal en las raices tenian la secuencia CAATNATTG en sus promotores
(Tabla 1.1). Entre ellos, elegimos los cuatro cuyos niveles de transcripcion variaron mas
de 10 veces en la condicion estresante para analizar su comportamiento en las raices que

sobre expresan a MtHBI1. De estos cuatro, tres presentan induccion y uno, represion.

NA TC MTGI9 FC valor p Descripcion

AC174349 18.5 TC128878 5,19| < 1,00E-05 | Desconocido

AC122171 17.5 TC115307 3,45 0,00051 | FT de tipo MYB
AC157374 21.5 TC122666 3,23 | < 1,00E-05 | Desconocido
AC174290 18.4 TC139269 2,00 0,00044 | FT de tipo GRAS
CR962130 5.4 TC116230 2,00 0,00057 | Desconocido
AC147741 18.4 TC114896 1,86 2,00E-05 | Desconocido

AC146551_7.4 TC121747 | -13,03| < 1,00E-05 | MtLBD1 / FT de tipo LOB
AC170580_6.4 TC127753 -3,37 1,00E-05 | Desconocido
AC146553 56.5 TC127899 -1,77 6,00E-05 | Transportador de azucares

Tabla 1.1. Lista de los potenciales genes blanco de MtHB1. Genes co-regulados con
MtHBI por estrés salino en el apice de la raiz (Gruber y col., 2009) que contienen una
caja CAATNATTG en sus regiones promotoras (definidas como los 2 kb corriente
arriba del ATG). NA: Numero de Acceso de la regiéon gendmica (base de datos NCBI;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/); TC: Consenso Tentativo basado en TIGR9
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(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=medicago). = Aquellos

genes mejor inducidos o reprimidos (Factor de Cambio FC > 10) se resaltan en rojo y

azul, respectivamente.

Prosiguiendo este estudio, se midieron los niveles transcripcionales de estos
cuatro genes en raices transformadas con la construccion 35S:MtHB1. De estos cuatro
genes, solo el que se encontraba reprimido en el analisis transcriptomico presentaba un
comportamiento similar en las raices transformadas en condiciones basales, indicando la
posibilidad de ser un blanco directo de MtHB1. La Figura 1.16 ilustra este resultado: la
induccién o represion de la expresion de los cuatro genes en condiciones normales en

las raices 35S:MtHB].

Factor de cambio

358:GUs ZIM LBD1 CYT KUN

Figura 1.16. Analisis de la expresion por PCR en tiempo real de los cuatro genes
candidatos a ser blancos directos de MtHB1 en las raices que sobre expresan este FT.
ZIM: Represor transcripcional de respuesta al jasmonato del tipo ZIM; LBD1: FT del
tipo LOB; CYT: P450 monooxigenasa; KUN: KNITZ tipo ST1. Las barras de error
representan la desviacion estandar de los replicados bioldgicos. El asterisco indica una

diferencia significativa con el valor control usado como referencia en cada caso

(35S5:GUS; Test t de Student p < 0,01).

MtLBDI1 codifica un FT del tipo LOB (del inglés, LATERAL ORGAN
BOUNDARIES; Husbands y col., 2007), y lo llamamos MtLBDI (M. truncatula LOB
BINDING DOMAIN - Dominio de Union, en inglés - 1). Para corroborar este resultado

que indicaba que este gen podia ser un blanco directo de MtHBI analizamos el

79




Capitulo 1

comportamiento MtLBDI1 en las raices de las plantas mthbl-1, y observamos que su
nivel de expresion basal era significativamente superior al de las plantas salvajes
(Figura 1.17A). Se transformaron entonces raices de plantas mutantes mthbl-1 con la
construccion 35S:MtHBI1. La expresion constitutiva de MtHBI1 en estas raices mthbi-1
restablecid los niveles normales de transcripto de MtLBDI (Figura 1.17B). El
comportamiento molecular de este gen en los tres genotipos indicd que se encuentra
corriente abajo de MtHBI1 en la cascada de sefalizacion, y aportd evidencias fuertes

apoyando la hipotesis de que podria ser su blanco directo.
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Figura 1.17. El FT M¢LBDI de tipo LOB es transcripcionalmente reprimido por la
accion de MtHB1. A) Analisis cuantitativo de los niveles de expresion (por PCR en
tiempo real) de MtHBI y MtLBDI en raices de plantas salvajes, de aquellas que
expresan constitutivamente MtHBI y de las plantas mthbi-1. B) Niveles relativos de
expresion de MtLBDI en plantas salvajes y mthbl-1 que sobre expresan o no MtHBI.
En todos los casos el factor de induccion esta representado en escala log,. El gen H3L
fue utilizado como referencia. Los valores estan referidos al de las plantas salvajes,
considerado como 1. Las barras de error representan la desviacion estdndar entre los

replicados bioldgicos.

Los estudios realizados hasta el momento indicaron que los miembros de la
familia LBD participan en la formacion de raices laterales en cereales (Liu y col., 2005)
y algunos presentan una expresion inducida por auxinas en raices de Arabidopsis
(Okushima y col., 2005). La construccion de un arbol filogenético con miembros de las

subfamilias [ y II de los LBDs de Arabidopsis (Shuai y col., 2002) y aquellos predichos
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en M. truncatula, muestra que MtLBD1 se encuentra en medio de ambas subfamilias,
dificultando la asignacioén de un gen homoélogo con claridad (Figura 1.18).
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Figura 1.18. Arbol filogenético de algunos FTs del tipo LOB de Arabidopsis y todos
aquellos predichos en M. truncatula. Reconstruccion filogenética usando un algoritmo
de inferencia Bayesiana implementado por el programa MrBayes 3 (Huelsenbeck y col.,
2001). Los numeros indican la probabilidad a posteriori. Aunque MtLBDI podria
clasificarse dentro de la Clase I, difiere significativamente del resto de los miembros y

resulta dificil asignarle un homoélogo en Arabidopsis.

El rol descripto para los LBDs de otras especies vegetales nos planteo la
posibilidad de que MtHBI1 pudiera reprimir en forma directa la expresion de genes de

respuesta a auxinas con el fin de regular la emergencia de las raices laterales.

MtHB1 reprime directamente a MtLBDI durante la formacion de las raices

laterales

La hipdtesis de que MtHBI1 regularia en forma directa la transcripcion de
MtLBDI llevo a determinar el patrén de expresion de ambos genes. Para ello, se
amplificaron 2817 pb corriente arriba del ATG de MtHBI y 2000 pb del ATG de
MtLBDI a partir de los clones BACs (del inglés, Bacterial Artificial Chromosomes)
correspondientes de la region conocida del genoma de M. truncatula y se clonaron en el

vector binario pKGWFS7 (Karimi y col.,, 2002) de forma tal que estas regiones
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promotoras dirijan la expresion de los genes reporteros GFP y GUS. Con las
construcciones obtenidas se transformaron raices de M. truncatula, y se determiné el
patrén de expresion gracias a la actividad de la enzima B-GLUCURONIDASA,
detectada por reaccion histoquimica (Figura 1.19). El ProMtHB1 dirigi6 la expresion en
todas las etapas de la formacion de las raices laterales. Una vez formado el meristema,
la expresion se centrd en el apice de la nueva raiz. También se vio expresion en el apice
de la raiz principal, en nodulos jovenes y en el tejido vascular de nddulos maduros
(Figura 1.19A, B y 20A a D). El tratamiento de las raices transformadas con bajas
concentraciones de NaCl o ABA durante 3 horas permitié visualizar un aumento de la
coloracion pero no alterd el patron de expresion observado. Las altas concentraciones
(NaCl 100 mM o ABA 100 pM) aumentaron mucho la actividad del promotor, lo que

produjo una difusion del producto de degradacion del X-gluc, sin cambio en la

especificidad de tejido (Figura 1.20E).

- VK,BP
7 e =
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ProMtHB1 ProMtLBD1
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Figura 1.19. Patron de expresion de los genes MtHBI1 y MtLBDI basado en el analisis
de la actividad de sus regiones promotoras fusionadas al gen reportero GUS. A) Cortes
histologicos de 5 pm de espesor durante la formacion de la raiz lateral. LRP: primordio

de la raiz lateral; ep: epidermis; c: corteza; end: endodermis; pe: periciclo; st: estela. B)
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Comparacién entre los patrones de expresion de MtHBI y MtLBDI durante la
formacion de la raiz lateral. C) Cortes histologicos longitudinales de tinciones para
ambos promotores, mostrando que la expresion se solapa en la base de la raiz. En (A) y

(C) la linea de escala representa 125 um y en (B) 250 um.

A su vez, la actividad basal del ProM¢LBD1 resultdé mucho mas débil que la de
ProMtHBI1 (Figura 1.21B). La tincion histoquimica se vio solapada en las etapas
tempranas del primordio, y continu6 estandolo s6lo en la base de la raiz durante la
emergencia. El ProMtLBDI no present6 actividad durante el proceso de nodulacion ni

en el 4pice de la raiz principal.

Figura 1.20. Actividad de ProMtHBI:GUS en el apice de la raiz y en los nodulos
simbidticos. A) MtHBI1 se expresa en el apice. cap: caliptra; mer: mersitema; ez: zona
de elongacion. Las linea de escala representa 250 pm. B-C). Secciones longitudinales de
nodulos jovenes (A) y maduros (B). I: zona meristematica; II: zona de infeccion; III:
zona de fijacion (Vasse y col., 1990); vt: tejido vascular. D) Mayor detalle del nddulo
maduro, mostrando el tejido vascular. Para las imagenes de los nodulos, las lineas de
escala representan 300 um. E) La actividad del ProMtHBI se incrementa en altas

concentraciones de ABA o NaCl. Las lineas de escala representan 250 pm.
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Ademas, la construccion ProMtLBD1:GUS fue utilizada para transformar raices
mthbl-1 (Figura 1.21). En este caso la actividad del promotor fue detectada en casi
todas aquellas regiones en las que normalmente se expresa MtHB1, incluyendo etapas
tardias de la formacién de la raiz lateral, y especialmente en todas las regiones
meristematicas de la raiz (Figura 1.21A). En este caso no se detecto expresion durante la
nodulacion.

Con el objetivo de relacionar este fendmeno con el elemento en cis presente en
el promotor de MtLBDI (Figura 1.22A), generamos una construccion en la que la
secuencia CAATAATTG ubicada 944 pb corriente arriba del inicio de la transcripcion
fue reemplazada por la secuencia CAGGATCCG (ProMutMtLBDI:GUS). Esta
mutacion anuld por completo el reconocimiento y unioén in vitro de MtHB1 (Figura
1.22B). Al transformar raices salvajes con esta construccion, el patron de expresion
reprodujo lo observado en raices mthbl utilizando la construccion ProMtLBDI1:GUS
(Figura 1.21B) indicando de esta forma que MtHB1 no puede reconocer el elemento en
cis mutado y unirlo para ejercer la represion. En otras palabras, el resultado observado

indicé que el elemento en cis identificado es funcional.
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Apice Iniciacion Emergencia

—_— F

ProMtLBD1
Plantas salvajes

A ProMtLBD1
Plantas mthbi1-1

B Pro-MUT-M{LBD1
Plantas salvajes

Figura 1.21. El ProLBDI contiene un elemento cis necesario para la regulacion por
MtHBI1. Anélisis de la actividad del ProLBDI1:GUS en raices salvajes y mutantes
mthbl-1, asi como del ProMUT-LBDI1:GUS (con la caja CAATAATTG reemplazada
por CAGGATCCQG) en raices salvajes. Las lineas de escala representan 250 pum.

Esto implica no sélo que al no expresarse MtHBI la actividad del ProMtLBD1
deja de ser regulada, sino que dicha desregulacion estd a su vez asociada a la
funcionalidad del elemento en cis reconocido tipicamente por los FTs de la familia HD-
Zip 1. En su conjunto, los resultados sugirieron que en condiciones normales, MtHB1
reprimiria en forma directa la transcripcion de M¢LBD] en varias etapas de la formacion

de raices laterales.
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Figura 1.22. El elemento cis reconocido por MtHB1 en el promotor de M¢tLBDI. A)
Esquema de la region promotora y la estructura génica de MtLBD1. TSS: sitio de inicio
de la transcripcion al que se refieren las posiciones indicadas. B) Gel de retardo de
competencia que muestra que la mutegénesis dirigida de la caja CAATAATTG anula su
reconocimiento por MtHBI1 in vitro. Oligonucledtidos marcados radioactivamente:
CAAT(A/T)ATTG (calles 1 a 4); CAAT(C/G)ATTG (calles 5 a 7); CAGGATCCG
(calles 8 a 10). La unién fue competida con una concentracion 20 veces mayor de
oligonucledtidos con las secuencias: CAAT(A/T)ATTG (calless 6 y 9);
CAAT(C/G)ATTG (calles 3 y 10); CAGGATCCG (calles 4 y 7).

Si bien las evidencias experimentales obtenidas hasta este momento indicaban
con vehemencia que existia una regulacion directa de MtLBDI por MtHBI, no era
posible aseverar que in vivo tuviera lugar una interaccion fisica entre el FT y el
promotor de MtLBDI. Para constatarlo decidimos llevar a cabo un ensayo de
inmunoprecipitacion de la cromatina seguida de PCR. Para tal fin, hicimos una
construccion génica que contiene al promotor de MtHBI, seguido de su ADNc vy,

corriente abajo y en fase, una secuencia que codifica una serie de 2 Hemoaglutininas
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(2xHA), reconocidas por anticuerpos comerciales (ProMtHB1:MtHB1:2xHA). Con esta
construccion se transformaron raices de M. truncatula, que fueron tratadas durante una
hora con NaCl 100 mM. El uso del promotor propio en lugar de uno constitutivo (por
ejemplo, el promotor 35S) recrea un escenario molecular semejante al natural. A su vez,
el uso de una cola de 2 x HA para ser reconocida por los anticuerpos evita el riesgo de
un reconocimiento cruzado por los anticuerpos policlonales de otros FTs de la familia
HD-Zip. Un ensayo de tipo western blot realizado sobre extractos proteicos totales
demostrd que los anticuerpos comerciales reconocian una proteina del tamafio esperado
(aproximadamente 35 kDa) s6lo en las raices transformadas y no asi en las salvajes.

Una vez corroborada la especificidad de los anticuerpos, se extrajeron los
nucleos celulares de las raices transformadas y de las salvajes utilizadas como controles.
La union de las proteinas al ADN se fij6 quimicamente antes de proceder a la ruptura
del ADN gendmico por sonicacion y la inmuno-purificacion de la proteina de fusion
MtHBI1:2xHA por cromatografia. De esta manera, se lograron purificar aquellos
fragmentos de ADN que estaban siendo unidos por MtHBI en respuesta a sal. El
resultado de la PCR que se muestra en la Figura 1.23B indica que so6lo en las raices
transgénicas el segmento de ADN correspondiente al promotor de MtLBDI ha sido
purificado conjuntamente con MtHBI1:2xHA. Este resultado nos permitid asegurar
fehacientemente que MtHB1 reconoce in vivo, al menos en respuesta al estrés salino, al

promotor del gen MtLBDI para reprimir su expresion.

Lisado inicial ChlIP-PCR
MPM C+ C- A17 HA HA A17 HA HA

500 pbﬁ“=
- —

200 pb—

Figura 1.23. MtHB1 reconoce en forma directa al ProMtLBD1 in vivo. Resultado de la
del ensayo de inmunoprecipitaciéon de la cromatina seguido de PCR (ChIP-PCR)
haciendo uso de dos oligonucledtidos que amplifiquen 200 bp alrededor del elemento
CAATAATTG presente en el ProMtLBDI. La Figura muestra una electroforesis en gel

de agarosa 2 %. MPM: marcador de peso molecular; C+: control positivo sobre ADN de
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la construccion ProMtLBDI; C-: control negativo de la PCR con agua. El ensayo de
ChIP-PCR fue realizado sobre muestras de plantas salvajes (A17) y sobre raices
transformadas con la construccion ProMtHBI:MtHBI1:2xHA. El lisado inicial
corresponde a los extractos de nucleos sonicados antes del reconocimiento de los

anticuerpos a-HA. Las dos calles HA corresponden al duplicado del experimento.

Los perfiles de expresion opuestos de MtLBD1 y MtHB]1 se correlacionan con el
efecto del estrés medioambiental sobre la accion de las auxinas durante la

emergencia de las raices laterales

Para analizar de qué manera el medio circundante de la raiz controla a través de
MtHBI la via de senalizacion dependiente de MtLBDI en la formacion de raices
laterales, decidimos correlacionar el efecto fisiologico de las auxinas, el ABA y la sal,
con el comportamiento molecular de ambos genes en plantas salvajes de M. truncatula.
Para ello analizamos la arquitectura radicular de plantulas de 3 dias expuestas durante 6

dias adicionales a diferentes tratamientos (Figura 1.24).
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Figura 1.24. Las plantas salvajes presentan respuestas morfoldgicas y moleculares a los
tratamientos con auxinas, ABA y NaCl. A) Ejemplares representativos de los
tratamientos a largo plazo (6 dias) en placas suplementadas con ABA, IAA, NaCl o sus
combinaciones. Las lineas de escala representan 1 cm. B-C) Raices laterales iniciadas
totales por cm de la raiz principal (B) y porcentaje de raices laterales emergidas (C) en
plantas salvajes de M. truncatula (A17) luego de 6 dias del tratamiento indicado en las
referencias de colores debajo de los graficos (n > 20 por condicion, Kruskal-Wallis, P <
0,05). Las letras indican que los valores promedios de los grupos difieren
significativamente. Las barras de error representan la desviacion estdndar. D-E)
Cuantificacion de las concentraciones relativas de transcripto de los genes MtHBI (D) y
MtLBDI (E) luego de tratamientos de 3 h con IAA, ABA y/o NaCl, segtn se indica. Las

barras estan expresadas en escala lineal (D) y en log, (E), respectivamente, y los valores
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fueron normalizados con el gen H3L. Las barras de error representan la desviacion
estandar de 3 replicados bioldgicos. Los asteriscos indican que en los casos de
tratamientos cortos para andlisis molecular, la concentracion fue de 100 uM en lugar de

50 uM.

El 4cido indolacético (IAA, auxina) 0,1 pM indujo la iniciacion de raices
laterales, pero no asi su emergencia (barras verdes, Figura 1.24B y C). En concordancia
con lo que fue demostrado anteriormente (Liang y col., 2007), el ABA 10 uM indujo la
iniciacion y emergencia de las raices laterales en forma leve pero significativa (barras
marrones). Por otro lado, el ABA en una concentracion de 50 uM ejercié un efecto
negativo drastico tanto a nivel de la iniciacion como de la emergencia de las raices
laterales, comparable al efecto del NaCl 100 mM (barras azules y rosas,
respectivamente). Fue notorio que el efecto represivo sobre la emergencia ejercido por
el ABA 50 uM o el NaCl 100 mM no se revirtiera por la accion del IAA 0,1 uM, atn
cuando la iniciacion de raices laterales siguiera fuertemente inducida (barras celestes y
amarillas), indicando que el efecto del estrés por sobre la accion de las auxinas, tiene
lugar durante la emergencia y no en la iniciacion de las raices laterales.

Luego analizamos la respuesta molecular de MtHB1 y MtLBDI a tratamientos de
3 h con las mismas combinaciones de sal y hormonas (Figura 1.24C y D). El IAA
indujo la transcripcion de MtLBDI (barras verdes), conforme a lo publicado acerca de
otros genes LBDs en Arabidopsis (Okushima y col., 2005). Las bajas concentraciones
de ABA (10 pM), que tuvieron un efecto positivo en la formacion de raices laterales,
indujeron la transcripcion de MtLBDI y también levemente la de MtHBI (barras
marrones). Por el contrario, las altas concentraciones de ABA o NaCl regularon a
MtHBI y MtLBDI en forma opuesta, induciendo a uno y reprimiendo al otro,
respectivamente (barras azules y rosadas). Esta respuesta molecular es acorde al efecto
represivo a largo plazo en la formacion de raices laterales. Sin embargo, lo mas
destacable de este analisis consistid en que la induccion de MtLBDI por 1AA fue
absolutamente revertida a una represion al ser combinado con ABA o NaCl (barras
celestes y amarillas, indicadas con flechas). Este fenomeno molecular explicaria por qué
la combinacion de la aplicacion conjunta de IAA con ABA o NaCl reprimi6 la
emergencia de las raices laterales a largo plazo, ain cuando la iniciacion estaba

inducida.
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Con el proposito de relacionar la correlacion entre la arquitectura radicular y el
comportamiento molecular de ambos genes, con la regulacién directa de MtHB1 a
MtLBDI, decidimos analizar por fluorometria la actividad de ProM¢LBDI y de Pro-
MUT-MtLBDI en respuesta a IAA e IAA con ABA utilizando las fusiones al gen
reportero GUS (Figura 1.25). Como era de esperarse, ProMtLBD1 fue activado por IAA
pero no por IAA mas ABA. Ademas de que el nivel basal de actividad de Pro-MUT-
MtLBDI fue desregulado, la induccién por IAA no se revirtié por el agregado de ABA.
Esto demostrd6 que la represion de la actividad del promotor de MtLBDI esté

directamente asociada al elemento cis reconocido in vivo por MtHBI.
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Figura 1.25. El elemento cis reconocido por MtHB1 en el promotor de MtLBDI es
fundamental para que se ejerza la represion de la expresion de este gen por ABA. Las
barras expresan la actividad GUS absoluta (calculada con una curva patrén) dirigida por
las construcciones ProMtLBDI1:GUS y Pro-MUT-MtLBDI1:GUS en condiciones
normales y luego de la induccion por 3 h con IAA 0,1 uM solo o conjuntamente con
ABA 100 uM. En todos los casos n > 20; Kruskal-Wallis p < 0,05. Las barras de error

representan la desviacion estandar entre los replicados bioldgicos.

Por ultimo, nos propusimos corroborar que, ademas de estar expresado durante
la formacion de raices laterales y de ser inducido por auxinas, M¢tLBDI juega un papel
primordial en la arquitectura radicular. Expresamos constitutivamente el ADNc de
MtLBDIen raices de M. truncatula. Sin alcanzar un andlisis exhaustivo del fenotipo

resultante, podemos aseverar que ante un tratamiento de dos semanas con NaCl 50 mM,
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concentracion que normalmente afecta la emergencia de las raices laterales, las raices
35S:MtLBDI presentan una raiz principal significativamente mas corta y una densidad
de masa por cm superior (Figura 1.26), coherentemente con los fenotipos observados

tanto de las raices que sobre expresan MtHBI como de las plantas mutantes mthb1-1.

1Z primaria

I

mg/cmdera

7

; control 50 mM Nacl
355:GUS  355:LBD1

Figura 1.26. MtLBDI estd implicado directamente en la determinacion de la
arquitectura radicular de M. truncatula. A) Ejemplares de plantas cuyas raices fueron
transformadas con una construccion control (35S:GUS) y con 35S:MtLBD1, crecidas en
una mezcla de arena y perlita, en invernadero durante 2 semanas y regadas con medio
liquido suplementado con NaCl 50 mM. B) Las barras expresan el valor de peso seco
promedio por cm de la raiz principal de las plantas control y de las sobre expresantes de
MtLBDI. En todos los casos n > 20. El asterisco indica una diferencia significativa entre
ambos grupos (test t de Student p < 0,01). Las barras de error representan la desviacion

estandar entre los replicados bioldgicos.
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Discusion

La interaccion MtHB1-M¢LBD1 afecta la arquitectura radicular: la pulseada

molecular entre el ambiente y las sefiales internas

Dada su naturaleza sésil, las plantas necesitan imperiosamente adaptar su
desarrollo post-embrionario a las condiciones medioambientales. La capacidad que un
organismo vegetal tenga para interpretar las sefiales del medio y en funcion de estas
sefiales adaptar su desarrollo, es lo que le permitird maximizar el uso de los recursos
circundantes y finalmente subsistir como especie. Esta caracteristica tiene un impacto
primordial en la produccion agropecuaria.

En este capitulo asignamos un rol al FT MtHB1 de M. ftruncatula en la
regulacion de la emergencia de las raices laterales. También dilucidamos el mecanismo
molecular mediante el cual este FT regulado por el medioambiente reprime en forma
directa a un FT del tipo LOB, regulado por auxinas. Este mecanismo ocurre en las
regiones meristematicas y podria definir un nuevo punto de cruce entre las vias de
sefalizacion de las auxinas y el ABA.

El interés creciente en la descripcion de los genomas de las plantas leguminosas,
tanto de los modelos de estudio como de las especies cultivables (Choi y col., 2004;
Cannon y col., 2009) refleja su importancia econémica en todo el mundo. Aunque se
han identificado varios FTs de leguminosas por su potencial relacion con el estrés
abiotico, la disponibilidad de nutrientes y la simbiosis fijadora de nitrogeno, el
conocimiento sobre sus mecanismos de accidon continua siendo incierto (Udvardi y col.,
2007). Hasta ahora, el tinico FT de la familia HD-Zip I de leguminosas identificado por
andlisis genético estd involucrado en la formacién de los zarcillos folidceos en la arveja
(el gen TENDRIL-LESS; Figura 1.6; Hofer y col., 2009). Ningun fenotipo de raiz fue
informado para la mutante tendril-less. Este trabajo de investigacion es el segundo,
entonces, en analizar una planta mutante de un FT de la familia HD-Zip I en
leguminosas, y el primero que a su vez esté relacionado a la respuesta de las raices al
estrés.

Las plantas mthbl tienen globalmente afectada su arquitectura radicular. La

anatomia tanto de las raices laterales como de los nodulos simbioticos es normal, pero la
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densidad de raices laterales emergidas es significativamente mas alta. La aparicion de
un numero mayor de raices laterales fue descripta también para las mutantes de M.
truncatula crel (insensible a las fitohormonas citoquininas; Gonzalez-Risso y col.,
2006) y skl (insensible al etileno; Penmetsa y col., 2008). Sin embargo, en estas
mutantes también estaba afectado el nimero de nodulos. Por su parte, la mutante harl
de la planta leguminosa Lotus japonicus es hiper-noduladora y a su vez presenta un
incremento en la formacion de raices laterales (Wopereis y col., 2000). Por otro lado, la
mutante latd de M. truncatula sufre deficiencias en el desarrollo de nodulos y raices
laterales (Bright y col., 2005; Liang y Harris, 2005; Liang y col., 2007). LATD fue
recientemente clonado e identificado como miembro de la familia de transportadores
NRTI y su expresion esta regulada tanto por auxinas como por ABA (Yendrek y col.,
2010). La mutante mthbl revela una via de regulacion alternativa de la arquitectura
radicular de las leguminosas, con nodulacion normal y un incremento significativo en la
emergencia de las raices laterales. La raiz principal de las plantas /atd mostr6é un defecto
en la organizacion del apice, con una acumulacion menor de amiloplastos en la caliptra
en condiciones normales. Este fenotipo fue revertido al agregar ABA 10 uM (Liang y
col., 2007). En las plantas mutantes mthbl detectamos una desorganizacion del apice
con una acumulacién menor de amiloplastos s6lo en condiciones de estrés salino, en las
que se genera ABA. Este defecto podria acentuar el fenotipo de emergencia de las raices
laterales observado en condiciones de estrés, ya que el bloqueo del crecimiento de la
raiz principal induce la formacién de las raices laterales (Osmont y col., 2007). Cabe
destacar, de todos modos, que MtHBI1 juega un rol en la emergencia de las raices
laterales atin en condiciones normales.

El fenotipo de las plantas mthbl puede deberse a la desregulacion de MtLBD].
En Arabidopsis, los genes de la familia LBD participan en diferentes etapas de la
formacion de las raices laterales, hasta antes de la emergencia. At/LBDI16 y 18 estan
ademas regulados en forma directa por ARF7 y 19, dos FTs tipicamente de respuesta a
auxinas (Okushima y col., 2005; Péret y col., 2009b; Lee y col., 2009). Aunque no
hemos encontrado Elementos de Respuesta a Auxinas (AuxREs) como los descriptos en
Arabidopsis en la region promotora de M¢tLBD1, su expresion esta regulada por auxinas
exdgenas. Esto podria estar indicando que los elementos en cis que responden a estas
hormonas no estan conservados literalmente entre Arabidopsis y Medicago. Los genes

homologos de la familia LBD parecen cumplir roles diferentes en cada especie, ya que
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los genes mas cercanos en arroz y maiz a AtLBD16 y 18 participan en la formacion de la
base de la raiz (Hochholdinger y Zimmermann, 2008). Resulta interesante pensar que a
pesar de la dificultad de asignar un homdlogo de MtLBDI en Arabidopsis (Figura 1.18),
uno de los genes de clase II mas cercanos en el arbol filogenético, AtLBD37, fue
recientemente descripto como actor en el metabolismo del nitrégeno (Rubin y col.,
2009) y ademas contiene una caja CAATAATTG en su region promotora proximal.
Considerando que ademés AtHB7 y 12 son inducidos por ABA y estrés abidtico en
Arabidopsis (Soderman y col., 1994; Olsson y col., 2004), se podria postular que la
represion de una via dependiente de auxinas en respuesta a un estrés ambiental con el
fin de regular la formacion de raices laterales sea un mecanismo conservado entre
especies. El hecho de que en Arabidopsis AtHB7 y 12 aparezcan como genes
duplicados, a diferencia MtHBI en M. truncatula, explicaria por qué el silenciamiento
de AtHB7 no fue suficiente para obtener un fenotipo observable (Hjellstrom y col.,
2003). Es decir, AtHB7 y 12 tendrian probablemente funciones redundantes en
Arabidopsis mientras que MtHBI seria unico en Medicago. El ensayo de
inmunoprecipitacion de la cromatina seguido de PCR (ChIP-PCR) es considerado de
eleccion para corroborar la interaccion directa de un FT con su secuencia blanco de
ADN in vivo, y ya ha sido utilizado para dilucidar redes regulatorias de la transcripcion
durante la organogénesis de nddulos en leguminosas (Hirsch y col., 2009). Este ensayo
nos permitid6 demostrar por primera vez la existencia de una interaccion fisica directa
entre una proteina de tipo HD-Zip I y su gen blanco.

El rol de las auxinas en la formacion de las raices laterales ha sido descripto con
minuciosidad (Fukaki y col, 2009; Péret y col., 2009a y b). El papel crucial de estas
hormonas en la emergencia de las raices laterales fue puesto de manifiesto
recientemente con la caracterizacion del transportador de flujo de auxinas LAX3 en
Arabidopsis (Swarup y col., 2008). La modulacién y la sefializacion de las auxinas en
las células adyacentes al primordio inducen la activacion especifica de enzimas que
debilitan la pared celular, facilitando la emergencia de la raiz. Por otro lado, se ha
descripto como una condicion del medio, como lo es la escasez de fosfato inorganico, es
capaz de regular la formacion de las raices laterales alterando la sensibilidad y respuesta
a las auxinas. Esto se logra modificando la expresion de TIR1 (TRANSPORT
INHIBITOR RESISTANT 1), un receptor de auxinas (Pérez-Torres y col., 2008).

Ademas, en Arabidopsis las vias de sefializacion del ABA y las de auxinas comparten
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ciertos actores comunes, incluyendo FTs tales como ABI3 (Brady y col., 2003). La
expresion de ABI3, un gen identificado por su rol en la respuesta a ABA, se regula
positivamente por las auxinas en el primordio de las raices laterales, y a su vez las
plantas mutantes abi3 muestran una menor formacién de raices laterales en respuesta a
auxinas exogenas. La relacion directa entre MtHB1 y MtLBDI combina un FT de
respuesta a ABA que reprime un FT regulado por auxinas, como ABI3. Por su parte, el
ABA juega un rol central en mediar el efecto del nitrato en la ramificacion de las raices
de Arabidopsis (Signora y col., 2001). Nuestros resultados muestran como el estrés
abiotico sufrido por M. truncatula recluta un FT de respuesta a ABA para reprimir una
via dependiente de MtLBDI y determinar una nueva arquitectura radicular adaptada al
medio. Proponemos entonces que MtHB1 formaria parte de una compleja interaccion
entre las vias de sefalizacion del ABA y de las auxinas en las raices. Ante condiciones
adversas, los mecanismos moleculares preexistentes se reorganizan para responder de
forma plastica y eficiente con una nueva forma global de la raiz. La induccion de
MtHBI por condiciones de estrés logra reprimir la emergencia de nuevas raices
laterales, disminuyendo la superficie de contacto del 6rgano con el medio estresante

(Figura 1.27).
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Figura 1.27. Rol propuesto para MtHB1 respecto a la emergencia de las raices laterales.
Se esquematizan las tres etapas de la formacion de las raices laterales (iniciacion,
formacion del primordio y emergencia). MtHB1 reprime directamente a MtLBD1 en el
primordio. Cuando las raices son expuestas al estrés o altas concentraciones de ABA,
MtHBI controla la emergencia de las raices laterales, reprimiendo a M¢tLBD1. MtHB1
participa en la respuesta que da lugar a la plasticidad del desarrollo necesaria parada

adaptar la arquitectura radicular al medio circundante.

En conclusion, MtHB1 participa en la plasticidad del desarrollo de las raices,
regulando directamente a MtLBD]. La identificacion en el futuro de los genes blanco de
MtLBDI1 sera de vital importancia para la comprension de la red regulatoria mediante la
cual el ABA vy las auxinas determinan la emergencia de las raices laterales en Medicago

truncatula y més generalmente en las leguminosas.

97




Capitulo 2

“... la mediocridad para

algunos es normal, la locura
es poder ver mds alld...”

(Charly Garcia)



Capitulo 2

Los factores de transcripcion RRs de Tipo B regulan la expresion de genes

involucrados en la nodulacion en respuesta a las citoquininas

Las fitohormonas citoquininas y la nodulacion

Como fue descripto en la introduccion general, las citoquininas cumplen un papel
fundamental en el control de la proliferacion, elongacion, diferenciacion y senescencia de
distintos tipos celulares en varios o6rganos de la planta (Werner y Schmiilling, 2009). Ante
la falta de nutrientes, las leguminosas tienen la capacidad de interaccionar con hongos
(micorrizas) o bacterias fijadoras de nitrogeno generando un nuevo organo, el nddulo. Este
nuevo organo, el nodulo fijador de nitrogeno, se forma en las raices de la planta huésped en
respuesta a bacterias simbioticas especificas. Para Medicago truncatula el micro simbionte
es Sinorhizobium melitoli. Los estudios fisioldgicos, y mas recientemente también los de
orden genético, han demostrado que la organogénesis de los nddulos requiere de la accion
de las citoquininas (Frugier y col., 2008). A modo de ejemplo, los experimentos de
silenciamiento sistematico utilizando ARN de interferencia para diferentes receptores de
citoquininas de M. truncatula demostraron que la HISTIDINA KINASA MtCREI1 (del
inglés, M. truncatula CYTOKININ RECEPTOR ELEMENT 1) controla la formacion de
los nodulos (Gonzalez-Rizzo y col., 2006). En el mismo sentido, la mutante 4it/ (del inglés,
hyperinfected 1) de la planta modelo de leguminosas Lotus japonicus presenta un nimero
de nodulos muy inferior al de la planta salvaje. En esta mutante el gen LHKI, que codifica
para una HISTIDINA KINASA relacionada funcionalmente a MtCREl, no es
funcional(Murray y col., 2007). Otra evidencia que apoya que la organogénesis de los
nodulos requiere de la accion de las citoquininas es la observacion de la mutante snf2 (del
inglés, spontaneous nodule formed 2) de L. japonicus, que sufre una ganancia de funcion
del mismo gen LHK . Esta mutante puede formar nodulos espontdneamente en ausencia de
rizobios (Tirichine y col., 2007). Este conjunto de resultados indicd que las citoquininas
son necesarias y suficientes para activar la division de las células corticales y la

organogeénesis de los nodulos.
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Figura 2.1. Esquema de los mecanismos moleculares que tienen lugar durante la formacion
de los ndédulos simbioticos en la planta modelo de leguminosas Lotus japonicus. LjLHK es
el receptor de citoquninas ortélogo del de M. truncatula, CRE1. El recuadro rojo destaca

que NSP2 es activado por las citoquininas en las células de la corteza. Adaptado de

Oldroyd y col. (2008).

La interaccion simbiotica de la planta con rhizobium depende del reconocimiento
especifico de ambos actores, involucrando los flavonoides presentes en los exudados de la
raiz, asi como los lipo-quito-oligosacaridos de las bacterias que actian como sefiales
moleculares, también conocidos como factores Nod (Oldroyd y Downie, 2008). Se
caracterizaron varias plantas mutantes incapaces de nodular, permitiendo identificar
distintos FTs relacionados con este proceso (Crespi y Frugier, 2008). Los genes NSPI y
NSP?2 (del inglés, NODULATION SIGNALING PATHWAY) codifican dos FTs con dominio
GRAS de union a ADN, y actuan en las etapas tempranas de la organogénesis de los
nédulos (Smit y col., 2005; Kalo y col., 2005; Heckmann y col., 2006; Murakami y col.,
2006). Recientemente se ha demostrado que MtNSP1 y MtNSP2 forman un complejo
transcripcional asociado directamente al promotor del marcador de la nodulacion temprana
ENODI1 (del inglés, EARLY NODULATION 11; Hirsch y col., 2009). Por otro lado, el
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estudio de interacciones genéticas permitio determinar que en L. japonicus, LHK1 actiia
corriente abajo de la percepcion de los factores Nod, y corriente arriba de LjNSP2, proteina
que a su vez activa las divisiones corticales que dan lugar a la organogénesis de los nddulos
(Tirichine y col., 2007). Sin embargo, la relacion entre las vias de sefializacion de las

citoquininas y de los factores Nod contintia siendo incierta.

sefial de la
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Figura 2.2. Esquema de la activacion de NSP1 y 2 por las citoquininas y su accion a nivel
molecular y celular. Hasta el momento se desconocia qué actores median la recepcion de la
sefial de las citoquininas (por LjLHK/MtCRE1) y la expresion de de NSP1 y NSP2, FTs
clave en las etapas tempranas de la nodulacion. El balance de las respuestas a las
citoquininas y las auxinas desencadena la correcta division celular y formacion del

primordio. Adaptado de Oldroyd (2008).

La Familia RR de Tipo B de Factores de Transcripcion

En Arabidopsis, la sefial de las citoquininas es percibida a través del dominio
extracelular CHASE (del CYCLASE/HISTIDINE KINASE-ASSOCIATED
SENSING EXTRACELLULAR) presente en los receptores transmembrana CRE1/AHK4 y
de otros dos sensores HISTIDINA KINASAS, AHK2 y AHK3 (Werner y Schmiilling,

inglés,

2009). Corriente abajo de la cascada de sefalizacion se inicia el proceso de fosforilacion
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dependiente de histidina y dacido aspartico, durante el cual las proteinas de
fosfotransferencia de histidina aparentemente llevan la sefial al nicleo, y activan a los FTs
preexistentes de la familia RR (del inglés, RESPONSE REGULATORS) de Tipo B. Estos
FTs pertenecen a la Super Familia de proteinas MYB, presentes en organismos de todos los
reinos eucariotas (Stracke y col., 2001). Los RRs de Tipo B pueden transactivar a los los
RRs de Tipo A, genes de respuesta primaria a citoquininas (Hwang y Sheen, 2001; Sakai y
col., 2000 y 2001). Esta activacion es rapida y tiene lugar en presencia del inhibidor de
sintesis proteica cicloheximida (CHX), lo que implica que este evento es independiente de
la sintesis de novo de proteinas y que recae en los elementos preexistentes de las vias de
fosforilacion (Brandstatter y Kieber, 1998; d’Agostino y col., 2000; Sakai y col., 2001). Se
ha postulado que los RRs de Tipo A actuarian como reguladores negativos de la accion de
los RRs de Tipo B, cerrando un circuito de regulacion.
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Figura 2.3. Esquema de la activacion de los FTs RRs de Tipo B por parte del sistema de
FOSFO-TRANSFERASAS en respuesta a las citoquininas. El receptor MtCRE1 capta la
sefial de las citoquininas, y su dominio histidina-kinasa envia un complejo de transferencia
del grupo fosfato que activara post-traduccionalmente a los RRs de Tipo B. Su accion como
FTs activara la transcripcion de sus genes blanco, incluyendo a los RRs de Tipo A que

regularan negativamente su actividad.
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Los estudios de interaccion proteina-ADN de RRs de tipo B de Arabidopsis
(ARR1, ARR2, ARR10 y ARRI11) permitieron determinar una secuencia blanco consenso
5’-(A/G)GAT(T/C)-3’ (Sakai y col., 2000: Lohrmann y col., 2001; Hosoda y col., 2002;
Imamura y col., 2003; Heyl y Schmiilling, 2003). Estos motivos de ADN son muy
pequetios y por lo tanto se encuentran en una frecuencia muy alta en las regiones
promotoras de los genes, lo que hace practicamente imposible la identificaciéon de genes
regulados en forma directa por los RRs de Tipo B. Es muy probable que la secuencia
reconocida y unida por estos FTs sea mas extendida para permitir una interaccion
especifica de cada RR en el contexto de un promotor determinado, especialmente para
discriminar entre los diferentes FTs de la supér familia MYB, de tipo GARP
(GOLDEN2/ARRs/PSR1/PHR1; Taniguchi y col., 2007).

Los Genes de Respuesta Primaria a las Citoquininas

Los variados analisis transcriptomicos llevados a cabo en Arabidopsis indicaron que
existia una multiplicidad de genes de respuesta rapida al tratamiento con citoquininas
exogenas, tanto en plantulas salvajes, como en transgénicas y mutantes afectadas en sus
niveles de citoquininas endogenas o en su sensibilidad a estas hormonas (Rashotte y col.,
2003; Hoth y col., 2003; Kiba y col., 2004; Brenner y col., 2005; Kiba y col., 2005;
Rashotte y col., 2006; Taniguchi y col., 2007). Recientemente se identificaron diecisiete
posibles genes blanco haciendo uso de una version de la proteina ARR1 que carecia del
dominio receptor de fosfato (ADDK). La transactivacion de estos genes seria
independiente de la sintesis proteica de novo (Taniguchi y col., 2007). Ademas de los RRs
de Tipo A, existirian otros genes probablemente regulados por ARR1. La funcién de dos de
ellos estaria relacionada al metabolismo de las citoquininas: una HIDROLASA y una
OXIDASA/DESHIDROGENASA de citoquininas; y un tercero participaria en la
sefalizacion de las auxinas: /443/SHY2. Cabe mencionar que existe una controversia sobre
la regulacion por citoquininas de dos FTs de la familia AP2/ERF (del inglés, APETALA

2/ETHILENE RESPONSE FACTOR), previamente identificados como CRFs (del inglés,
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CYTOKININ RESPONSE FACTORS; Rashotte y col., 2006) y de una CICLINA D3
(CYCD3). Estos genes no mostraron regulacion positiva por citoquininas en presencia de
CHX (Rashotte y col., 2003), a pesar de que en estudios previos se habia o concluido lo
contrario (Riou-Khamlichi y col., 1999). Esta inconsistencia se debe, probablemente, a los
distintos procedimientos experimentales aplicados y sugiere que el criterio de la
dependencia de CHX para definir la respuesta primaria de los genes a un determinado
estimulo no es siempre confiable. El analisis de los promotores de todos estos nuevos genes
inducidos por citoquininas permitidé extender la secuencia de ADN consenso,
probablemente reconocida por los RRs de Tipo B, al palindromo: 5’-AAGAT(C/T)TT-3"
(Taniguchi y col., 2007).

Resultados

El analisis transcripcional de la respuesta a corto plazo a las citoquininas de los apices
de las raices de Medicago truncatula: Nuevas vias funcionales de respuesta a estas

fitohormonas

Con el fin de comprender mejor el rol de las citoquininas en las raices de las
leguminosas, desarrollamos un estudio transcripcional que nos permitiera identificar los
genes regulados por un tratamiento de 1 h con Bencil Amino Purina (BAP) 107 M, un
compuesto sintético ampliamente utilizado como citoquinina exogena, basados en el
sistema de microarreglos de 16k+ (Henckel y col., 2009). Las muestras de ARN que se
utilizaron provinieron del 4pice de las raices (aproximadamente 1 cm) de plantas de 10
dias de edad, crecidas en una mezcla de arena y perlita. Las raices sobresalian del fondo de
red de las macetas y el tratamiento se realizo reemplazando el medio de cultivo liquido por
medio fresco suplementado o no con BAP 107 M durante 1 h. Aplicamos un criterio
estadistico astringente (Tabla 2.1; |[Factor de Cambio| > 1,5; Valor Ajustado p < 0,001;

Promedio A > 7; ver Materiales y Métodos) que nos permitid identificar 297 transcriptos
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regulados por citoquininas, de los cuales 190 fueron inducidos y 107, reprimidos (Anexo 1,

Tabla 2.1).

BAP 107 M 1h p < 0,05 p < 0,01 p < 0,001
| Factor de Cambio| > 1,8 537 407 225
| Factor de Cambio| > 1,5 942 635 297

Tabla 2.1. Numeros exactos de genes expresados diferentemente en respuesta a

citoquininas en los apices de las raices de M. truncatula segun los criterios de astringencia.

Se identificaron las categorias funcionales mas afectadas (definidas por Mapman
“BINs”; Telstrom y col., 2007) usando un test t de Fisher exacto (Figura 2.4). Los genes
implicados en los metabolismos de los flavonoides y de las giberelinas resultaron estar
modulados significativamente (p < 0,001) por las citoquininas. También se afectaron genes
correspondientes a dos familias enzimaticas (p < 0,002): las UDP GLUCOSIL vy
GLUCORONIDIL TRANSFERASAS (UDP-GT), asi como las familias del CITOCROMO
P450 (Figura 2.4B). Cabe destacar que algunas UDP-GT participan en el metabolismo de
los flavonoides, mientras que otras han sido anotadas como enzimas conjugadas de las
citoquininas  (por ejemplo, las proteinas propuestas como ZEATINA O-
GLUCOSILTRANSFERASAS MTO009525 / MtGI8 TC101954 y MT000038 / MtGI8
TC100176).
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Figura 2.4. Los procesos metabolicos y las familias de enzimas regulados en respuesta al
tratamiento de 1 h con citoquininas en los apices de las raices. Categorizacion de los 297
transcriptos contemplados en el analisis de microarreglos de 16K+ (|Factor de Cambio| >

1,5; Valor p ajustado < 0,001; Promedio A > 7, ver Materiales y Métodos), realizada con el
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programa Mapman (Tellstrom y col., 2007). Los transcriptos ausentes estdn indicados en
gris, mientras que los transcriptos que cambian menos que un determinado valor estan
representados segun el codigo de colores (basado en el cociente de log,), donde el azul
indica inducciéon y el rojo represion. A) Metabolismo Primario. B) Metabolismo

Secundario. C) Grandes Familias Enzimaticas.

De manera similar, varios genes que codifican enzimas de tipo CYP735-A2,
pertenecientes a la super familia de hemoproteinas conocida como CITOCROMO P450 se
indujeron por el tratamiento (MT007069 / MtGI§ TC100322, MT007068 / MtGI8
TC100323 y MTO007937 / MtGI8 TC94931). Se ha descripto que estas proteinas estan
relacionadas con el metabolismo de las citoquininas. También se encuentra regulado
positivamente el gen que codifica una enzima homologa de la activadora de las citoquininas
identificada recientemente en Arabidopsis, LOG (del inglés, LONLEY GUY; Kurakawa y
col., 2007) y anotada manualmente en M. truncatula (la Gnica copia MtGI8 TC112199).
Ningin gen que codifique para ISOPENTIL TRANSFERASAS (IPT) fue identificado,
aunque esta familia estd sub-representada en el transcriptoma conocido de M. truncatula
(Gnicamente MtGI8 TC112199), y en consecuencia también en nuestro analisis
transcripcional. En el mismo sentido, en M. truncatula sélo se conocen dos genes de
respuesta primaria a las citoquininas que codifican RRs de Tipo A, MtRR4 y MtRRS,
(Gonzélez-Rizzo y col., 2006). Finalmente, fue notorio un enriquecimiento significativo de
genes que codifican dos familias de FTs: bHLH (del inglés, basic HELIX-LOOP-HELIX) y
AP2/ERF/EREBP (del inglés, APETALA2 / ETHYLENE RESPONSE FACTOR /
ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR). Los miembros de esta
ultima familia fueron previamente relacionados a las citoquininas mediante la identificacion
de los CRFs (Rashotte y col., 2006). El andlisis de las secuencias de las proteinas
codificadas en las bases de datos (BlastX) indicé que ninguna de las AP2/ERF reguladas
por citoquininas en las raices de M. truncatula presenta homologia con las CRFs, incluso
considerando un criterio de baja astringencia. En términos generales, nuestro analisis

transcriptomico nos permitié identificar genes regulados por las citoquininas en las raices
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de las leguminosas, entre los que vale destacar a aquellos relacionados al metabolismo de
las citoquininas, les giberelinas y los flavonoides, asi como genes que codifican FTs de las

familias bHLH y AP2/ERF.

Identificacion de un elemento cis reconocido in vitro por el RR de Tipo B MtRR1 de

Medicago truncatula

Como fue descripto més arriba, las citoquininas juegan un rol fundamental en la
formacion de los nédulos simbidticos de las leguminosas. Una vez que identificamos los
genes inducidos en 1 h por las citoquininas en las raices de M. truncatula, nuestro objetivo
se focalizo en determinar qué mecanismos moleculares relacionan la actividad del receptor
de citoquininas MtCRE1 con los genes que gobiernan el proceso de nodulacion. Para ello,
decidimos determinar la secuencia de union de los RRs de Tipo B en M. truncatula,
activados de manera post-traduccional en respuesta a las citoquininas. Con este fin,
elegimos el RR de Tipo B MtRR1, ya que a diferencia de otros miembros de la familia, su
transcripcion estd enriquecida en los nédulos (Gonzalez-Rizzo y col., 2006).

El dominio de union a ADN de MtRR1 (MYB) fue expresado en forma
recombinante en E. coli como fusion a la proteina GST de Schistosoma japonicum, para
luego llevar a cabo su purificacion mediante columnas de afinidad. Para la seleccion del
sitio de union asistida por PCR (Oliphant y col., 1989), técnica conocida como SELEX (del
inglés, Selection of Ligands by Exponential Enrichment) se utilizd un oligonucledtido de
secuencia central degenerada (12 N) y brazos conocidos. Luego de siete rondas de
seleccion, y habiendo constatado que en la octava ronda no se produjo un enriquecimiento
de la unién en los ensayos de retardo en geles, se procedio a clonar el ultimo producto de
PCR en un vector adecuado. Seguidamente, se obtuvo la secuencia de 38 clones
individuales escogidos al azar. Todos los clones poseian la secuencia central TCT/AGA,

que fue tomada como referencia para el alineamiento de las secuencias (Figura 2.5A).
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Figura 2.5. Resultado de la estrategia de SELEX de MtRR1. A) Secuencias alineadas de
los 38 clones escogidos al azar luego de ser clonado el producto de PCR de la séptima
ronda de SELEX. B) Consenso nucleotidico reconocido por MtRR1 in vitro mediante
SELEX. Los numeros en el eje x indican las posiciones de los nucledtidos. El eje y
representa la frecuencia (relativizado el tamafio de la letra y normalizado entre 0 y 1) de

cada nucledtido en cada posicion (creado con WebLogo; Crooks y col., 2004).
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De los treinta y ocho clones, dieciocho resultaron idénticos y junto con los demas se
dedujo una secuencia consenso de 12 pb: 5’-AAT(G/A)AGA(C/T)TAGT-3’ (o su
secuencia reversa y complementaria 5’-ACTA(G/A)TCT(C/T)ATT-3").

El gen MtRR4 codifica un RR de Tipo A, previamente caracterizado como gen de
respuesta primaria a citoquininas en M. truncatula (Gonzélez-Rizzo y col., 2006). El
analisis de la region promotora de M¢RR4, considerando los 3 kpb corriente arriba desde el
inicio de la traduccion, ATG, revelo la existencia de cuatro cajas de 12 pb muy similares al
consenso obtenido por SELEX, ubicadas entre 2 y 2,3 kpb corriente arriba del ATG (Figura
2.6). Seis nucléotidos son idénticos entre las cuatro cajas y el consenso del SELEX,y 2 a3
nucledtidos adicionales estan conservados en las diferentes cajas (desde ahora llamadas

Cajas 1, 2, 3 y 4, como se muestra en la Figura 2.6).
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SELEX : AATGAGACTAGT

Caja 2: AATGAGACATAT (hebra -)
Caja 1: AACGAGACATAT (hebra -)
Caja 3: ATAGAGACCATT (hebra +)
Caja 4: ATAGAGACTAAA (hebra +)

Figura 2.6. Representacion esquematica de los 3 kpb del promotor del gen MtRR4. Las
cuatro Cajas similares al consenso del SELEX estan indicadas en el esquema (los numeros
indican la posicion del primer nucledtido de la Caja). El alincamiento de las Cajas en
funcion del consenso se ubica debajo del esquema. Los nucledtidos idénticos al consenso
estan remarcados en rojo. Subrayados se encuentran las posiciones idénticas en todas las
secuencias. La indicacion “hebra +/-” se refiere al sentido en que la secuencia se ubica en el

promotor.
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Estas cuatro Cajas presentan entre un 66 % y un 75 % de identidad (es decir, entre 8
y 9 nucledtidos conservados con el consenso del SELEX. Los cuatro elementos estan
dispuestos en dos tdndemes, separados por una distancia de 68 pb entre ellos, y una de 48
pb entre las Cajas 1 y 2, asi como entre las 3 y 4. Ademas, se hicieron ensayos de retardo en
geles que indicaron que la proteina recombinante MtRR1 es capaz de reconocer las cuatro

secuencias in vitro con distinta afinidad (Figura 2.7).

GST +

GST-RR1 + + + + + +
SELEX* + +

Caja n°* 1 2 3 4
SELEXmut* +

Figura 2.7. Ensayo de retardo en gel para el analisis de la union de MtRR1 in vitro a los
oligonucleotidos de secuencia central de 12 pb correspondientes al consenso del SELEX y
las Cajas 1 a 4 del ProMtRR4. Las secuencias marcadas radiactivamente con [a->*P]dATP

33 30

estan indicadas con un . Como control de la especificidad de union se utilizd un
oligonicledtido en el que el nucleo central del consenso del SELEX GAGA/TCTC fue

reemplazado por la secuencia ACTG/CAGT (SELEXmut).

El reemplazo del nucleo central GAGA/TCTC por CAGT/ACTG (Caja llamada
SELEXmut) fue suficiente para abolir la union de la proteina, indicando un reconocimiento

muy especifico de esta secuencia (Figura 2.7, ultima calle). Cabe mencionar que MtRR1
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unid in vitro con mayor afinidad la secuencia deducida como consenso del SELEX

(segunda calle) y la Caja 2 (cuarta calle).

Las Cajas 1 a 4 participan de la regulacion del gen MtRR4 por las citoquininas in

planta

Para determinar el efecto de las citoquininas en el reconocimiento de los elementos
cis potencialmente activos en el promotor de M¢RR4, se obtuvieron extractos nucleares de
raices de M. truncatula tratadas o no durante 3 h con citoquininas exdgenas (BAP 107 M).
Con estos extractos nucleares se hicieron ensayos de retardo en geles en los que se observo
que los que provenian de raices tratadas con BAP presentaban una union mas fuerte a las 4
Cajas del ProMtRR4 (Figura 2.8A) que aquellos que provenian de las raices sin tratar.
Ademads, se hicieron ensayos de competencia usando un oligonucledtido marcado
radiactivamente con la secuencia de la Caja 2 y una concentracion 20 veces mayor del
mismo oligonucleodtido sin marcar o de la secuencia SELEXmut. Los resultados de estos
ensayos reforzaron las conclusiones provenientes de los anteriores, indicando que los
nucleos tratados con BAP reconocen las Cajas mas eficientemente y que la secuencia de la

Caja 2 es unida con alta especificidad (Figura 2.8B).

A

Nucleos Control + + + +
Nucleos BAP + + + +

Caja*
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B
Nucleos Control +
Nucelos BAP + + +
Caja 2* + + + + +
Caja 2 +
SELEXmut +

Figura 2.8. Las Cajas 1 a 4 son reconocidas in planta en respuesta a las citoquininas. A)
Gel de retardo con extractos nucleares de raices en condiciones control o tratados con BAP
107 M durante 3 h, con los oligonucledtidos con secuencia central de las Cajas indicadas en
cada calle. B) Ensayo de competencia usando los mismos extractos que en A; no tratados
(calle 2) o tratados (calles 3 a 5). El “*” indica el oligonucledtido marcado radiactivamente
utilizado en la reaccion de union, competida con 20 veces mas de oligonucledtido sin

marcar, de secuencia indicada en la Figura 2 (Caja 2 y SELEXmut).

La relevancia de las Cajas 1 a 4 en el contexto del ProMtRR4 fue evaluada mediante
la eliminacion y/o mutagénesis dirigida de las mismas en la construccion ProMtRR4:GUS.
La actividad del promotor completo de MtRR4 (ProMtRR4 de 2,8 kpb) fue comparada con
una version mas corta del mismo que elimina las cuatro Cajas (ProMtRR4-Acajas, de 993
pb) y con una version completa en la que el ntcleo central GAGA/TCTC de la Caja 2 se
mutagenizé (ProMtRR4-cajal*) (Figura 2.9A). Cada construccion fue utilizada para
transformar raices de M. truncatula, y la actividad GUS de cada raiz individual fue medida

antes y después del tratamiento de 3 h con BAP 10”7 M (Figura 2.9B). La actividad GUS
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dirigida por la construccion ProMtRR4:GUS se increment6 aproximadamente 10 veces por
el tratamiento. Por el contrario, la actividad dirigida por la construccion ProMtRR4-
Acajas:GUS no se alterd perceptiblemente ante la exposicion a BAP. Por tltimo, la version
ProMtRR4-caja2* del promotor mostrd solo una respuesta residual al tratamiento con BAP,

indicando que este elemento cis es activo y absolutamente necesario para la regulacion

transcripcional de M¢RR4 por las citoquininas.
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Factor de induccidnen
respuestaa BAP

Figura 2.9. Se requieren las Cajas 1 a 4 para la activacion de la transcripcion de MtRR4 por
citoquininas. A) Representacion esquematica de las diferentes versiones del ProMtRR4
fusionadas al gen reportero GUS. ProMtRR4 comprende aproximadamente 3 kpb corriente
arriba del ATG; ProMtRR4-caja2* corresponde a un promotor del mismo tamafio, pero con
la Caja 2 mutagenizada de la misma manera que la Caja SELEXmut; ProMtRR4-Acajas es
una version corta del promotor utilizada como control negativo porque carece de las cuatro
cajas. B) Cuantificacioén fluorométrica de la actividad de la proteina GUS en las raices de
M. truncatula transformadas con las construcciones descriptas en (A). Las barras
representan el promedio de la relacion entre las medidas tomadas de raices individuales
antes y después de la induccion por BAP (107 M, 3 h). Las barras de error representan el
error estdndar de la media, y so6lo uno de los dos replicados bioldgicos esta graficado. Se
utilizo un test Kruskal-Wallis para determinar las diferencias significativas (p < 0,05; n >

10).
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La expresion de MtRR4 aumenta en respuesta a la simbiosis con S. melitoli
(Gonzélez-Rizzo y col., 2006). Con el objeto de caracterizar el patron de expresion de
MtRR4 en detalle durante la nodulacion utilizamos la construccion que comprende al
promotor completo, ProMtRR4:GUS (Figura 2.10). Los resultados de los ensayos de
histoquimica indicaron que M¢RR4 se transcribe desde etapas tempranas de la nodulacién
en las células en division del periciclo y de la corteza interna, y que a medida que el 6rgano
madura, la expresion se localiza en la region I (Vasse y col., 1990), en la cual también se

localiza el meristema.
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Figura 2.10. Patron de expresion de MtRR4 durante la nodulacion. Localizacion de la
expresion de MtRR4 detectada por histoquimica de raices transformadas con la
construccion ProMtRR4:GUS. A-C) Cortes transversales de la raiz tefiida 3 dias post
inoculacion (dpi) con S. melitoli. A y B son fotos en campo claro. C corresponde a la auto
fluorescencia de la foto B con un filtro de excitacion de 340-380 nm y uno de emision de
450-490 nm, destacando la endodermis (E) y los tejidos vasculares (Xi: xilema; Fl: floema).
Las flechas sefialan la expresion en el periciclo (P) y en las células de la corteza interna
(CI). D-I) Cortes longitudinales de raices (D) 3, (E) 5 y (F) 7 dpi. Las iméagenes G, H e |
corresponden a acercamientos de las fotos D-G. Las zonas de los nodulos indican I:
meristema; II: infeccion/diferenciacion; III: fijacion de nitrogeno (Vasse y col., 1990). Las

lineas de la escala representan 50 pm en A-C y 150 um en D-F.

Con el proposito de establecer si estos elementos cis identificados en el ProMtRR4
eran activos durante la nodulacion, comparamos cualitativamente la actividad GUS dirigida
por las construcciones ProMtRR4 y ProMtRR4-Acajas (que presentan las dos situaciones
mas contrastantes) durante un contexto de desarrollo por histoquimica (Figura 2.11).
ProMtRR4:GUS generd una sefial asociada al primordio de los nddulos simbidticos
mientras que en raices transformadas con la construccion ProMtRR4-Acajas:GUS esta
sefal fue indetectable. Este resultado sugiri6 que la region ubicada corriente arriba de los
primeros 993 pb del promotor seria la que contiene los elementos reguladores de la

transcripcion de M¢RR4 durante la organogénesis de los nodulos.
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ProMiRR4

ProMiRR4-Acajus

Figura 2.11. Las Cajas 1 a 4 regulan la expresion de MtRR4 durante la nodulacion. Tincion
histoquimica de la actividad GUS en las raices transformadas con las construcciones
ProMtRR4 y ProMtRR4-Acajas, 3 dpi. Las lineas de la escala representan 150 pm en las

imagenes de la izquierda y 50 pm en las de la derecha.

Identificacion de los elementos cis reconocidos por RRs de Tipo B en los promotores

de los genes regulados por citoquininas

Contando con una coleccion de transcriptos regulados por las citoquininas en las
raices de M. truncatula, la identificacion de los elementos cis activos del ProMtRR4 cobro
una gran importancia como herramienta potencial para establecer una relacion entre la
accion de las citoquininas y la organogénesis de los nddulos simbidticos. Dada la
desorganizacion que ain impera en las bases de datos de Medicago truncatula, en constante
formacion, hemos necesitado desarrollar en forma conjunta con el grupo de trabajo de
Jérome Gouzy (INRA-Toulouse, Francia) una herramienta bioinformatica (disponible

actualmente en http://www.legoo.org/, también utilizada en el trabajo del Capitulo 1) que

permitiera la identificacion de los genes regulados por citoquininas que contengan en sus

secuencias promotoras Cajas similares al consenso del SELEX de MtRR1. En una primera
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aproximacion, se buscaron los nticleos de 8 pb mejor conservados entre las Cajas 1 a 4 y el

consenso del SELEX. Las secuencias exactas de busqueda se detallan en la Tabla 2.2.

Caja Secuencia Tabla 2.2. Secuencias de 8 pb de las Cajas
Caj.a ! AACGAGAC derivadas del consenso del SELEX, considerando
Caja 1 RC GTCTCGTT
Caja 2 AATGAGAC sus posiciones variables, y las Cajas 1 a 4 del
Caja2 RC | GTCTCATT ProMtRR4. RC indica la secuencia de la hebra
Caja 3-4 ATAGAGAC reversa y complementaria. Cabe destacar que los 8
Caja 3-4RC | GTCTCTAT . , o

- pb utilizados para la busqueda coinciden en las
Caja s ATGAGATT
Caja SRC AATCTCAT Cajas 3 y 4 del ProMtRR4. Las Cajas 5a7
Caja 6 ATGAGACT corresponden a variantes del consenso del SELEX
Caja 6 RC AGTCTCAT - .

- en las posiciones 4 y 8 de las secuencia consenso
Caja 7 ATAAGATT
Caja7RC | AATCTTAT 5’-AAT(G/A)AGA(C/T) TAGT-3".

De los 942 genes regulados por citoquininas, detectados con un criterio de baja
astringencia (valor p < 0,05), s6lo 584 estan codificados en la region conocida del genoma
de M. truncatula, por lo que se pudo obtener sus secuencias promotoras. La comparacion
entre este grupo de promotores y otro conformado por promotores de genes no regulados
por citoquininas elegidos al azar mostré que existe un enriquecimiento significativo en el
primer grupo respecto a la cantidad de promotores que contengan mas de una Caja derivada
del SELEX. Establecimos entonces una condicion adicional para aplicar un criterio mas
selectivo: que los promotores tuvieran al menos 2 cajas en su secuencia (Anexo 1, Tabla
2.2). Asimismo y teniendo en cuenta que la Caja 2 es la mas parecida al consenso del
SELEX y que los estudios de mutagénesis dirigida determinaron que es esencial para la
regulacion por citoquininas, definimos como criterio adicional para la busqueda que los
promotores contengan al menos una Caja 2 y otra de 8 pb derivada del consenso (2 cajas en
total; Anexo 1, Tabla 2.3). MtRR4 fue el control positivo de la busqueda, y se detectaron

otros 38 genes que cumplian con el criterio (union de las Tablas 2.2 y 2.3 del Anexo 1). De
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éstos, seis eran FTs inducidos por citoquininas de las familias GRAS, LOB, bZip (del
inglés, basic LEUCINE ZIPPER), AP2/ERF y NAM (del inglés, NO APICAL MERISTEM,
todos indicados en la Tabla 2.3). Un resultado interesante derivado de este analisis fue que
uno de los FTs de la familia GRAS correspondia a MtNSP2 (con 3 cajas), que cumple un
rol fundamental en la organogénesis de los nédulos. Vale destacar que la octava posicion de
la Caja  repetida en forma idéntica 2 veces (llamada Caja 5, de secuencia
AATGAGAT/ATCTCATT) esta ocupada por una T en lugar de una C, coincidiendo con la
segunda opcioén mejor representada en el consenso del SELEX para dicha posicion.

Teniendo en cuenta la relevancia de MtNSP2 en la nodulacion, ademés de que 11 pb
de las cajas presentes en su promotor son idénticas en ambos casos y coinciden con el
consenso del SELEX, decidimos por ultimo determinar un nuevo criterio de busqueda, para
evitar perder genes blanco en la lista de candidatos: que los promotores cuenten con una
Caja 5 y otra mas de 8 pb derivada del consenso del SELEX (Anexo 1, Tabla 2.4). De esta
nueva busqueda, se obtuvo una lista de 9 genes inducidos por citoquininas, incluyendo un
FT de la familia bHLH, asi como también dos homologos de genes de respuesta primaria a
citoquininas de Arabidopsis (Taniguchi y col., 2007), que codifican una GLUTATION-S-
TRANSFERASA (GST) y una CITOQUININA OXIDASA/DEHIDROGENASA (CKX;
todos ellos en la Tabla 2.3).

En conclusion, la combinacion de estas tres busquedas diferentes permitio
identificar 56 genes (inducidos o reprimidos) candidatos a ser de respuesta primaria a
citoquininas, entre los cuales dos son homologos de genes de respuesta primaria a
citoquininas en Arabidopsis. Entre los nuevos 31 genes inducidos por citoquininas que
surgieron de las busquedas, siete codifican FTs que nunca habian sido relacionados a las

vias de sefalizacion de citoquininas (Tabla 2.3).
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o . . N° total Valor p S
N° de Acceso Caja2 | Cajas de Cajas MTGI8 FC ajustado Descripcion
Medtr5g037580.1 ‘ 1 ‘ 0 ‘ 5|TC103991 11,12| 0,00003 | RR de Tipo A (MtRR4)

Genes que codifican FTs, con al menos 3 Cajas derivadas del consenso del SELEX

Medtr3g097800.1 0 2 3| TC98097 3,98 | 0,00055 | FT de la familia GRAS (MtNSP2)
Medtr5g069060.1 1 1 3|TC103195 1,76 | 0,00049 | FT de la familia ERF (patogénesis)
Medtr7g005040.1 0 0 4|TC95048 1,6| 0,00056 | FT de la familia NAM

Genes que codifican FTs, con al menos 1 Caja 2 y otra adicional derivada del consenso del SELEX

Medtr1g135030.1 1 0 2| TC98397 3,46 | 0,00441|FT de la familia LOB
Medtr2g116970.1 1 0 2| TC109615 1,9| 0,00103 | FT de la familia GRAS
Medtr5g069060.1 1 1 4|TC103195 1,76 | 0,00049 | FT de la familia ERF (patogénesis)
Medtrdg097530.1 1 0 2 | AW684462 1,73| 0,00017 | FT de la familia bZIP

Genes que codifican FTs, con al menos 1 Caja 5 y otra adicional derivada del consenso del SELEX

Medtr3g097800.1

0

2

3

TC98097

3,98

0,00055

FT de la familia GRAS (MtNSP2)

Medtr5g014710.1

0

1

2

TC95476

1,92

0,02654

FT de la familia bHLH

Genes homologos de aquellos de respuesta primaria a citoquininas en Arabidopsis

Medtrdg135740.1

0

2

2

TC95247

1,78

0,0349

Glutation S-transferasa

Medtr1g019530.1

0

1

2

TC95407

1,63

0,00748

Citoquinina oxidasa

Tabla 2.3. Genes regulados por citoquininas e identificados por los elementos cis en sus
promotores. Lista de genes que codifican FTs regulados por citoquininas (ensayo de
microarreglos; [Factor de Cambiol > 1,5; Valor p ajustado < 0,001; Promedio A > 7), que
contienen en sus promotores (2,5 kpb) ya sea mas de 3 Cajas derivadas del consenso del SELEX,
o 2 Cajas de las cuales al menos 1 sea la Caja 2 o la Caja 5. Al final también se detallan los 2
genes homologos de aquellos identificados en Arabidopsis por su respuesta primaria (Tanigushi y
col., 2007) y con mas de dos Cajas. Para cada gen, se indica el Numero de Acceso (basado en
IMGA-Mt3); la cantidad de Cajas 2 o 5 y el total de Cajas derivadas del consenso del SELEX
presentes en el promotor; el Nimero de Acceso del transcripto TC (del inglés, Tentative
Consensus, basado en TIGR/MtGIS); el Factor de Cambio (FC) y el Valor p Ajustado; asi como

la descripcion de su mejor homologia, basada en el BlastX con la base de datos de NCBI).
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Las cajas del ProMtNSP2 son funcionales y necesarias para la regulacion por

citoquininas durante el proceso de nodulacion

La busqueda basada en los elementos cis generd una lista de genes de respuesta
primaria putativa a citoquininas. Analizamos entonces los niveles de expresion de estos
genes en respuesta a esta fitohormona en ausencia y presencia de CHX en las raices de M.
truncatula. Incluimos en el andlisis a los dos genes homologos de CKX y GST de
Arabidopsis, y al RR de Tipo A, MtRR4. Todos los genes analizados resultaron estar
regulados por el tratamiento corto de citoquininas (BAP 107 M, 1 h). De los diez genes
analizados, MtRR4 y otros tres genes candidatos mostraron una induccion independiente de
la sintesis proteica de novo. Estos tres genes fueron el homodlogo de GST de Arabidopsis de
respuesta primaria y 2 genes que codifican FTs de las familias NAM y RAYV,
respectivamente (Figura 2.12A). La expresion de los otros genes fue reprimida por la CHX
por si sola (NSP2, LOB, CKX) o por las citoquininas (LOB, SCR), dificultando arribar a una
conclusion acerca del tipo de respuesta que los caracteriza. Los FTs bHLH y b-Zip

mostraron una respuesta claramente secundaria al tratamiento con citoquininas.
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Figura 2.12. Caracterizacion de los nuevos genes de respuesta a citoquininas en M.
truncatula. Cuantificacion de la expresion relativa de los genes por RT-PCR en tiempo real
en raices tratadas con BAP 107 M durante 1 h, con o sin CHX 50 pM en raices salvajes (A)
o en plantas mutantes crel-1 (B). Tres genes fueron utilizados como referencia definidos
por el programa Genorm, como no regulados por BAP, ni CHX ni desregulados en la
mutante crel-1 (ver Materiales y Métodos). Los valores de expresion fueron normalizados
con los valores de los mismos genes en plantas no tratadas. Las lineas punteadas definen en
valor 1 para cada caso. Las barras de error representan la desviacion estandar entre dos

replicados técnicos, y se grafico un replicado bioldgico de cuatro.
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Teniendo en cuenta que la via de transduccion de sefiales de citoquininas
dependiente MtCRE1 es crucial en la regulacion del desarrollo de las raices y de la
nodulacion (Gonzélez-Rizzo y col., 2006), la expresion de los genes elegidos se analiz en
la planta mutante crel-1 (con un codéon STOP en el dominio kinasa). Ademés de MtRR4,
los genes que codifican la CKX, y los FTs bHLH y NSP2 resultaron dependientes de la
activacion de MtCRE1 (Figura 2.12B).

De estos genes, elegimos al que codifica el FT MtNSP2, involucrado en la
nodulacion, para un estudio mas profundo de los elementos cis presentes en su region
promotora. El ProMtNSP2 presenta una estructura similar a la de ProM¢RR4, con una

organizacion en tandem de 2 Cajas 5 separadas por 19 pb (Figura 2.13).

| Cajab Caja 6 ATG
! —

SELEX : AATGAGACTAGT

A T
Caja 5: AATGAGATTAGC (ambas hebra -)
Caja 6: GATGAGACTTAA (hebra +)

Figura 2.13. Esquema del ProMtNSP2. En el esquema se ubican las tres Cajas similares al
consenso del SELEX, dos Cajas 5 y una Caja 6, y el numero indica la posicién del primer
nucleotido respecto al ATG. El alineamiento de las secuencias correspondientes se ubica
debajo del esquema. Los nucledtidos idénticos al consenso estan remarcados en rojo. Las
posiciones idénticas en todas las secuencias se muestran subrayadas. La indicacion “hebra

+/-” se refiere al sentido en el que la secuencia se ubica en el promotor.

Este promotor presenta ademds un elemento cis adicional (Caja 6) en la region
promotora proximal. En total, las Cajas 5 y 6 y sus bases aledafias muestran entre un 66 %
y un 92 % de identidad (8 a 11 pb de las 12) respecto al consenso del SELEX. Se hicieron
nuevos ensayos de retardo en geles que mostraron que MtRR1 es capaz de reconocer a las
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Cajas 5 y 6 in vitro, aunque menos eficientemente que a la Caja 2 y al consenso del SELEX

(Figura 2.14).

GST-RR1 + + + + + + + +
SELEX* +

Caja n°x* 1 2 3 4 5 6
SELEXmut* +

I T T

Figura 2.14. Ensayo de retardo en gel para la comparacion de la union de MtRR1 in vitro a
los oligonucleotidos de secuencia central de 12 pb correspondientes al consenso del
SELEX, las Cajas 1 a 4 del ProMtRR4, y las Cajas 5 y 6 del ProMtNSP2. Las secuencias

(A2 35

marcadas radiactivamente con [a->*P]JdATP estan indicadas con un “*”. Como control de la
especificidad de union se utilizoé un oligonicledtido en el que el nucleo central del consenso

del SELEX GAGA/TCTC fue reemplazado por la secuencia ACTG/CAGT (SELEXmut).

Se realizaron también ensayos con extractos nucleares y éstos indicaron que la Caja
5, pero no la Caja 6, es mejor reconocida cuando las raices son tratadas con BAP. De todos
modos, para la Caja 6 también existe una banda de retardo semejante a las otras (Figura
2.15A). La especificidad de union para la Caja 5 fue evaluada de forma similar a la aplicada

para la Caja 2: compitiendo la unidén con una concentracion 20 veces mayor de
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oligonucleodtidos sin marcar con la secuencia de la Caja 5 o el nucleo central mutagenizado,
SELEXmut (Figura 2.15B).

Nucleos Control + +
Nucleos BAP + +
Caja* 5 5 5 6 6

Nucleos Control +

Nucelos BAP + + +
Caja 5%* + + + + +
Caja 5 +
SELEXmut
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Figura 2.15. Las Cajas 5 y 6 son reconocidas in planta, y la unién a la Caja 5 aumenta en
respuesta a las citoquininas. A) Gel de retardo con extractos nucleares de raices en
condiciones control o tratados con BAP 10”7 M durante 3 h con los oligonucledtidos con
secuencia central de las Cajas indicadas en cada calle. B) Ensayo de competencia usando
extractos (idem A) control (calle 2) o tratados (calles 3 a 5). El “*” indica el
oligonucleotido marcado radiactivamente utilizado en la reaccion de unidon, competida con
20 veces mas de oligonucledtido sin marcar, de secuencia indicada en la Figura 2 (Caja 5 y

SELEXmut).

Finalmente, para analizar la relevancia de estas cajas in vivo se transformaron raices
con las construcciones ProMtNSP2:GUS y ProMtNSP2-Acajas:GUS (Figura 2.16A). Los
ensayos de fluorometria realizados con extractos proteicos de raices individuales antes y
después de un tratamiento de 1 h con BAP 107 M indicaron que el ProMtNSP2 era
inducible por citoquininas, a diferencia de la version ProMtNSP2-Acajas (Figura 2.16B).

A
Caja 5
Caja5 Caja6 ATG
(o
2500 778 616 1
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Figura 2.16. La region que contiene las Cajas 5 y 6 es necesaria para la activacion de la
transcripcion de MtNSP2 por citoquininas. A) Representacion esquematica de las diferentes
versiones del ProMtNSP2 fusionadas al gen reportero GUS. ProMtNSP2 comprende
aproximadamente 3 kpb corriente arriba del ATG; ProMtNSP2-Acajas es una version
quimérica del promotor que excluye a las tres Cajas. B) Cuantificacion fluorométrica de la
actividad de la proteina GUS en las raices de M. truncatula transformadas con las
construcciones descriptas en (A). Las barras representan el promedio de la relacion entre las
medidas tomadas de raices individuales antes y después de la inducciéon por BAP (107 M, 3
h). Las barras de error representan el error estandar de la media, y so6lo uno de los dos
replicados bioldgicos esta graficado. Se utilizd un test Kruskal-Wallis para determinar las

diferencias significativas (p < 0,05; n> 10).

La regulacion de estas fusiones transcripcionales fue analizada en condiciones

simbiodticas. Solo la construccion ProMtNSP2:GUS dirigio la expresion al primordio de los
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nodulos, mientras que la actividad GUS no fue detectada al ser dirigida por la version

ProMtNSP2-Acajas (Figura 2.17).

ProMINSP2

ProMINSP2-Acajas

Figura 2.17. La region que contiene las Cajas 5 y 6 regula la expresion de M¢tNSP2 durante
la nodulacién. Tincidn histoquimica de la actividad GUS en las raices transformadas con
las construcciones ProMtNSP2 y ProMtNSP2-Acajas, 3 dpi. Las lineas de la escala

representan 150 pm en las imagenes de la izquierda y 50 um en las de la derecha.

Podemos concluir entonces que los elementos cis presentes en el promotor de
MINSP?2 son reconocidos in vitro por MtRR1 y que la region que los comprende es a su vez
necesaria para la expresion de MtNSP2 durante la organogénesis de los nddulos

simbioticos.

Discusion

Gracias a la combinacidn de estrategias bioquimicas, moleculares, transcriptomicas
e informaticas hemos logrado identificar nuevos elementos cis reconocidos por RRs de
Tipo B y un grupo de FTs inducidos por citoquininas en las raices de Medicago truncatula,
que presentan dichos motivos en sus secuencias promotoras. Entre estos genes encontramos

a MtNSP2, un regulador crucial de la organogénesis de los nodulos simbidticos, y
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demostramos que la region promotora, que contiene los elementos cis identificados, es
necesaria para la activacion por citoquininas y para su expresion durante la nodulacion.

Para identificar blancos directos de los RRs de Tipo B involucrados en la
seflalizacion de las citoquininas en las leguminosas, llevamos a cabo un andlisis
transcripcional en los 4pices de las raices de M. truncatula. Es la primera vez que se realiza
este tipo de andlisis utilizando una region tan especifica de una planta. De este estudio
surgieron muchos genes homologos de aquéllos identificados en Arabidopsis como
regulados por citoquininas en plantulas completas (Rashotte y col., 2003; Kiba y col., 2007:
Tanigushi y col., 2007). Este resultado indica que varias vias de sefializacion detectadas en
plantulas enteras también tienen lugar especificamente en los apices de las raices. A su vez,
identificamos vias funcionales mas significativamente enriquecidas en estos tejidos, como
aquellas relacionadas a las giberelinas (GA) y los flavoniodes. Los andlisis
transcripcionales previos en Arabidopsis habian indicado que existe una relacion entre las
citoquininas y el metabolismo y la respuesta de las GA. De hecho, dos genes involucrados
en la biosintesis de GA (la OXIDASA GA20 y la 3p-HIDROXILASA GA4) se reprimen
en forma rapida por citoquininas, mientras dos genes que codifican reguladores negativos
de la transduccion de las senales de las GA (GAI y RGA) se inducen (Kiba y col., 2005;
Brenner y col., 2005). Nuestro analisis sugiere que la expresion de varios genes que
codifican OXIDASAS y B-HIDROXILASAS relacionadas con el metabolismo de las GA
se induce por un tratamiento corto con citoquininas exogenas en los apices de las raices de
M. truncatula. Segin el conocimiento actual, las GAs y las citoquininas tienen roles
opuestos en los meristemas del tallo y de la raiz de Arabidopsis (Greenboim-Wainberg y
col., 2005; Alabadi y col., 2009). En esta especie las GAs regulan positivamente el
crecimiento radicular, y en las leguminosas la formacion de raices laterales y nodulos
(Greenboim-Wainberg y col., 2005; Ferguson y col., 2005; Achard y col., 2009; Maekawa
y col., 2009).

Hasta el momento no se habia encontrado una conexion entre las citoquininas y el
metabolismo de los flavonoides. En este estudio se detectaron varios genes involucrados en
las vias metabdlicas de diferentes tipos de flavonoides como inducidos por el tratamiento

corto de citoquininas. Entre estos genes, diez participan en las vias de sefalizacion de los
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isoflavonoides, cuatro de la chalcona / flavona, tres de los flavanones y tres de los
floavonoles. Este resultado pone en evidencia la existencia de un rol en la activacion de las
vias dependientes de los flavonoides en las raices ejercido por las citoquininas. El hecho de
no haber sido detectada una relacion entre citoquininas y flavonoides en Arabidopsis puede
deberse a distintas razones. Por un lado, en los andlisis hechos en Arabidopsis fueron
utilizadas plantulas enteras, lo cual podria estar diluyendo las sefiales diferenciales y/o,
alternativamente, esta relacion podria ser especifica de las leguminosas. Los flavonoides
juegan un papel fundamental en las etapas tempranas de la interaccidon simbidtica con las
bacterias en la organogénesis de los nodulos, ya sea en la activacion de la produccion de los
factores Nod en rhizobium o a través de la regulacion del transporte polar de las auxinas
(Wasson y col., 2006; Oldroyd y Downie, 2008). Las vias de las auxinas actiian corriente
abajo de las de citoquininas dependientes de MtCRE1 durante la iniciacion de los nédulos
(Plet y Frugier., resultados no publicados), y la activacion del metabolismo de los
flavonoides a través de las citoquininas podria requerir regular el transporte polar de las
auxinas durante las etapas tempranas de la nodulacion. Finalmente, aunque no se detecté un
enriquecimiento en genes relacionados con las auxinas en nuestro analisis, varios genes
reguladores claves en la sefializacion y transporte de las auxinas si aparecieron como
inducidos en las raices de M. truncatula tratadas con citoquininas. Entre ellos, cuatro
AUX/TAA (incluyendo [AA4, MtGI8TC106756; IAA16, TC100707; SHY2/TIAA3,
TC110388 y TC106758; IAA28, TC102735), un homologo de ARF4 (del inglés, AUXIN
RESPONSE FACTOR, TC107229) y un homoélogo del transportador PIN (TC96992). Este
resultado estd en concordancia con un descubrimiento reciente que indica que existe un
dialogo entre las vias de las auxinas y las citoquininas en las raices de Arabidopsis (Delle
Ioio y col., 2008; Ruzicka y col., 2009).

En cuanto a los FTs que pueden actuar como reguladores globales de procesos del
desarrollo de las raices, se notd un enriquecimiento en genes de la familia bHLH y
AP2/ERF. Los andlisis transcripcionales previos llevados a cabo en plantulas de
Arabidopsis revelaron que al menos tres FTs de la familia bHLH se inducen por
citoquininas, y uno se reprime (Hoth y col., 2003; Kiba y col., 2005; Brenner y col., 2005;

Séguéla y col., 2008). En cuanto a la familia AP2/ERF, varios genes de Arabidopsis fueron
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inducibles por citoquininas, ademas de los miembros de la subfamilia CRF (Rashotte y col.,
2003; Hoth y col., 2003; Kiba y col., 2005; Brenner y col., 2005). Ninguno de los genes de
las familias bHLH o AP2/ERF identificados en M. truncatula resultd estar muy relacionado
filogenéticamente con aquellos identificados en Arabidopsis. Esto sugiere que las
leguminosas cuentan con una regulacion diferente de las familias de FTs en respuesta a las
citoquininas. Ademads, es razonable pensar que el requerimiento de los CRF en la
sefalizacion de las citoquininas en plantulas sea diferente que los &pices de las raices.

El objetivo principal de este trabajo fue el de identificar un grupo de genes
regulados por citoquininas a través de los FTs RR de Tipo B en las raices de las
leguminosas. Persiguiendo un objetivo similar en Arabidopsis se pudo identificar la
secuencia de ADN reconocida por varios RRs de Tipo B (ARR1, ARR2, ARRI10 y
ARRI11), llegando al consenso de 5 pb 5°-(A/G)GAT(T/C)-3* (Sakai y col., 2000;
Lohrmann y col., 2001; Hosoda y col., 2002; Imamura y col., 2003; Heyl y Schmiilling,
2003). La secuencia de 12 pb identificada en nuestro estudio (5°-
AAT(G/A)AGA(C/T)TAGT-3’) incluye el nucleo central de 5 pb 5’-AGATT-3’, pero
significativamente expandido gracias al exitoso resultado del SELEX. Esta estrategia nos
permitio llevar adelante blisquedas bioinformaticas confiables de genes potenciales de
respuesta primaria a citoquininas. Basados en el criterio de un enriquecimiento en
elementos cis del tipo del SELEX en los promotores de los genes regulados por
citoquininas, pudimos encontrar varios genes de respuesta primaria. Entre ellos, al RR de
Tipo A MtRR4, ademas de dos genes homoélogos a genes de respuesta primaria en
Arabidopsis (CKX y GST; Tanigushi y col., 2007). No identificamos ningiin otro RR de
Tipo A ya que éstos o no fueron contemplados en el ensayo de microarreglos 16K+ o bien
su secuencia promotora se desconoce aun, como es el caso de MtRR5 (Gonzalez-Rizzo y
col., 2006). Buscando en forma sistematica los homoélogos de genes de respuesta primaria
en Arabidopsis (Tanigushi y col., 2007) encontramos seis genes adicionales que poseian en
su secuencia promotora al menos una caja similar al consenso del SELEX de 8 pb, y eran
regulados por citoquininas en las raices de M. truncatula (Anexo 1, Tabla 2.5). De éstos,

los casos mds notorios son los de un gen que codifica un AUX-IAA muy cercano a
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SHY2/IAA3 que contiene tres cajas en su promotor, y el de otro gen del tipo FACILINA
AGP11/ ARABINOGALACTANO, que contiene dos cajas.

El RR de Tipo B MtRR1, involucrado en el proceso de nodulacion y elegido para la
estrategia de SELEX est4 cercanamente relacionado a ARR10 de Arabidopsis. El ntcleo
reconocido por ARR10 es AGATT/AATCT (Hosoda y col., 2002) y esta incluido en la
Caja 5 (ATGAGATT/AATCTCAT), definida en nuestra busqueda en promotores. La Caja
5 fue encontrada en los promotores de los genes de M. truncatula GST, CKX'y FASCILINA,

homologos de genes de respuesta primaria en Arabidopsis. El elemento cis mas relevante
en el ProMtRR4 por su proximidad al consenso del SELEX, por la preferencia de uniéon por
MtRR1 in vitro, y por su actividad comprobada in planta, es la Caja 2 (5’-AATGAGAC-
3’). Esta Caja diverge mas que la Caja 5 del consenso reconocido por los RRs de Tipo B en
Arabidopsis. Sin embargo, la Caja 2 también se encuentra presente en los promotores de
algunos genes homologos a aquellos de respuesta primaria en Arabidopsis, tales como
aquellos que codifican DRs (del inglés, DISEASE RESISTANCE), SHY2/AUX-IAA vy el
CITOCROMO P450 (Anexo 1, Tabla 2.5). La comparacion de la eficiencia de union de
MtRR1 a las Cajas 2 y 5 (Figura 2.14) sugiere que este FT prefiere una G en la quinta
posicion en la secuencia 5’-ACTA(G/A)TCTCATT-3". De acuerdo a lo postulado por
Tanigushi y col. (2007), la extension de las secuencias fuera del nucleo central podria ser
determinante para el reconocimiento por los RRs de Tipo B. Esta hipotesis sugiere que la
Caja 5 podria ser reconocida por otro MtRR de Tipo B en lugar de por MtRR1. Mas
globalmente, se podria plantear que diversos RRs de Tipo B presentes en M. truncatula
reconocen secuencias derivadas del consenso del SELEX, con el fin de regular diferentes
grupos de genes. Ademas, es notorio que en los dos promotores estudiados en detalle, los
elementos cis se disponen en tandem, separados por 48 pb en el ProMtRR4 y por 19 pb en
el ProMtNSP2. Una disposicion similar se encontré en los genes M{NAM y MtGST,
incluidos en este trabajo (Figura 2.18). Esta caracteristica indica que es probable que los
RRs de Tipo B actiien en complejos de regulacion comunes. El proximo paso en la
dilucidacion de estas maquinarias transcripcionales seria la identificacion de qué RR

reconoce cada elemento cis, asi como qué interacciones tienen lugar entre las proteinas.
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Para validar el tipo de respuesta de los genes identificados bioinformaticamente,
seleccionamos siete que no presentaban una homologia significativa con los descriptos en
Arabidopsis. Hicimos uso del criterio de la induccion en presencia de CHX (considerado,
por ejemplo, por Brandstatter y Kieber, 1998; Rashotte y col., 2003; Tanigushi y col.,
2007), dada la preexistencia de los RRs de Tipo B y su activacion por el sistema de
FOSFOTRANSFERASAS. De estos siete genes, los de las familias NAM y RAV
presentaron una respuesta primaria clara, sin necesidad de sintesis proteica de novo.
Ademas, MtRR4 y el homologo de GST de Arabidopsis, también presentaron una respuesta
primaria. Los demds genes homologos a los de Arabidopsis se indujeron débilmente por
citoquininas, haciendo dificil llegar a una conclusién acerca de su comportamiento en
presencia de CHX. Estos resultados indican, al igual que los estudios previos en
Arabidopsis (Riou-Khamlichi y col., 1999; Rashotte y col., 2003; Tanigushi y col., 2007),
que el criterio basado en la dependencia de CHX puede resultar confuso para muchos
casos, especialmente cuando la expresion del gen en estudio depende solamente de CHX, o
cuando la induccion por el tratamiento es débil. Ademads, no se puede descartar que un gen
que no presente induccion en presencia de CHX sea de todas formas un blanco directo del
RR de Tipo B, ya que podria necesitar que otra proteina presente en el complejo
transcripcional se traduzca.

Una caracteristica propia de las leguminosas es su capacidad de interaccionar
simbidticamente con bacterias fijadoras de nitrogeno. Muchos genes involucrados en las
etapas tempranas de la nodulacion estan regulados por citoquininas (Frugier y col., 2008),
incluyendo un actor clave como MtNIN (del inglés, NODULE INCEPTION), cuya
regulacion depende de la via de MtCRE1 / LHK1 (Gonzalez-Rizzo y col., 2006; Murray y
col., 2007). Cabe destacar que entre los genes candidatos a mostrar una respuesta primaria
se encontraba MtNSP2, que codifica uno de los FTs mds importantes que participa en las
etapas tempranas de la nodulacion, tanto en las células corticales como en las epidérmicas
(Oldroyd y Downie, 2008). Los resultados aqui presentados muestran que los elementos cis
presentes en el promotor de MtNSP2 son reconocidos por MtRR1 in vitro y requeridos in
planta tanto para la activacion por citoquininas como para la expresion durante la

nodulacion temprana. Esto sugiere que la regulacion directa de MtNSP2 por las
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citoquininas en la via dependiente de MtCREI tiene lugar durante la interaccion simbidtica.
Har4a falta profundizar los estudios que permitan dilucidar qué RR de Tipo B reconoce cada
uno de estos elementos cis.

Existe la posibilidad de que los nuevos genes de respuesta primaria, tales como
CKX y el FT bHLH, también dependientes de MtCREI, estén involucrados en la
nodulacion. Otros FTs relacionados con la nodulacion y que actian corriente debajo de
MtCRE]1, son MtERNI (del inglés, ERF REQUIRED FOR NODULATION; Middleton y
col., 2007) y MtNIN (Schauser y col., 1999). Aunque no se detectdé un enriquecimiento en
sus regiones promotoras de los nucleos derivados del consenso del SELEX, algunos

elementos cis similares a éstos estan presentes (Figura 2.18).
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Figura 2.18. Esquema de los promotores de los genes de respuesta primaria MtNAM,
MtGST, MtCKX y MtRR4, ademés de MtNSP2, MtERNI y MtNIN. Las Cajas de 8 pb
identificadas bioinformaticamente estan indicadas en el esquema, con la posicion del
primer nucleotido respecto del ATG. La indicacion “Simil SELEX” se refiere a Cajas que
coinciden al menos en 7 posiciones con el consenso del SELEX, pero diferentes a aquellas
utilizadas para la bisqueda. La caja naranja en los promotores de MtRR4, MtNSP2 y
MtERNI indica la presencia de un elemento adicional conservado, descripto en la Figura
2.19.
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Un estudio reciente hecho en Lotus japonicus mostré que las citoquininas pueden
activar a NIN independientemente de NSP2 (Maekawa y col., 2009). Estos datos junto con
nuestros resultados nos permiten especular que la regulacion de ERNI y NIN sea
dependiente de los RRs de Tipo B. Vale la pena mencionar que dentro del ProMtRR4
(Figura 2.19A), las Cajas 1 y 2 estan ubicadas en una region repetida, y a su lado se
encuentra una secuencia conservada también presente dos veces en los promotores de
MtNSP2 y de MtERNI, dispuestas en ciertos casos de manera adyacente a las Cajas 5 0 6,
respectivamente (Figura 2.18 y 19B). Esta secuencia (5’-ATTTG(C/T)A(A/G)G-3") no fue
encontrada en los promotores de los demds genes estudiados en este trabajo, ni tampoco
coincide con los elementos cis descriptos en plantas (referido a la base de datos PROSITE;

http://expasy.org/prosite/). Tal arreglo de cajas conservadas en estos tres promotores

alrededor de los elementos del tipo RR sugiere que otros FTs atn no identificados podrian

interactuar con los RRs de Tipo B, tal vez en el contexto de la simbiosis.
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Figura 2.19. Un elemento cis putativo asociado a las Cajas de los RRs de Tipo B esta
conservado en los promotores de los genes de nodulacion M¢RR4, MtNSP2 y MtERNI. A)
Alineamiento de las regiones que contienen las Cajas 1 y 2 (en rojo) en el ProMtRR4. B)
Alineamiento del elemento conservado cerca de las Cajas reconocidas por RRs de Tipo B.
A la izquierda se indica el nombre de la Caja mas proéxima (marcada en rojo) o la distancia
al ATG en caso de que no haya otra Caja cercana. El recuadro amarillo encierra la region
de mayor conservacion. Las indicaciones “heb+/-" se refiere a si la secuencia mostrada se

encuentra en la hebra positiva o la negativa.

En conclusion, este trabajo revelo la existencia de nuevos elementos cis reconocidos
por RRs de Tipo B, permitiendo identificar genes de respuesta potencialmente primaria a
citoquininas en las raices de las leguminosas. Ademas, confirmamos la importancia de estos
elementos cis en la regulacion de la expresion de MtRR4 y MtNSP2 en respuesta a las

citoquininas y durante la organogénesis de los nddulos simbiéticos.
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Al término de la primera década del siglo XXI, ya contamos con una descripcion
completa del genoma de las especies de leguminosas Lotus japonicus, Glycine max y
una gran porcion del de Medicago truncatula. El caimulo de informacion creciente
obtenida de estudios transcripcionales es de gran ayuda para identificar FTs
potencialmente ligados a distintos procesos del desarrollo y la respuesta adaptativa al
ambiente. En este trabajo de Tesis hemos abarcado el estudio de dos FTs involucrados
en la sefalizacion de las hormonas que determinan el sistema radicular en funcion del

entorno.

El gen MtHBI codifica un FT de la familia HD-Zip, inducido a nivel
transcripcional por ABA. Si bien MtHBI fue identificado por su respuesta al estrés
salino (Gruber y col., 2009), es muy probable que este FT actie en una respuesta
general de la planta ante distintos tipos de estrés, gobernada por el ABA. A su vez,
hemos demostrado su vinculacion directa con un FT inducido por auxinas e involucrado
en la determinacion del sistema radicular. La accion de MtHBI ayuda a disminuir la
superficie de la raiz en contacto con el medio estresante, regulando una via de
sefnalizacion de las auxinas. Nuestro trabajo ejemplifica un evento de la plasticidad del
desarrollo en el que el ambiente inhibe la emergencia de las raices laterales,
interceptando las vias de sefializacion de las auxinas. Puntualmente, hemos detectado
una vinculacion molecular directa entre dos FTs en respuesta al estrés y al ABA. El
avance en la descripcion del genoma de Medicago truncatula permitira confeccionar
microarreglos de secuencias promotoras que puedan ser hibridizados con el producto de
la inmunoprecipitacion de la cromatina (técnica conocida como ChIP-chip). De esta
manera, podriamos identificar la globalidad de los genes blanco regulados por MtHBI.
Teniendo en cuenta la desorganizacion del meristema apical de las raices en la mutante
mthbl en respuesta a la sal, un ensayo de ChIP-chip ayudaria a dilucidar los

mecanismos moleculares que estabilizan el apice de la raiz ante el estrés.

Existen otros genes de la familia HD-Zip que han sido objetos de patentes
biotecnoldgicas para el mejoramiento de cultivos en respuesta a estrés abidtico (Chan et
al., 2007; Cabello et al., 2009). El comportamiento de las raices de M. truncatula que

sobre expresan MtHBI en respuesta al estrés salino, sugiere que este gen podria
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utilizarse como una herramienta biotecnologica para la transformacion estable de
plantas leguminosas de interés agronoémico, como ser la alfalfa o incluso la soja. Si bien
los alcances de esta Tesis se han limitado a la caracterizaciéon de la arquitectura
radicular, podria esperarse que una planta capaz de hacer crecer sus raices en
profundidad evadiendo el estrés salino, tuviera ventajas productivas con respecto a una
planta salvaje. Es por eso que el estudio de la funcion de MtHBI1 en las partes aéreas de

Medicago truncatula queda pendiente.

Por otra parte, estudiamos el gen MtRR1, que codifica un FT de la familia RR de
Tipo B. Hace pocos afios se descubri6 la conexion entre las hormonas citoquininas y el
proceso de nodulacion en M. truncatula y L. japonicus, mediante la caracterizacion
respectiva de los receptores MtCRE1 y LHK (Gonzalez-Rizzo y col., 2006; Murray y
col.,, 2007). Desde ese entonces quedd planteada la pregunta de cuales son los
mecanismos moleculares que rigen este proceso de desarrollo. Sabiendo que los RRs de
Tipo B son activados post-traduccionalmente por dichos receptores, nuestra estrategia
persiguid como objetivo el identificar los potenciales genes que actien como blancos de
MtRR1, cuya transcripcion esta enriquecida durante la nodulacion. Nuestro trabajo
sirvid para trazar los primeros bosquejos de un mapa sumamente complejo. La
multiplicidad de los elementos cis putativos en los promotores de los genes regulados
por citoquininas, sumada a las secuencias conservadas adicionales en derredor, da una
idea de la dimension de estos complejos regulatorios. A su vez, la dificultad para
determinar si la respuesta de los genes es de tipo primario mediante el uso de CHX,
enturbia aun mas el panorama. Sin embargo, hemos logrado identificar nuevos FTs
potencialmente ligados al proceso de nodulacion. Incluso, establecimos un vinculo entre
los elementos cis reconocidos por MtRR1 in vitro y los promotores de genes clave en la
organogénesis de los nodulos, como lo es MtNSP2. Nuestra investigacion requerira una
profundizacion del estudio de cada una de las cajas presentes en el promotor de NSP2,
para determinar su relevancia individual en la induccién del gen por citoquininas y
durante la nodulacion. Ademas, nuevas lineas de trabajo podrian empefiarse en dilucidar
cual RR de Tipo B reconoce especificamente cada variante de los elementos cis.
Seguramente, se podran llevar a cabo ensayos de simple hibrido para identificar que FTs

reconocen, ademads, los nucleos adicionales conservados que se sitlan cerca de los
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elementos similes al consenso del SELEX en los promotores de MtRR4, MtNSP2 y
MtERNI (Figuras 2.18 y 2.19).

Entre los genes regulados por citoquininas y que cuentan con mas de un
elemento cis putativo en su secuencia promotora, se encuentra uno de la familia LOB de
FTs (Tabla 2.3 del Capitulo 2). El comportamiento de este gen en respuesta a las
citoquininas resulté ambiguo, no solo por la regulacion ejercida por la CHX por si sola,
sino que ademas porque los resultados de la PCR cuantitativa no coinciden con aquellos
obtenidos del ensayo de microarreglos. Mas alla de eso, cabe mencionar que este gen
(TC98397) es MtLBDI, blanco directo de MtHB1. Lo que parece ser una coincidencia
extraordinaria, es s6lo un ejemplo del llamativo nimero de genes regulados tanto por
citoquininas como por el tratamiento por 1 h de NaCl 100 mM (Gruber y col., 2009). La
combinacion de ambos estudios transcripcionales permitirda en un futuro cercano
seleccionar y caracterizar genes que pudieran tener un rol en el cruce de las vias de

sefializacion del ambiente y de las hormonas citoquininas.

Probablemente, en los proximos afios se obtendran muchas respuestas acerca de
los mecanismos que rigen la plasticidad del desarrollo del sistema radicular de las
leguminosas. De lo que podemos estar seguros es que muchas preguntas nuevas e

interesantes seguiran surgiendo constantemente.
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Resumen

Introduccion

La plasticidad del desarrollo les permite a las plantas de un mismo genotipo dar
lugar a fenotipos diferentes en funcion de las condiciones del entorno. Contrariamente a
lo que sucede en los animales, las plantas exhiben una flexibilidad asombrosa en su
arquitectura y el patron de crecimiento en respuesta a los factores externos, gracias a la
continua actividad de los meristemas apicales del tallo y de la raiz. A partir de ellos, se
forman nuevos 6rganos una vez superada la embriogénesis. Las condiciones del entorno
influyen sobre el crecimiento y el desarrollo de las plantas, modulando los niveles y la
sefializaciéon de las hormonas. La arquitectura de las raices constituye un modelo
adecuado para estudiar como la plasticidad del desarrollo responde a las condiciones de
estrés. De hecho, el desarrollo de la raiz principal y la formacion de meristemas de novo
para dar lugar a las raices laterales estdn condicionados por las caracteristicas del suelo.
Las hormonas juegan un papel fundamental en la formacion de estos nuevos
meristemas.

La familia de las leguminosas incluye a varios de los cultivos mas importantes
del mundo. Sus miembros pueden generar otros meristemas de novo en sus raices,
llamados nddulos, a partir de la interaccion simbidtica con las bacterias del suelo. Los
nddulos simbioticos les permiten a las plantas fijar nitrégeno atmosférico y crecer en
suelos poco fértiles. Por este motivo, las leguminosas son consideradas como los
cultivos pioneros para la incorporacion de suelos salinos en la agricultura. Ademas, su
presencia estimula el crecimiento de otras especies de plantas. Sin embargo, tanto el
crecimiento como la arquitectura de las raices, incluyendo la formacion de los nddulos,
son muy sensibles a las limitaciones del ambiente, como la disponibilidad de agua y el

estrés salino, condiciones que se reflejan en el detrimento de la productividad.

Capitulo 1

La plasticidad del desarrollo de las raices depende de la formacion de las raices
laterales que emergen de la raiz principal. En la planta modelo de leguminosas
Medicago truncatula, el factor de transcripcion (FT) MtHBI1 de la familia HD-Zip I se
induce a nivel transcripcional por estrés salino y ABA. Con el fin de dilucidar el rol de
MtHBI en la formacién de las raices, se las transformé con Agrobacterium rhizogenes,

obteniendo asi plantas quiméricas con una parte aérea salvaje y raices transgénicas. El
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analisis de la actividad de su region promotora dirigiendo la expresion del gen reportero
GUS demostré que MtHBI se transcribe en los meristemas de la raiz principal y de las
raices laterales. La expresion constitutiva de MtHBI en las raices de M. truncatula
altera su arquitectura, disminuyendo la densidad de las raices laterales emergentes. A su
vez, las plantas mutantes TILLING mthbl sufren un incremento en el porcentaje de
emergencia de sus raices laterales, aunque la iniciacion de las mismas no se ve alterada.
Mediante ensayos de retardo en geles, mutagénesis dirigida de las secuencias
promotoras e inmunoprecipitacion de la cromatina seguida de PCR, se determind que
MtHBI reconoce en forma directa la secuencia CAATAATTG presente en el promotor
del gen de tipo LOB (del inglés, LATERAL ORGAN BOUNARIES) MtLBDI. Este
gen estd regulado a nivel transcripcional por las auxinas. La expresion de ambos genes
(MtHBI y MtLBDI) en respuesta a ABA y auxinas y sus comportamientos en las
plantas mthbl indicaron que existe una represion directa de MtLBDI por parte de
MtHB1 durante la emergencia de las raices laterales. MtHBI regula una respuesta
adaptativa del desarrollo de M. fruncatula con el fin de minimizar la superficie de

contacto de las raices con el medio estresante.

Capitulo 2

Las fitohormonas citoquininas controlan diversos procesos del desarrollo. El
receptor MtCRE1 (del inglés, CYTOKININ RESPONSE 1) es crucial para la
interaccion simbidtica de las leguminosas con las bacterias fijadoras de nitrégeno. Los
receptores de citoquininas activan un sistema de fosforilacion que regula post-
traduccionalmente a los FTs de la familia de los Response Regulators (RRs) de Tipo B,
y la expresion de genes de respuesta primaria. En nuestro trabajo hemos identificado
genes inducidos por las citoquininas en las raices de M. truncatula, a partir de un ensayo
de microarreglos. Por otro lado, hemos determinado una secuencia consenso de 12 pb
reconocida in vitro por el FT MtRR1, llevando a cabo una estrategia de SELEX. Entre
los genes de respuesta primaria a las citoquininas, resulté interesante que MtRR4
presentaba varias Cajas del tipo RR en su regiéon promotora. Pudimos demostrar
mediante ensayos de mutagénesis y ensayos de retardo en geles con extractos nucleares
de raices tratadas con BAP que estos elementos cis son indispensables para una

respuesta normal a las citoquininas in planta.
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El anélisis transcripcional de la respuesta a corto plazo de las raices de M.
truncatula al tratamiento con citoquininas exogenas permitid identificar genes
homologos a aquellos descriptos en Arabidopsis como regulados por estas hormonas.
Ademas, pudimos identificar otros genes no caracterizados, en cuyos promotores
existen secuencias relacionadas a las Cajas del tipo RR. Varios de estos transcriptos
correspondientes son regulados por citoquininas de manera independiente a la
formacion de proteinas de novo, o resultaron ser dependientes de la via de sefializacion
de MtCREI. Entre los nuevos genes probablemente regulados por los RRs de Tipo B
identificamos a M¢tNSP2, que codifica un FT involucrado en las etapas tempranas de la
nodulacion. Pudimos demostrar que la region de su promotor que contiene las Cajas de
tipo RR es esencial para la activacion por citoquininas y la expresion de M(NSP2
durante la nodulacion. Proponemos entonces que la activacion del sistema de
fosforilacion a través de los RRs de Tipo B es necesaria para la regulacion de MtNSP2

por las citoquininas durante la organogénesis de los nddulos simbidticos.
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Introduction

Developmental plasticity allows higher plants having the same genotype to give
rise to different phenotypes depending on environmental conditions. In contrast with
animals, plants exhibit a remarkable flexibility in their architecture and growth patterns
in response to external conditions, due to the continuously active shoot and root
meristems and their capability to generate new organs after embryogenesis. External
cues influence plant growth by modulating hormone levels and signaling. The root
architecture of the plant constitutes an important model to study how developmental
plasticity is translated into growth responses under stress conditions. Indeed, primary
root development and the formation of de novo meristems to generate lateral roots
(LRs) are conditioned by the soil environment. Plant hormones have been shown to play
primary roles in the generation of the new meristems.

Legumes, one of the major crops worldwide, can also generate on their roots
other de novo meristems, so-called root nodules, through symbiotic interactions with
soil bacteria. These organs allow legumes to fix atmospheric nitrogen and to grow in
nitrogen-poor soils. Hence, legumes are considered interesting pioneer crops for the
incorporation of salty soils into agriculture as their presence may allow growth of other
plant species. However, their root growth and architecture, including nodule formation,
are still highly sensitive to environmental constraints, such as water availability and salt

stress, resulting in a restricted productivity.

Chapter 1

Root developmental plasticity depends on the formation of LRs emerging from
primary roots. In the model legume Medicago truncatula, the HD-Zip 1 transcription
factor MtHBI1 is expressed in primary and lateral root meristems and induced by salt
stress. Constitutive expression of MtHB1 in M. truncatula roots alters their architecture,
whereas mthbl TILLING mutants showed increased LR emergence. Electrophoretic
mobility shift assay, promoter mutagenesis, and chromatin immunoprecipitation—PCR
assays revealed that MtHBI directly recognizes a CAATAATTG cis-element present in
the promoter of a LOB-like (for LATERAL ORGAN BOUNDARIES) gene, MtLBDI,
transcriptionally regulated by auxin. Expression of these genes in response to ABA and

auxin and their behavior in mthbl mutants revealed an MtHB1-mediated repression of
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MtLBDI acting during LR emergence. M. truncatula MtHBI regulates an adaptive
developmental response to minimize the root surface exposed to adverse environmental

stresses.

Chapter 2

Cytokinins control many aspects of plant development and the MtCREI
(CYTOKININ RESPONSE 1) receptor is crucial for the symbiotic interaction in
legumes. The cytokinin phosphorelay signaling activated downstream of cytokinin
receptors leads to the activation of Type-B Response Regulator (RR) transcription
factors (TFs) and the expression of primary response genes. We identified cytokinin
transcriptional targets in legume roots by characterizing a 12 bp consensus sequence
bound in vitro by the Medicago truncatula MtRR1 TF, the so-called RR Binding Site
(RRBS). Several related cis-elements are found in the M¢RR4 cytokinin primary
response gene and required for its cytokinin responsiveness in planta. A transcriptomic
approach of root short-term responses to cytokinins revealed not only homologs of
cytokinin primary response genes described in Arabidopsis but also new genes
containing related RRBS cis-elements in their promoters. Several of these transcripts
showed a cytokinin regulation independently of de novo protein synthesis or were
dependent on the MtCRE1 pathway. Among the different new putative direct RR
targets, we identified the MtNSP2 TF involved in the early stages of the legume-
specific root nodulation. RRBS present in this promoter are essential for cytokinin and
early symbiotic regulation of M¢tNSP2 expression. Thus, direct phosphorelay activation
through specific RRs that remain to be identified is likely required for cytokinin

regulation of this critical nodulation signaling gene.
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