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la mayoría de los receptores de GAs ya estén saturados tanto en plantas salvajes 

como transformadas. 

 

2.3.3.- Análisis del fenotipo de plantas de Arabidopsis thaliana 

transformadas en respuesta a diferentes condiciones de iluminación. 

Luego de la germinación, las semillas de Arabidopsis thaliana, siguen un patrón 

de desarrollo determinado según estén cultivadas en luz o en oscuridad. Cuando 

crecen en oscuridad, el patrón se denomina “skotomorfogénesis” (o etiolado) y las 

plantas presentan un fenotipo que se caracteriza por el desarrollo de hipocótilos largos 

y cotiledones cerrados y protegidos por un gancho (“hook”) apical. Cuando crecen en 

presencia de luz, el patrón se denomina “fotomorfogénesis” (o de-etiolado) y las 

plantas presentan un fenotipo con hipocótilos cortos y cotiledones expandidos y 

verdes, aptos para la captación de la luz y la realización de la fotosíntesis (Sullivan y 

Deng, 2003). Cuando las plantas crecen en condiciones de menor intensidad 

lumínica que la necesaria para cada especie, presentan un fenotipo intermedio entre el 

fenotipo de etiolación y el de de-etiolación, en el que los hipocótilos son más largos y 

los cotiledones están apenas expandidos y presentan el color verde. 

Las diferencias encontradas entre el fenotipo de las plantas que llevan la 

construcción 35S:HAHB10 y las plantas no transformadas crecidas en condiciones de 

cultivo normales, sugirieron que podrían estar alteradas las vías de respuestas a las 

condiciones de iluminación en el desarrollo vegetal. Para analizar este aspecto en 

profundidad, se realizaron diversos ensayos estudiando comparativamente el 

comportamiento en diferentes calidades e intensidades de luz. 

 La respuesta típica de las plantas cuando la iluminación es insuficiente o nula 

es la elongación del hipocótilo. Como puede observarse en la figura 52 - A, a bajas 

intensidades de iluminación (35 µE.m-2.s-1) las plantas trangénicas muestran un 
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defecto en la elongación del hipocótilo. A los 15 días de edad, los hipocótilos de las 

plantas salvajes cultivadas con una intensidad de iluminación de 35 µE.m-2.s-1 miden 

en promedio 11 ± 0,6 mm a diferencia de las plantas transgénicas que miden, en las 

mismas condiciones 7 ± 0,5 mm (Figura 52 - B). Una intensidad de iluminación mayor 

a 57 µE.m-2.s-1 permite observar el mismo efecto aunque atenuado: la longitud del 

hipocótilo de las plantas salvajes es de 4,2 ± 0,3 mm y 3,1 ± 0,3 mm en promedio, la 

de las plantas que llevan el transgen HAHB10  (Figura 52 – C). 

 Cuando las plantas se cultivan con distintas calidades de luz (ver Materiales y 

Métodos  VI.1.2), también se encuentran diferencias fenotípicas. Si bien, la longitud de 

los hipocótilos de las plántulas transgénicas cultivadas en luz enriquecida en rojo o en 

azul es siempre menor que la de las salvajes, la mayor diferencia se observa cuando 

las plántulas son cultivadas con luz enriquecida en rojo-lejano. En este caso, las 

plantas transformadas presentan una longitud del hipocótilo 50 % menor comparada 

con las plantas salvajes crecidas en las mismas condiciones (Figura 53). 

También se realizaron ensayos cultivando las plantas en condiciones etioladas 

y los resultados obtenidos muestran que las plantas transgénicas presentan una 

menor longitud del hipocótilo que las plantas salvajes en estas condiciones, lo que 

induce a pensar que los hipocótilos de las plantas transgénicas tienen menor número 

de células o bien células de menor tamaño (Figura 54). Por otra parte, las plantas 

transformadas con la construcción 35S:HAHB10 son más tolerantes cuando son  
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expuestas a períodos largos de etiolación. El porcentaje de plantas que sobrevive 

luego de 5 días de etiolación y 4 de recuperación en condiciones de cultivo estándar 

fue del 18 % para las plantas salvajes y del 75 % para las plantas transgénicas. 

Cuando el período de incubación en etiolación fue de 3 días, el porcentaje de plantas 

salvajes que sobreviven aumentó a un 37 %, mientras que el de las transgénicas se 

mantuvo en un 75 %.  

Cuando las plantas crecen en su ambiente natural, están en constante 

competencia por la luz con las plantas que crecen en su proximidad. Para soportar los 

cambios en la luz y continuar con su desarrollo, las plantas tratan de evitar la sombra a 

través de diversas estrategias como el alargamiento de los entrenudos, la reducción 

del número de ramas o del área foliar, entre otros, que se agrupan como mecanismos 

de “shade avoidance”. Las angiospermas presentan mecanismos sofisticados de 

shade avoidance que probablemente hayan contribuido a su éxito evolutivo (Smith y 

Whitelam, 1997). En este trabajo de Tesis se realizaron ensayos de crecimiento en 

condiciones de superpoblación con el objeto de evaluar la posible participación del gen 

HAHB10 en las respuestas de shade avoidance. 

Se cultivaron plantas en tierra en condiciones normales de crecimiento, 

sembradas de la siguiente manera: 

 

 

 

 

 

S-A -B -C

2 x maceta

5 x maceta

10 x maceta

20 x maceta
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En estos ensayos se encontraron diferencias significativas entre los grupos que tenían 

2, 5, 10 o 20 plantas por maceta. A medida que aumenta el número de plantas por 

maceta, se incrementa la diferencia en la velocidad del desarrollo entre las plantas 

transformadas y salvajes. (Figura 55). Esto significa que en condiciones limitantes de 

espacio, iluminación y/o nutrientes (superpoblación), las plantas que sobreexpresan el 

gen HAHB10 muestran una respuesta diferente en los mecanismos de shade 

avoidance manteniendo su crecimiento, mientras que las plantas salvajes retrasan su 

desarrollo debido a la presencia de condiciones ambientales desfavorables.  

Finalmente, para investigar los posibles mecanismos de acción del gen 

HAHB10, se analizó la expresión de algunos genes de Arabidopsis thaliana que están 

regulados por las condiciones de iluminación (Dae-Shilk y col., 2003) y que codifican 

proteínas asociadas al fotosistema II, como CAB2 y PSBS. También se analizó la 

expresión del gen CHS que codifica una enzima que participa en la síntesis de 

flavonoides, pigmentos que participan en los mecanismos de resistencia de las plantas 

a la fotooxidación por luz UV. Se realizaron ensayos con plántulas salvajes y 

transformadas con la construcción 35S:HAHB10 crecidas en condiciones normales 

durante 4 días y colocadas luego en oscuridad o en luz enriquecida con rojo-lejano 

durante 4 horas. De estas plántulas se extrajo ARN total y se realizaron ensayos de 

northern blot donde se midieron los niveles de expresión de los genes mencionados 

con las sondas descriptas en Materiales y Métodos ( VI.5). Como se puede apreciar en 

la figura 56, los niveles de transcripto del gen PSBS ya sea en plántulas crecidas en 

condiciones normales o cultivadas con luz enriquecida en rojo-lejano, son mucho 

menores en las plantas que sobreexpresan el gen HAHB10 de girasol. Cuando las  
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plántulas fueron colocadas en oscuridad los niveles de expresión de este gen fueron 

prácticamente indetectables mediante la técnica utilizada. Los otros dos genes 

estudiados (CAB2 y CHS), no presentaron diferencias significativas en los niveles de 

expresión cuando se comparan las plantas salvajes y transformadas. Dado que la 

secuencia de unión in vitro del factor de transcripción HAHB10 al ADN 

[CAAT(C/G)ATTG (Tron y col., 2002)] no está presente en la región promotora del gen 

PSBS (3000 pb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción), PSBS sería un 

gen blanco indirecto de HAHB10. HAHB10 afectaría la/s cascada/s de transducción de 

señales involucrada/s en la regulación de la respuesta del gen PSBS a las diferentes 

condiciones de iluminación.  

 

2.3.4.- Análisis del fenotipo de plantas de Arabidopsis thaliana 

transformadas en respuesta a tratamientos con metil viológeno. 

La alta irradiación de luz, la presencia de metales pesados o de herbicidas 

redox-cíclicos (paraquat) entre otros factores, provocan estrés oxidativo en las células, 

al producir la acumulación de especies reactivas de oxígeno (EROs) (Sullivan y Deng, 

2003).  

Los herbicidas son sustancias químicas que ocasionan la muerte de las plantas 

o que inhiben su normal crecimiento. El Paraquat es un herbicida no selectivo de 

contacto cuya acción se ejerce en las áreas donde es aplicado. El principio activo del 

paraquat es el metil viológeno. Cuando se rocían plantas con el herbicida, éste entra 

en contacto con las porciones aéreas del vegetal generando radicales libres al aceptar 

electrones del fotosistema I y pasarlos al O2, con la concomitante formación del anión 

superóxido O2
- que es el causante del estrés oxidativo.  
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Los resultados experimentales obtenidos previamente en el laboratorio, 

sugirieron que las condiciones redox afectan la regulación de la actividad del gen 

HAHB10 y de otros miembros de la subfamilia HD-Zip II (Tron y col., 2002). 

Con el objeto de estudiar la respuesta de las plantas transgénicas al 

tratamiento con metil viológeno, se realizaron ensayos con plantas de 18 días de edad 

cultivadas en tierra en condiciones normales. Estas plantas se rociaron con soluciones 

de metil viológeno cuyas concentraciones fueron de 10, 20 y 30 µM. Como se muestra 

en la figura 57, a las 48 horas del tratamiento con metil viológeno (10 µM) las plantas 

salvajes presentaron las hojas necrosadas, efecto típico del estrés oxidativo severo 

provocado por este compuesto. En la figura 58, se puede observar cómo las plantas 

que llevan la construcción 35S:HAHB10, se recuperaron a los 10 días del tratamiento y 

presentan un desarrollo más avanzado que las salvajes. Además, las plantas salvajes 

mostraron signos de recuperación únicamente cuando fueron tratadas con metil 

viológeno 10 µM. A mayores concentraciones no se observó recuperación. 

Las membranas plasmáticas de las células vegetales son sensibles a los 

cambios ambientales que provocan estrés (frío, calor, estrés oxidativo, etc.) Estos 

cambios, alteran tanto la permeabilidad como la integridad de la membrana y provocan 

la liberación de los electrolitos contenidos en las células. Por este motivo, una de las 

formas de evaluar el daño celular, es comparando la conductividad eléctrica de las 

hojas en agua, ya que las células sanas mantienen los electrolitos en su interior,  
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mientras que las dañadas liberan los electrolitos en los tejidos circundantes y estos 

son liberados al agua (Campos y col., 2003; McNabb y Takahashi, 2000)  

Con este objetivo, se realizaron ensayos según la metodología descripta por 

Sen Gupta y col. (1993), con modificaciones. Se trataron plantas de 18 días de edad 

con metil viológeno (1, 5 y 10 µM) y luego las plantas se dejaron expuestas a la luz 

durante 24 horas. Se cortaron 10 discos de 0,5 cm de las hojas en roseta de cada una 

de las líneas estudiadas y se colocaron en 10 ml de agua bidestilada con agitación en 

luz, durante 24 horas. En la figura 59 se puede observar que las plantas transformadas 

con la construcción 35S:HAHB10 presentan menor conductividad, lo que indica menor 

daño celular luego de los tratamientos con metil viológeno.  

Los flavonoides comprenden un grupo de compuestos polifenólicos que tienen 

propiedades antioxidantes. La actividad antioxidante de los flavonoides in vivo, resulta 

de sus propiedades secuestradoras de radicales libres o de la inhibición de oxidasas, 

evitando la generación de especies reactivas del oxígeno (EROs) como de 

hidroperóxidos orgánicos. También inhiben enzimas involucradas indirectamente en 

los procesos oxidativos al mismo tiempo que estimulan otras con reconocidas 

propiedades antioxidantes. De esta forma los flavonoides interfieren en las reacciones 

de propagación de radicales libres y en la formación de los mismos (Groot y Rauen, 

1998). La medición de la concentración de flavonoides en las plantas tratadas con 

Metil Viológeno indicó que las plantas salvajes presentaron una mayor concentración 

de los mismos (Figura 60). Esto sugiere que las plantas salvajes presentarían mayor 

cantidad de EROs, y consecuentemente, producirían más flavonoides para 

contrarrestar el efecto del herbicida. 
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Para establecer un posible mecanismo de acción en la respuesta al estrés 

oxidativo en la que el gen HAHB10 participaría, se midieron los niveles de expresión 

de algunos genes de A. thaliana (tabla 14), que pudieran ser blancos -directos o 

indirectos- del factor de transcripción HAHB10, con la técnica de PCR en Tiempo Real 

(ver Materiales y Métodos VI.8.4).  

 

Gen Clon Nº  Salvaje 35S:HAHB10 

PR2 

(Pathogenesis-related protein 2) 
At3g57260 1 2,35 (± 0,33) 

tAPX  

(Thylacoidal ascorbate peroxidase) 
At1g77490 1 3,75 (± 1,68) 

 

Tabla 14: Genes relacionados con la respuesta al estrés oxidativo. 

Genes de Arabidopsis thaliana que pueden ser blanco de la proteína HAHB10. 

 

  

El gen PR2 (pathogenesis-related protein) y el gen tAPX mostraron niveles de 

transcripto aumentados en las plantas transgénicas cultivadas en condiciones 

normales, lo que explicaría una respuesta mas rápida al estrés oxidativo en estas 

plantas. 

Se realizaron también tratamientos con el fin de caracterizar la respuesta al 

estrés oxidativo (exposición a cobre, hierro, NaCl, H2O2, SNP) pero no se encontraron 

diferencias de comportamiento entre plantas transformadas y plantas salvajes. 

Asimismo se realizaron ensayos para vizualizar la acumulación del ion superóxido  

(O2
. -) en hojas según lo descrito por Jabs y col. (1996) y tampoco se encontraron 

diferencias entre plantas transgénicas y salvajes en las condiciones estudiadas.  
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2.4.- DISCUSIÓN. 

El gen HAHB10 codifica la proteína HAHB10 de 327 aminoácidos que contiene 

un homeodominio, un dominio de tipo cierre de leucinas y un motivo CPSCE 

adyacente al mismo (Gonzalez y col., 1997). Cuando se alinearon las secuencias del 

homeodominio de las proteínas HD-Zip II descriptas hasta el momento (Schena y 

Davis, 1992; Söderman y col., 1994; Sessa y col., 1998; Gonzalez y Chan, 1993; 

Nishitani y col., 2001; Meijer y col., 2000; Sakakibara y col., 2001; Aso y col., 1999), 

pudo corroborarse que los miembros comparten un alto porcentaje de similitud entre 

ellos, característica de la subfamilia II (Chan y col., 1998). La proteína HAHB10 

comparte la mayor similitud de secuencia con las proteínas HAHB9 (98,4 %), HAHB6 

(86,7 %) y CPHB2 (88,3 %) que no han sido analizadas, desde el punto de vista 

funcional. 

La construcción de la filogenia con el método de Neighbour joining (Holder y 

Lewis, 2003) permitió definir 9 subgrupos. HAHB10, pertenece al subgrupo II junto con 

HAHB6 y HAHB9 también de H. annuus, HAT22 y HAT9 de Arabidopsis thaliana, y 

CPHB2 de C. plantigenium.  

La constitución de este subgrupo coincide plenamente con los estudios de 

filogenia realizados por Chan y col. (1998), Aso y col. (1999) y por Sakakibara y col. 

(2001). Sin embargo, a excepción del árbol construido por Chan y col. (1998), se 

presentan diferencias en la definición del resto de subgrupos inclusive entre los 

autores mencionados previamente. Es probable que los agrupamientos resulten 

distintos debido al método utilizado para el análisis, al número de secuencias utilizadas 

para el mismo, o también al hecho que los homeodominios son mucho más 

conservados en la subfamilia II y como resultado, se obtengan varias combinaciones 
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posibles. Las diferencias entre los otros subgrupos no serán discutidas en detalle en 

este trabajo de Tesis ya que escapa al objetivo de la misma.  

 Los estudios de expresión revelaron que los mayores niveles de expresión 

del gen HAHB10 se observaron en hojas. Este hallazgo sugiere que HAHB10 

participaría en algún proceso relacionado con la fotosíntesis. Como además se 

demostró que el gen induce su expresión en plántulas etioladas, es probable que 

HAHB10 esté involucrado en las vías de señalización vinculadas con las condiciones 

de iluminación en plántulas de girasol. 

 Comparando los estudios de expresión del gen HAHB10 con los realizados 

de los miembros del subgrupo II vemos que no es posible establecer alguna relación 

funcional dado que hasta el momento, no se ha definido el patrón de expresión de los 

otros genes de H. annuus, HAHB9 y HAHB6. Por este motivo, los estudios de 

expresión realizados en esta Tesis resultan novedosos dado que analizan el patrón de 

expresión de un gen de HD-Zip II de girasol. En cuanto a los genes de Arabidopsis 

thaliana del subgrupo II no hay información acerca del patrón de expresión de HAT9 

hasta el momento. Tampoco se ha definido el patrón de expresión en órganos del gen 

HAT22, pero se sabe a partir de aproximaciones experimentales realizadas con 

microarreglos, que su nivel de expresión aumenta rápidamente cuando se tratan 

plántulas de 5 días de edad con hormonas del grupo de las citoquininas y está incluído 

dentro del grupo de genes de respuesta rápida a las mismas (Brenner y col., 2005). El 

otro gen del subgrupo CPHB2 de C. plantigenium, presenta un nivel de expresión bajo 

en hojas y raíces, que aumenta en dichos órganos cuando las plantas se someten a 

estrés hídrico o se tratan con la hormona ABA (Frank y col., 1998). 

 Si bien, la inducción de la expresión de HAHB10 es muy fuerte en plántulas 

etioladas, no podemos obviar que el gen también se induce (en menor medida) 

cuando las plántulas fueron sometidas a otros tratamientos, como desecación. De esta 
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forma, HAHB10 y CPHB2 podrían responder al estrés hídrico aunque en diferentes 

órganos y/o estructuras.  

 De acuerdo con el relevamiento bibliográfico realizado, los genes HD-ZIP II 

de otras especies presentan patrones de expresión muy diversos, y de la mayoría de 

ellos no se sabe aún a qué factor ambiental responden. Sin embargo, el patrón de 

expresión del gen ATHB2 de Arabidopsis thaliana se ha estudiado en detalle (Carabelli 

y col., 1993; Schena y col., 1993; Steindler y col., 1999) y podemos ver que se 

asemeja en algunos aspectos al del gen HAHB10. Ambos se expresan en niveles altos 

en las hojas de las plantas. ATHB2 induce su expresión fuertemente en plántulas 

etioladas (Steindler y col., 1997) y en plantas incubadas en oscuridad (Carabelli y col., 

1993), mientras que los niveles de mensajero del gen HAHB10 aumentan en plántulas 

etioladas. Sin embargo no se debe descartar la posibilidad de que HAHB10 pueda 

inducirse en plantas adultas colocadas en oscuridad, para lo cual se deben realizar 

nuevos ensayos que identifiquen si lo que regula la expresión del gen es la falta de luz 

o la condición de etiolación.  

 La caracterización funcional del gen ATHB2 se realizó a partir del estudio de 

de plantas que sobreexpresan o silencian el gen (Schena y col., 1993; Steindler y col., 

1997; Steindler y col., 1999), y nuevamente, vemos algunas coincidencias con las 

plantas de Arabidopsis thaliana transfomadas que sobreexpresan el gen HAHB10. 

Comparando con sus pares salvajes, ambos genotipos tienen cotiledones menos 

expandidos, raíces más pequeñas, hojas más oscuras y un ciclo de vida más corto. A 

diferencia de las plantas 35S:ATHB2 que tienen hipocótilos más largos, no presentan 

raíces secundarias y producen más semillas, las plantas 35S:HAHB10 tienen 

hipocótilos más cortos, raíces más cortas (con raíces secundarias) y no presentan 

diferencias en la producción de semillas, comparadas con las plantas salvajes. Los 

resultados obtenidos de los estudios funcionales de ATHB2 muestran que el factor de 

transcripción que este gen codifica está involucrado en la regulación de la elongación y 
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en la proliferación celular, procesos claves del desarrollo. Los cambios morfológicos 

observados en las plantas que sobreexpresan el gen HAHB10 permiten concluir que la 

proteína codificada también estaría involucrada en el control de la proliferación y de la 

elongación celular, más allá de las diferencias que presentan ambos genotipos 

transgénicos.  

Se sabe también, que ATHB2 es un regulador negativo de genes parálogos y 

que reconoce su región promotora reprimiendo su expresión (Steindler y col., 1999; 

Ohgishi y col., 2001). Lo mismo podría ocurrir con el gen HAHB10, que podría estar 

regulando negativamente al gen ATHB2. Sin embargo, los cambios observados en las 

plantas transgénicas se deben a los efectos de la sobreexpresión del gen HAHB10 y 

no a la represión de la expresión del gen ATHB2 dado que se realizaron ensayos de 

northern blot para medir los niveles de mensajero del mismo en plantas transformadas 

y salvajes, y ambos genotipos presentan el mismo nivel de expresión en condiciones 

normales. El hecho de que haya algunas coincidencias y algunas discrepancias en 

cuanto a los efectos de la sobreexpresión de HAHB10 y ATHB2 en las plantas de 

Arabidopsis thaliana, y sabiendo que ambos genes tienen en común el 43.5 % de la 

secuencia de aminoácidos, podemos concluir que si bien comparten algunas 

funciones, no serían ortólogos..  

Las plantas que llevan la construcción 35S:HAHB10 florecen antes que las 

plantas salvajes cuando son cultivadas en condiciones normales. Este resultado 

induce a pensar que de alguna manera el factor de transcripción HAHB10 podría 

afectar alguna/s vía/s de señalización involucrada/s en la floración.  

La transición del estadio vegetativo al reproductivo es un proceso complejo que 

resulta de la integración de una intrincada red de señales reguladas por las 

condiciones ambientales y por el desarrollo vegetal. Ocurre en un punto determinado 

del ciclo de vida de las plantas, es raramente reversible y debe asegurar que la 

transición sea óptima para la polinización y la formación de las semillas que aseguren 
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el éxito reproductivo (Beweley y col., 2000). Se han realizado muchos estudios en 

Arabidopsis thaliana para discernir los componentes moleculares que participan en 

cada vía de señalización y se ha visto que muchas de las vías convergen y activan el 

mismo grupo de genes que luego van a promover la diferenciación del meristema floral 

(Mouradov y col., 2002).  

El grupo de hormonas giberelinas (GAs) acelera la floración en Arabidopsis 

thaliana. Las GAs son además escenciales para el desarrollo de estambres y pétalos. 

Sabiendo que la expresión del gen HAHB10 en plántulas de girasol aumenta cuando 

las mismas son tratadas con GA3, se estudió el efecto del agregado de esta hormona 

en las plantas transformadas. Los resultados mostraron que las plantas 35S:HAHB10 

se comportan como si ya hubiesen sido tratadas con GA3, o bien, como si fueran 

insensibles a la misma dado que muchos receptores de GAs podrían estar saturados 

por una concentración endógena mayor de la hormona. Es posible especular 

entonces, que el gen HAHB10 sería un regulador positivo de la biosísntesis de las 

giberelinas y explicaría el hecho de que las plantas transgénicas florecen antes que las 

salvajes. El comportamiento de las plantas 35SHAHB10 tratadas con giberelinas se 

asemeja al de las plantas 35S:ATHB2 tratadas con auxinas (Morelli y Ruberti, 2002). 

La expresión de ambos genes es inducida por la hormona correspondiente, y las 

plantas que los sobreexpresan son insensibles al tratamiento con las mismas. Las 

plantas que sobreexpresan el gen GA20OX, que participa en la biosíntesis de GA 

(Huang y col., 1998) o FLOWERING PROMOTIVE FACTOR1, un gen involucrado en 

la traducción de la señal de GA (Kania y col., 1997), florecen antes que las salvajes. 

Otras aproximaciones experimentales han permitido identificar plantas mutantes de 

Arabidopsis thaliana, que tienen la vía de biosíntesis de giberelinas alterada en algún 

punto y producen fenotipos diferentes. La mutante “spindly” exhibe una respuesta 

constitutiva a GA y también florece antes que las plantas salvajes, mientras que las 
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lineas mutantes deficientes en la biosíntesis de GAs, florecen tarde en relación con las 

plantas salvajes.  

Otro factor que influye en el desarrollo de las plantas es la luz. Las plantas 

pueden medir y responder a los cambios en la irradiancia, calidad, orientación y 

periodicidad (duración del día) de la luz en el ambiente. La luz estimula la 

diferenciación de las hojas y de los cloroplastos, inhibe el crecimiento del hipocótilo, 

induce la expresión de genes nucleares y del cloroplasto y permite la transición del 

estado vegetativo al reproductivo (Chory, 1997). Los resultados obtenidos muestran 

que la expresión del gen HAHB10 en girasol se regula por la luz y que las plantas de 

Arabidopsis thaliana 35S:HAHB10 son hipersensibles a los cambios de luz tanto en 

calidad (rojo, rojo-lejano, azul) como en cantidad (distintas intensidades), dado que 

presentan una inhibición del crecimiento del hipocótilo. Esta respuesta sumada a las 

características fenotípicas de las plantas transgénicas (ángulo de expansión de 

cotiledones menor y mayor concentración de pigmentos en hojas) sugieren que el gen 

HAHB10 podría estar implicado en alguna vía de transducción de señales regulada por 

los fitocromos que son las proteínas que regulan dichos cambios morfológicos. Según 

la respuesta a la luz R o RL, el fenotipo de las plantas que llevan la construcción 

35S:HAHB10 se asemeja al de las plantas dobles mutantes phyAphB dado que 

ambas, presentan una inhibición del crecimiento del hipocótilo en luz R y RL.  

La aceleración de la floración que presentan las plantas de Arabidopsis thaliana 

que sobreexpresan el gen HAHB10 es más pronunciada cuando se cultivan más 

plantas por maceta (mayor densidad) por lo que estarían mejor preparadas para 

competir por la luz y adaptadas para crecer en altas densidades dado que el desarrollo 

no se ve afectado como ocurre con las plantas salvajes. Como los fitocromos B, D y/o 

E de Arabidopsis thaliana son los que regulan las respuestas de shade-avoidance 

(Frankling y col., 2003), es probable que el gen HAHB10 participe en alguna de las 

vías de señalización de los mismos.  
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Las plantas de girasol manifiestan una sensibilidad especial a la intensidad de 

la luz durante la época comprendida entre el comienzo de los primordios del capítulo 

hasta la formación de las tétradas del polen que, junto con el sombreado temporal de 

las plantas durante la formación del capítulo, determinan la reducción sustancial de la 

producción de aceite y aquenio. Los ensayos realizados con plantas de girasol 

mostraron que si éstas son sombreadas en los primeros estadios presentan 

alargamiento del tallo, reducción del área foliar y de la producción de grano y aceite 

(Andrade,1995). También fue demostrado que cuando las plantas de girasol se 

siembran dejando mayor distancia entre surcos, se obtiene un mayor rendimiento dado 

que el canopeo3 lograba una mejor intercepción total de radiación generando plantas 

más voluminosas (López-Pereira y col., 2005). En este contexto, la caracterización 

funcional del factor de transcripción HAHB10 aporta nuevas evidencias al 

conocimiento de la respuesta de tolerancia a la mayor densidad de siembra, ya que 

este gen estaría involucrado en las respuestas a la sombra.  

Según se ha visto en Arabidopsis thaliana, los fitocromos regulan varios genes 

que participan en el proceso de fotosíntesis (Kuno y col., 2000). El fitocromo A media 

las respuestas a luz de muy baja fluencia (“very-low-fluence-responses”, VLFR) e 

induce la producción de la proteína PSBS. Las condiciones de iluminación de baja 

fluencia pueden ser percibidas, por ejemplo, por las semillas que están en la tierra 

durante la germinación. La plántula que emerge necesita producir los componentes de 

los fotosistemas que le permitan capturar la energía que proviene de la luz y además 

las proteínas necesarias para proteger a la plántula del estrés que provoca el exceso 

de dicha energía. En las plantas 35S:HAHB10 se midieron los niveles de ARN 

mensajero de tres genes regulados por la luz y/o por los fitocromos -CAB2, PSBS y 

CHS (Ver descripción en Materiales y Métodos, III.5)-, en plántulas salvajes y 

transgénicas cultivadas en luz y luego colocadas en oscuridad o en luz enriquecida en 
                                                 
3  Area foliar que capta la radiación 
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rojo-lejano. Los resultados mostraron que las plantas que llevan la construcción 

35S:HAHB10 presentan una disminución en los niveles de mensajero del gen PSBS 

(los otros dos genes no presentaron diferencias en los niveles de transcriptos). Esto 

indica que HAHB10 regularía directa o indirectamente la expresión del gen PSBS. 

Como este último no presenta en su promotor la secuencia a la cual se une in vitro 

HAHB10 es razonable pensar que se trata de un gen blanco indirecto. 

La proteína PSBS integra el fotosistema II (PSII) y participa en el mecanismo 

de disipación de la energía no fotoquímica (“non-photochemical quenching”, NPQ) que 

protege a las plantas del daño que provocaría el exceso de absorción de fotones (Li y 

col., 2000). El hecho de que las plantas 35S:HAHB10 presentan niveles de expresión 

del gen PSBS más bajos que las salvajes, es acorde también con el fenotipo de 

hipersensibilidad a la luz dado que, por tener menor cantidad de la proteína PSBS, 

serían más sensibles a la luz y por lo tanto es probable que la respuesta 

fotomorfogénica de inhibición del crecimiento del hipocótilo inducida por la luz ocurriría 

antes que en las salvajes.  

Según lo expuesto, podemos especular que el gen HAHB10 participa en las 

vías de señalización que promueven la floración, relacionadas con la calidad y/o 

cantidad de la luz y con las giberelinas (Figura 61). Sin embargo, no podemos 

descartar que HAHB10 podría tal vez participar en otra/s vía/s que promueven la 

floración, como el fotoperíodo, la vernalización o la vía autónoma, ya que no se han 

hecho experimentos relacionados con estas vías en este trabajo de Tesis. 

Las plantas transformadas con la construcción 35S:HAHB10 son más 

tolerantes a los tratamientos con metil viológeno en todas las condiciones ensayadas. 

Una explicación del mecanismo de tolerancia podría encontrarse en el fenotipo mismo 

de las plantas transgénicas: las plantas 35S:HAHB10 tienen mayor concentración de 

pigmentos, específicamente clorofilas y antocianinas. 
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Una correlación que surge inmediatamente es que por tener mayor 

concentración de clorofilas las plantas transgénicas presentarían mayor tasa de 

fotosíntesis. Aunque esto no ha sido demostrado, el hecho de que resistan el metil 

viológeno aporta un indicio de que podría ser así. 

En cuanto a las antocianinas, se ha demostrado que los compuestos fenólicos 

participan en los mecanismos de protección frente al estrés oxidativo. 

En maíz por ejemplo, la respuesta a la infección de patógenos es la 

acumulación de antocianinas alrededor  del  sitio  de  infección.  Hipskind y col. (1996),  

sugieren que la   acumulación del pigmento protege a las células vecinas a la infección 

de los cambios oxidativos que ocurren durante el mecanismo de defensa. Baker y col. 

(2002) mostraron que la producción de ciertos compuestos fenólicos es importante 

atenuando el daño oxidativo asociado con la expresión de la respuesta hipersensitiva 

de las plantas.  

Los sistemas antioxidantes de los cloroplastos incluyen distintas enzimas que 

actúan sobre los especies reactivas del oxígeno (EROs) transformándolas en especies 

menos tóxicas o menos peligrosas, y tolerar de esta forma el estrés. 
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Figura 61: Vías que regulan la transición del estadío vegetativo al reproductivo 

en Arabidopsis thaliana. 

Se indican las vías que promueven la activación de los genes integradores de la vía 

de floración: el fotoperíodo, las hormonas, la vía autónoma y la vernalización. Se 

muestra en un círculo rojo, el factor de transcripción HAHB10 que participaría en las 

vías indicadas. Una vez que se inducida la expresión de los genes integradores de la 

vía de floración, éstos inducen la expresión de los genes de identidad del meristema 

floral y se produce la transición del estadío vegetativo al reproductivo.  

 

Las enzimas antioxidantes son componentes críticos para prevenir el estrés 

oxidativo y esta hipótesis está comprobada por los resultados obtenidos a partir de los 

estudios de la respuesta al estrés oxidativo (Allen, 1995). De hecho, varias líneas de 

plantas de Arabidopsis thaliana resistentes al metil viológeno presentan alterados los 

niveles de una o varias de estas enzimas (Tsugane y col., 1999; Sunkar y col., 2003; 

Fujibe y col., 2004; Murgia y col., 2004; Overmeyer y col., 2005). En la búsqueda de un 

mecanismo molecular que explique la resistencia de las plantas 35S:HAHB10 al metil 
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viológeno se vio que en las plantas cultivadas en condiciones normales, las 

transgénicas mostraron niveles de mensajero más elevados de los genes PR2 yTAPX 

que codifican una enzima relacionada con la defensa de patógenos y la ascorbato 

peroxidasa de la membrana tilacoidal respectivamente. Desafortunadamente, no 

pudieron medirse los niveles de ARN en las plantas tratadas debido a que no se pudo 

obtener ARN de buena calidad, requisito indispensable para la técnica utilizada. El 

análisis de los resultados, a pesar de esta dificultad técnica, nos permite sugerir que 

en la respuesta rápida de las plantas al estrés oxidativo generado por el metil 

viológeno, las plantas transgénicas están mejor preparadas para tolerar el estrés 

generado por el herbicida, lo que le daría una ventaja frente a las salvajes. Tanto PR2 

como TAPX no poseen en sus promotores el sitio de reconocimiento para la unión de 

la proteína HAHB10, por lo que serían genes regulados indirectamente. Hasta el 

momento se han descrito varias plantas mutantes de Arabidopsis thaliana que 

presentan resistencia al metil viológeno. La mutante pst1 (Tsugane y col., 1999) posee 

además la capacidad de crecer en presencia de elevadas concentraciones de sal y es 

resistente a tratamientos con luz de elevada intensidad. En esta mutante, las 

actividades de las enzimas SOD y APX son 1.3 y 3 veces mayores respectivamente 

que en la planta salvaje. La mutante rcd1-2 (Fujibe y col., 2004), que es tolerante a los 

tratamientos con luz UV-B exhibe niveles elevados de las enzimas SAPX y TAPX con 

respeto a las plantas salvajes. Por otro lado, la especie Hordeum glaucum (Lasat y 

col., 1997), presenta un biotipo resistente al metil viológeno, acumula mayor 

concentración del herbicida en las vacuolas de las células de las raíces, lo cual 

explicaría esta resistencia.  

Las plantas 35S:HAHB10 presentan menores niveles del gen PSBS. Existen 

evidencias que demuestran que la mutante npq4 de Arabidopsis thaliana que no 

expresa la proteína PSBS ni presenta modificados los parámetros que miden la 

captación de la luz o la fotosíntesis (Li y col., 2000). Cuando se incuban hojas de 
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plantas de Arabidopsis thaliana en condiciones de estrés lumínico o de baja 

temperatura, npq4 presenta una fotoinhibición de los centros de reacción del PSII que 

es transitoria y que no se continúa con la fotooxidación (Havaux y col., 2005). Estos 

resultados apoyan la hipótesis de que el mecanismo de resistencia al metil viológeno 

no estaría relacionado, con la expresión de la proteína PSBS.  

La obtención de cultivos resistentes a herbicidas ha sido lograda a través de 

procesos de selección o de generación de cultivos transgénicos y ha contribuído al 

avance del control químico de las malezas generando una nueva estrategia de manejo 

de las mismas. Los cultivos resistentes a herbicidas tienen la ventaja de permitir 

utilizar herbicidas no selectivos (paraquat, glifosato), reducir los daños al cultivo, 

presentar un menor costo. Las malezas controladas tienen bajo riesgo de adquirir 

resistencia y los herbicidas que se utilizan para estos cultivos tienen baja residualidad 

en suelos y aguas. Teniendo en cuenta esto, HAHB10 sería un gen de interés 

biotecnológico.  

Los resultados obtenidos, no permiten definir completamente los mecanismos 

de acción del gen HAHB10 en las plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana en 

cuanto a la aceleración del ciclo de vida y a la resistencia al metil viológeno. Se 

deberían realizar en el futuro, otros estudios con otras herramientas, como 

microarreglos de ADN que aporten más datos para poder dilucidarlos. 
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VIII.- CONSIDERACIONES GENERALES. 

En esta Tesis, se presentaron los primeros resultados obtenidos de la 

caracterización funcional de los factores de transcripción HAHB1 y HAHB10 de girasol. 

Los estudios de expresión conjuntamente con la caracterización funcional en plantas 

transgénicas, aportaron nuevos indicios en cuanto a las vías de señalización en las 

que participarían estas proteínas.  

El girasol es una especie de interés económico y nuestro país es el primer 

exportador mundial de aceite con una participación del 60% en el mercado 

internacional (Díaz-Zorita y col., 2003). El grado de avance de los conocimientos 

públicos sobre el genoma de girasol es muy limitado comparado con el de otros 

cultivos. Se estima que el tamaño del genoma del girasol es de 3,5 Gpb (Gentzbittel y 

col., 2002). Son varios los grupos de investigación que trabajan para identificar rasgos 

relacionados con las características productivas de la especie como la concentración 

de aceite en las semillas, la morfología de la raíz, la resistencia al estrés salino e 

hídrico, la heterosis, el tiempo de floración, la composición de ácidos grasos y 

tocoferoles y la resistencia a enfermedades, entre otros. Asi, la identificación de 

secuencias de girasol involucradas en la determinación de caracteres de importancia 

económica contribuiría con la elaboración de estrategias para la selección de 

germoplasma mejorado (Heinz y col., 2002). Desde este punto de vista nuestro trabajo 

enriquece el conocimiento de la genómica de esta especie. Pudimos comprobar que 

los genes caracterizados codifican proteínas asociadas con las vías que regulan el 

desarrollo del girasol y participan en vías relacionadas con la tolerancia/sensibilidad a 

distintos factores ambientales que causan estrés en las plantas.  

El mejoramiento genético de las plantas contribuye a aumentar la eficiencia de 

la agricultura. Los rasgos mejorados incluyen la tolerancia a herbicidas y la resistencia 

a insectos. Si bien no existen aún en el mercado internacional plantas transgénicas de 
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girasol,  dado que por un lado,  no hay protocolos de transformación y por otro, no está 

permitido la siembra debido al posible cruzamiento con especies silvestres del género 

Helianthus, la caracterización de estos dos factores de transcripción podría aplicarse 

para otras especies de interés agronómico.   

Los estudios de genómica funcional4 de la última década, marcaron un 

importante progreso en los avances científicos en el área agronómica. El trabajo 

realizado en esta Tesis combinó la información obtenida de los estudios estructurales, 

funcionales en girasol y funcionales en un sistema heterólogo (Arabidopsis thaliana) 

para caracterizar los factores de transcripción HAHB1 y HAHB10 y los genes que los 

codifican. Los resultados obtenidos nos permiten postular a ambas proteínas como 

candidatas para ser utilizadas como marcadores moleculares, contribuyendo al 

conocimiento del genoma de la especie en si, y proveen nuevas herramientas para el 

uso biotécnológico en girasol o en otras especies.  

                                                 
4 recolección sistemática de información sobre la función de los genes combinando diversas metodologías 
experimentales (Southan y col., 2007) 
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IX.- CONCLUSIONES 

- La proteína HAHB1 pertenece a la subfamilia I dentro de la familia HD-Zip, 

no es un miembro divergente de la misma, y comparte más del 80 % de la 

secuencia de los homeodominios con proteínas de la subfamilia de otras 

especies vegetales. 

- El gen HAHB1 se expresa principalmente en tallos de plantas jóvenes y en 

hojas de plantas adultas.  

- La expresión del gen HAHB1 en plántulas aumenta notoriamente cuando 

las mismas son tratadas con giberelinas, etileno o bien crecidas en 

condiciones de etiolación.  

- La expresión del gen HAHB1 aumenta cuando las plantas son tratadas con 

sal o frío. 

- Las plantas transgénicas que expresan ectópicamente el gen HAHB1 tienen 

un fenotipo que se caracteriza por un tamaño menor y un retraso en el 

tiempo de floración y desarrollo general. Estas características son 

fácilmente visualizables en condiciones de crecimiento normales. 

- Las plantas transgénicas que expresan ectópicamente el gen HAHB1 

entran más tarde en el proceso de senescencia y presentan tallos de mayor 

longitud que las salvajes al finalizar el ciclo de vida.  

- Las plantas transgénicas que expresan ectópicamente el gen HAHB1 son 

más sensibles al estrés salino en estadios tempranos, hecho puesto en 

evidencia por un menor porcentaje de germinación y por una inhibición del 

crecimiento de las raíces en dichas condiciones.  

- El factor de transcripción HAHB1 sería un regulador negativo del desarrollo 

en respuesta al estrés salino. 
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- La proteína HAHB10 pertenece a la subfamilia II, dentro de la familia HD-

Zip, no es un miembro divergente de la misma, y comparte más del 80 % de 

la secuencia del homeodominio con dos proteínas de girasol y con otras 

proteínas de la subfamilia de otras especies. 

- El gen HAHB10 se expresa mayoritariamente en hojas de plantas adultas.  

- La expresión del gen HAHB10 en plántulas aumenta notoriamente cuando 

éstas son tratadas con giberelinas, etileno o crecidas en condiciones de 

etiolación. 

- Las plantas transgénicas que expresan ectópicamente el gen HAHB10 

presentan un fenotipo particular cuando son cultivadas en condiciones 

normales: cotiledones y hojas de menor tamaño y de color verde más 

oscuro, raíces más cortas y una aceleración del ciclo de vida. 

- Las plantas transgénicas que expresan ectópicamente el gen HAHB10 son 

insensibles a los tratamientos con giberelinas.  

- Las plantas transgénicas que expresan ectópicamente el gen HAHB10 

presentan fenotipos particulares cuando son cultivadas en distintas 

calidades o intensidades de iluminación. 

- Las plantas transgénicas que expresan ectópicamente el gen HAHB10 son 

más tolerantes al estrés provocado por el crecimiento prolongado en 

condiciones de etiolación.  

- Las plantas transgénicas que expresan ectópicamente el gen HAHB10 son 

más tolerantes al estrés provocado por el crecimiento en condiciones de 

superpoblación.  

- Las plantas transgénicas que expresan ectópicamente el gen HAHB10 son 

más tolerantes a los tratamientos con el herbicida paraquat. 
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- Las plantas transgénicas que expresan ectópicamente el gen HAHB10 

presentan modificados los niveles de expresión los genes PSBS, APXt y 

PR2 en condiciones normales. 

- El factor de transcripción HAHB10 sería un regulador positivo del desarrollo 

cuya función estaría regulada por la luz y las giberelinas. A su vez estaría 

involucrado en los mecanismos de tolerancia al estrés oxidativo y en los 

mecanismos de shade-avoidance.  

- El gen HAHB10 o la proteína que el mismo codifica, podrían utilizarse como 

herramientas biotecnológicas. 
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