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INTRODUCCION

HaHB4 es un factor de transcripcion (FT) de girasol miembro de la familia HD-Zip (del inglés,
homeodomain-leucine zipper), exclusiva de plantas. Esta familia se divide en 4 subfamilias,
siendo HaHB4 miembro de la subfamilia | (Ariel et al., 2007).

HaHB4 se encuentra particularmente asociado a la respuesta de las plantas ante estrés
hidrico y salino (Dezar et al., 2005a, 2005b). Se ha demostrado su participacion en las vias
de senalizacién de las hormonas acido abscisico, etileno y acido jasmonico (Manavella et
al., 2006, 2008b). Las plantas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan HaHB4 presentan
tolerancia a estrés abidtico, lo que generd gran expectativa por transferir esta caracteristica
a cultivos de interés agronémico. Recientemente, se ha reportado que plantas de soja que
sobreexpresan este FT mostraron una mayor productividad en ensayos a campo,
especialmente en ambientes secos y calidos de Argentina (Ribichich et al., 2020).

Dezar y col., 2005a reportaron la expresion de la B-glucuronidasa (GUS) bajo la direccién de
un fragmento de aproximadamente 1000 pb correspondientes a la regién promotora de
HaHB4 en raices de plantulas de Arabidopsis thaliana. Luego, se demostré que dicho
promotor presenta 2 motivos de expresion en raices funcionalmente activos (Manavella et
al., 2008a). A pesar de que las raices son las encargadas de detectar la falta de agua y
transmitir las senales correspondientes al resto de la planta, hasta el momento no se ha
estudiado més en profundidad la incidencia de HaHB4 en este 6rgano.

Resulta fundamental estudiar las consecuencias de la sobreexpresion de HaHB4 sobre la
arquitectura radicular, y la dependencia del fenotipo de la raiz de estas plantas en la
deteccidn de la falta de agua y/o la respuesta a altas temperaturas.

Titulo del proyecto: Desarrollo de herramientas biotecnolégicas para introducir mejoras en
especies vegetales de interés agrondémico.

Instrumento: CAI+D.

Ano de la convocatoria: 2020.

Organismo financiador: Universidad Nacional del Litoral.

Directora: Carolina Attallah.
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OBJETIVOS

Los objetivos del trabajo abarcan:

- Estudiar el fenotipo de las raices de plantas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan
HaHB4, dirigidas tanto por el promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV) como
por un fragmento de aproximadamente 1000 pb correspondiente a la region promotora de
HaHB4.

- Analizar la respuesta de las raices de plantas que sobreexpresan HaHB4 ante el aumento
de la temperatura.

METODOLOGIAS

Se emplearon plantas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan HaHB4 bajo el promotor
35S del CaMV (p35S:H4) y bajo un fragmento del propio promotor (pH4:H4). Se sembraron
en placas de cultivo cuadradas y se colocaron en forma vertical en camara de cultivo
climatizada (Aralab) con el fin de controlar las condiciones de crecimiento. Se realizaron
mediciones diarias del crecimiento de las raices primarias y la aparicibn de raices
secundarias. Se evalué la respuesta de las plantas 35S:H4 y pH4:H4 en condiciones
normales de crecimiento (23°C) y frente al calor (29°C), comparadas con plantas wild-type
(WT).

Se determind la longitud y tasa de crecimiento de las raices principales, numero y longitud
de las raices secundarias, tanto emergentes como emergidas.

Se utilizé un N = 10 para cada uno de los genotipos y condiciones evaluadas, contabilizando
un total de 60 plantas.

Las diferencias entre grupos se analizaron mediante el test de ANOVA, seguido del test de
Tukey para detectar diferencias entre ellos (p<0,05). Los resultados se informan como media
+ Error Estandar de la Media (EEM) para cada grupo.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

En las figuras 1A'y 1B se observa la relacion en la longitud de la raiz principal de las plantas
35S:H4 y pH4:H4 respecto de las plantas WT, hasta el dia 11 luego de la siembra. Las
determinaciones se realizaron en plantas crecidas en condicién control (23°C) y calor
(29°C). Para las plantas 35S:H4, se observa que en condicién control no hay diferencia en la
longitud de la raiz principal, mientras que bajo estrés por calor los valores de la proporcién
respecto de las plantas WT estan por encima de 1, evidenciando una tendencia a alargar en
mayor proporcion su raiz principal. En el caso de las plantas pH4:H4, en condicion control
dicha proporcién es levemente menor a 1, lo cual indica una tendencia a presentar raices
principales mas cortas que las plantas WT. Dicha tendencia desaparece en la condicion de
estrés por calor. Si bien, no hay diferencias significativas estadisticamente, se observa una
tendencia en estos resultados que podria confirmarse incrementando el numero de plantas
analizadas.

La figura 2 muestra la relacién de la longitud total de las raices secundarias, determinada el
dia 11 post-siembra, respecto de las plantas WT, en ambas condiciones ensayadas. Como
se puede observar, las plantas pH4:H4 presentan una mayor longitud total de raices
secundarias cuando estan expuestas al calor. Relacionando este resultado con lo anterior,
podemos decir que las plantas 35S:H4 tienden a alargar mas su raiz principal respecto de
las plantas WT cuando estan expuestas al calor pero no muestran diferencias respecto de la
elongacién de las raices secundarias. Por otro lado, si bien las plantas pH4:H4 no muestran
diferencias en la elongaciéon de su raiz principal cuando estdn expuestas al calor, si
presentan diferencias en la longitud total de sus raices secundarias.
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No se observaron diferencias significativas respecto de las raices secundarias emergentes y
emergidas, en ninguno de los genotipos ni condiciones ensayadas. Por otro lado, tampoco
se observaron diferencias significativas en la tasa de crecimiento de las raices primarias.
Como conclusién, se logré determinar una diferencia en el desarrollo del sistema radicular
de las plantas que sobreexpresan HaHB4 cuando estan expuestas al calor. Esta
caracteristica no habia sido estudiada hasta el momento en plantas de Arabidopsis thaliana.
Ademas, resultan muy interesantes las diferencias observadas en las raices de las plantas
que sobreexpresan el FT bajo la direccion de un fragmento del promotor propio y un
promotor fuerte como el 35S del CaMV, en una condicién de estrés.

Como perspectivas de trabajo, se propone evaluar por PCR cuantitativa (QPCR) la expresién
de transcriptos relacionados con la respuesta a estrés abibtico y el desarrollo radicular,
haciendo énfasis en el desarrollo de las raices primarias y secundarias diferencialmente.
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Figura 1-A: Longitud de la raiz principal de las Figura 1-B: Longitud de la raiz principal de las
plantas 35S:H4 en condicién control (23°C) y plantas pH4:H4 en condicién control (23°C) vy
calor (29°C) en relacion a las plantas WT. calor (29°C) en relacion a las plantas WT.
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Figura 2: Longitud total de las raices secundarias
de las plantas 35S:H4 y pH4:H4, en condicién
control y calor, respecto de las plantas WT.
Mediante (*) se indican diferencias significativas
(p<0,05) determinadas empleado test de ANOVA
seguido de test de Tukey.
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