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INTRODUCCION

Las plantas responden a las variaciones del ambiente generando cambios moleculares
y fisiolégicos capaces de atenuar los efectos de las condiciones adversas que afectan
su crecimiento y desarrollo. Algunas de estas respuestas especificas se dan por la
regulacién mediada por factores de transcripcién (FTs) de vias de transduccién de
sefales.

Los FTs son proteinas capaces de reconocer y unir secuencias de ADN especificas
presentes en regiones regulatorias de genes blancos. En general, estas proteinas
presentan dos dominios: uno de unién al ADN y otro de interaccién con proteinas, este
altimo es el que media, directa o indirectamente, la activacion o represion de la
transcripciéon al unirse a proteinas de la maquinaria transcripcional (Brivanlou - Darnell
et al. 2002). Los FTs son especialmente abundantes en plantas, representando
aproximadamente el 6 % de los genes de Arabidopsis thaliana (Riechmann et al., 2000).
La caracterizacion funcional de los FTs permite identificar cuales juegan un papel
importante en las respuestas de plantas a diferentes estimulos ambientales. Este
conocimiento puede, en ciertas ocasiones, utilizarse para generar herramientas
biotecnoldgicas para el mejoramiento de cultivos en sus respuestas frente a distintos
tipos de estrés (Vasil et. al., 2003).

La familia HD-Zip (homeodominio-cierre de leucinas) es exclusiva de plantas, sus
miembros poseen un dominio de unién a ADN de tipo caja homedética (del inglés,
homeobox) seguido de un dominio de tipo cierre de leucinas (LZ, del inglés leucine
zipper) que les permite formar homo- o heterodimeros, condicién necesaria para la unién
a ADN. La familia de FTs HD-Zip esta compuesta por cuatro subfamilias (Ariel et al.
2007). Particularmente, los miembros de la subfamilia | han sido estudiados y vinculados
principalmente a respuestas de tolerancia a estrés abiotico.

En el laboratorio en el que se desarrolla la cientibeca, se estudian los FTs HD-Zip tipo |;
en forma particular el objetivo de este trabajo es la caracterizacion funcional del gen
AtHBA40 del cual se desconoce su papel.
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El objetivo principal de este trabajo es el de caracterizar funcional y molecularmente al
factor de transcripcién HD ZIP | AtHB40.

METODOLOGIA

Para llevar a cabo el estudio de la funcién del gen AtHB40, se plantearon tres estrategias
principales: 1) Obtencion de lineas mutantes athb40. Se adquirieron semillas de
mutantes insercionales en AtHB40 de la linea SALK (ABRC, http://www.arabidopsis.org;
Columbus, OH, USA) para luego obtener plantas homocigotas. 2) Obtencion de
plantas transgénicas sobreexpresantes del gen AtHB40 en fondo Col-0 3)
Aislamiento de la region promotora de AtHB40 y obtencion de plantas transformadas
con este promotor fusionado al gen reportero GUS en fondo Col-O0.

Seleccion de plantas mutantes homocigotas

La seleccién de las plantas silenciadas se realiz6 en placas con medio MS 0.5X-Agar
0.9 % suplementado con el antibiético kanamicina (50 pg/ml). Se sembraron semillas de
las tres lineas de mutantes adquiridas (SALK_015635, SALK_115125 y SALK_048332)
y se trasplantaron las plantulas resistentes a la seleccién. La homocigosis se determin6
por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de acuerdo a Sessions y
colaboradores (2002). Se comprob6 la no expresion de AtHB40 por RT-PCR cuantitativa
utilizando los controles adecuados.

Expresion ectopicay constitutiva del gen AtHB40.

Para obtener plantas que expresen de forma ectépica y constitutiva el gen AtHB40 se
genero una construccion en la que el promotor del gen 35S del virus del mosaico de la
coliflor (35S) dirige la expresion de AtHB40. Para ello la secuencia codificante de
AtHB40 (649 pb) se amplific6 mediante PCR utilizando como molde cDNAs de
Arabidopsis thaliana. El amplicén obtenido fue subclonado en el vector pPGEM-T Easy
(Promega) y posteriormente se clon6é en los sitios Sacl y Kpnl del vector pBl122.
Transformacion de plantas mediante el método de inmersidn floral utilizando
Agrobacterium tumefaciens: Las transformaciones estables de plantas de Arabidopsis
se realizaron mediante el método de inmersion floral (Clough et al., 1998). Seleccidn
de plantas transgénicas T1. La seleccién de las plantas transformadas se realizé en
placas con medio MS 0.5 x-Agar 0.9 % suplementado con el antibiético kanamicina (50
pg/ml). Teniendo en cuenta que el ADN-T se inserta aleatoriamente en el genoma, se
aislaron 15 lineas con inserciones independientes para posteriores analisis.

Expresion de genes reporteros bajo el control del promotor de AtHB40.

Un fragmento de 1989 pb corriente arriba del sitio de inicio de la traduccion de AtHB40
se amplific6 mediante PCR con oligonucledtidos especificos a partir de ADN gendmico
de plantas salvajes. El amplicon obtenido se cloné en el vector pEntrD-Topo (Invitrogen),
y luego se introdujo en el vector pKGWFS7 mediante tecnologia GATEWAY. Esta
construccion permite obtener plantas en las que el promotor de AtHB40 dirige la
expresion de los genes reporteros GFP y GUS.

Caracterizacion fenotipica de plantas mutantes de AtHB40

En todos los casos, las plantas se cultivaron en placas con medio MS 0.5 x-Agar 0.9 %
a 21 °C en condiciones de dia largo (16 h luz/ 8 h oscuridad. La caracterizacion
fenotipica de las lineas mutantes incluyo la medicién de area foliar expuesta y la longitud
de las raices. En ambos ensayos fueron sembradas plantas Col 0 a modo de control.
Para la cuantificacion del area foliar expuesta se tomaron fotografias a los 15 dias. Para
la medicion de la longitud de las raices se crecieron las plantas en placas verticales y
se fotografiaron. En ambos casos se procesaron las imagenes con el software ImageJ.


http://www.arabidopsis.org/

Ensayo de sequia en plantas mutantes de athb40

Las plantas de Arabidopsis thaliana se sembraron en macetas de 10 cm de diametro
con sustrato Klasmann TS1 (Klasmann-Deilmann GmbH) en condiciones de dia largo a
una temperatura de 21 °C. En todos los ensayos se utilizaron plantas Col 0 a modo de
control. Pérdida de agua en hojas: desde la salida del boton floral en las plantas, éstas
se sometieron a estrés severo (suspension total del riego). Periédicamente se cortaron
hojas, se pesaron y se sumergieron en agua durante al menos 5 h; luego se pesaron
nuevamente. Esto se repitidé hasta registrar la muerte de las plantas.

RESULTADOS:

Obtencién de plantas homocigotas mutantes athb40
Se seleccionaron dos plantas homocigotas, una para cada una de las mutantes
adquiridas. Con las semillas de estas plantas se realizaron los subsiguientes analisis.

AtHB40 regula negativamente la elongacion de la raiz principal y la expansion de
las hojas

Para caracterizar las plantas mutantes obtenidas se evalué6 e area foliar expuesta de las
mismas. Los resultados obtenidos muestran que las plantas mutantes athb40 de 15 dias
presentan un area mayor que las plantas de genotipo salvaje Col 0 (Figura 1-A).
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Figura 1: A: a la izquierda se muestra la cuantificacién del area foliar expuesta de plantas Col
0 y dos lineas mutantes athb40. En el centro se muestran fotografias ilustrativas de las
utilizadas para la cuantificacion del area expuesta. B: medidas de longitud de raices de plantas
mutantes athb40 y Col 0 a los 5 dias de germinadas las semillas.

Se evalud también la longitud de la raiz principal. Para ello se procedi6 tal como se
explica en Metodologia y los resultados obtenidos se resumen en la Figura 1-B, en la
gue se muestra que las plantas mutantes athb40 poseen raices mas largas que los
controles correspondientes.

Las mutantes athb40 son mas susceptibles al estrés hidrico que sus controles

Los factores de transcripcion HD-Zip | estan en general relacionados con la tolerancia a
distintos tipos de estrés abibético, por lo que se realizd6 un ensayo de sequia severa en
las plantas mutantes de AtHB40. Se vio una susceptibilidad de éstas dicho estrés,



comparadas con plantas control, pero esta diferencia es leve. En la figura 2 se grafica
el porcentaje de agua perdido por las hojas de cada genotipo en diferentes tiempos.
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Los primeros ensayos de caracterizacion fenotipica indican que AtHB40 esta
involucrado en el desarrollo en condiciones normales de la planta en los primeros
estadios de la misma. Tanto la medicion de elongacién de raices como del area
expuesta nos llevan a preguntarnos si los fenotipos diferenciales se generan por una
mayor expansion celular, una mayor tasa de division celular o una combinacion de
ambos parametros. Se estan planeando nuevos ensayos para determinar esto.

Obtencion de plantas sobreexpresantes del gen AtHB40 y plantas prAtHB40:GUS
En ambos casos se generaron las construcciones necesarias descriptas en
Metodologia, se corrobor6 la secuencia mediante secuenciacion y se transformaron
células de Agrobaterium tumefaciens con esas construcciones. Posteriormente se
realizé la transformacion por inmersion floral de plantas Col 0 y actualmente nos
encontramos seleccionando plantas de la primera generacion.

Las plantas sobreexpresantes y aquellas portando el promotor fusionado a un gen
reportero seran herramientas muy Utiles para complementar los resultados obtenidos
hasta el momento y determinar el accionar de AtHB40. Actualmente se esta llevando a
cabo la seleccién de plantas de la primera filial en ambos casos.
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