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UM
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Ac

ADN
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CaPU

CajaW

Ci

col.

cQ

DO

ABREVIATURAS

microgramos

microlitros

micromolar

grados centigrados

acido abscisico

absorbancia

acetato

acido desoxirribonucleico

acido desoxirribonucleico copia

persulfato de amonio

acido ribonucleico

acido ribonucleico mensajero

Arabidopsis thaliana

brasinoesteroides

promotor del gen 35S del virus del mosaico de la coliflor

proteina de union a calmodulina

motivo de unidn de las proteinas WRKY, TTGAT/C

curie
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Resumen/Abstract

RESUMEN

Dado el aumento continuo de la poblacion mundial es necesario incrementar la
produccién de los cultivos que aseguren la alimentacion de esta poblacién. La
Agrobiotecnologia y la Biologia Molecular pueden aportar al desarrollo de cultivares
con mayor rendimiento de semillas o de tejido vegetativo tanto en condiciones
normales de crecimiento como frente a condiciones estresantes. Para lograr este
objetivo es fundamental conocer el funcionamiento integral de las plantas y sus

mecanismos de respuesta a estimulos de distintos tipos.

En estas respuestas intervienen factores de transcripcién (FTs), proteinas que regulan
la expresion de genes blanco y desencadenan cascadas de sefializacién cuyas
consecuencias llevan o no a la adaptacién de las plantas al medio en el que se

encuentran.

En este trabajo de Tesis, se eligieron como objeto de estudio tres FTs, dos de girasol y
uno de arroz. A través la caracterizacién funcional de estos FTs se obtuvo informacion
relevante para la mejor comprensién de los mecanismos de respuesta de estas
especies vegetales frente al estrés por exceso y falta de agua y sobre algunos aspectos
del desarrollo. El resultado de estos estudios permitié postular a estas tres proteinas

como potenciales herramientas biotecnoldgicas para el fitomejoramiento.

HaWRKY76 es un FT de girasol, divergente del grupo lld, que presenta cambios no
conservativos en su dominio WRKY de union a ADN. Debido a esto se estudio la
secuencia de union de este FT in vitro y se observd que esta proteina regularia
secuencias en cis diferentes a las descriptas hasta el momento para los FT de tipo
WRKY. En girasol, HaWRKY76 presenté mayores niveles en raices e hipocotilos y su
expresion fue regulada por estrés por escasez y exceso de agua y en desarrollo del
capitulo y del embridn. Se obtuvieron plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana,
gue expresan HaWRKY76 de forma constitutiva. Estas plantas desarrollaron sus raices
diferencialmente, y generaron mayor biomasa de roseta y mayor produccion que las

plantas salvajes en condiciones normales. Cuando fueron expuestas a estrés hidrico,
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las plantas transgénicas fueron mas tolerantes a este estrés que las salvajes, sin
detrimento en la produccién de semillas. La respuesta diferencial en estas plantas se
debid a un menor consumo de agua, menor pérdida de agua por mayor velocidad de
cierre estomadtico y menor daifio celular, en la que probablemente intervino una
regulacién diferencial de la expresion de genes de las cascadas de sefializacién
dependiente e independiente de ABA. Frente a exceso de agua, las plantas HaWRKY76
fueron mas tolerantes que las salvajes y produjeron levemente mas semillas después
de sufrir anegamiento o inundacion total. Esto fue producto del uso conservativo de
sus recursos energéticos, mediado por la regulacion de la expresién diferencial de
genes del metabolismo primario, de las caracteristicas fenotipicas iniciales de las
plantas transgénicas (en biomasa y reservas metabdlicas) mas propensas a tolerar el
estrés, de los cambios fisioldgicos producidos (mas aerénquima, menor dafio del tejido
fotosintético causado por estrés oxidativo) y de su mejor recuperacién respecto de las

salvajes.

HaWRKY10 es un FT de girasol de tipo WRKY perteneciente al grupo lld, cuya expresién
estd regulada especificamente en semillas en germinacién y en embriones en
desarrollo. También se regula por ABA y GA pero exclusivamente en cotiledones,
6rganos en los que se acumulan las reservas del embridn. Del andlisis de los perfiles de
movilizacion de reservas durante la germinacién, se concluyd que hay una relacion
inversamente proporcional entre los niveles de transcripto de HaWRKY10 y el
consumo de lipidos. Ademas, el comportamiento de sus transcriptos en aquenios en
desarrollo se asemejd al patron de los genes de Arabidopsis vinculados con la reserva
de lipidos en semillas durante el desarrollo de las mismas. Para ahondar en el estudio
de este FT se obtuvieron plantas de Arabidopsis que expresan HaWRKY10 en forma
constitutiva. Las semillas de estas plantas contuvieron mayor cantidad de lipidos y
fueron mas susceptibles al ABA durante la germinacion. En el mismo sentido, la
expresion de genes de biosintesis de GA y senalizacién de ABA mostré una regulacion
diferencial en las plantas transgénicas. Ademas, en el establecimiento de lineas, las
plantulas consumieron mayor cantidad de lipidos y menos carbohidratos que las

salvajes. En ese mismo orden, los niveles del transcripto de SPD1, una lipasa clave
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durante la germinacion, y la actividad de PEPCK, una enzima clave en la

gluconeogénesis, aumentaron en las plantas transgénicas.

OsWRKY47 es un FT de arroz que aparece regulado diferencialmente en las plantas
Psari::IPT. Las plantas Psar::IPT presentaron un aumento en el contenido de
citoquininas en estrés hidrico y fueron mas tolerantes a estrés hidrico y produjeron
mayor cantidad y calidad de semillas que las salvajes en el mismo tratamiento. Se
obtuvo la proteina OsWRKY47 recombinante en bacterias y a través de ensayos de
SELEX se determind que esta proteina es capaz de unir in vitro la secuencia GTTGACC/T
(caja W47) de forma especifica y con elevada afinidad. Tanto en ensayos de union in
vitro como en transformaciones transitorias en hojas de tabaco, OsWRKY47 unid las
cajas W47 presentes en los promotores de los genes que codifican una proteina de
unién a calmodulina (CaPU) y una proteina con repeticiones de cisteina (PRRC). Los
niveles de transcriptos de de OsWRKY47, CaPU y PRRC se incrementaron en las plantas
de arroz transformadas con la construccidn Psag::IPT cuando fueron sometidas a
estrés en comparacidn con plantas salvajes bajo el mismo tratamiento. Para investigar
si la regulacién diferencial de OsWRKY47 y sus genes blanco en las plantas Psapy::IPT
juega un papel en las caracteristicas de esas plantas frente al estrés hidrico, se realizo
un trabajo de colaboracién con el grupo de E. Blumwald y se obtuvieron y
caracterizaron plantas de arroz mutantes y sobreexpresantes de OsWRKY47. Las
plantas de arroz sobreexpresantes fueron mas tolerantes al estrés y produjeron mas
semillas que las salvajes, mientras que las mutantes Oswrky47 presentaron los
fenotipos opuestos. De esta forma se determind que OsWRKY47 tiene un papel
positivo en las respuestas de tolerancia a estrés hidrico. Ademas la expresion de CaPU
y PRRC se indujo en las sobreexpresantes y se redujo en las mutantes de OsWRKY47
con respecto a las plantas salvajes, indicando su condicién de blancos de OsWRKY47 y
su participacion en el fenotipo generado por la sobreexpresion de este FT. Tanto las
plantas sobreexpresantes como las mutantes produjeron menor cantidad de semillas
gue las salvajes en condiciones normales de crecimiento, indicando la necesidad de

una regulacion fina de los niveles de los transcriptos de OsWRKY47.
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ABSTRACT

Given the increasing world population it is necessary to produce more food for human
consumption. Agrobiotechnology and molecular biology provide useful tools for the
development of cultivars with higher yield and increased tolerance to stressful
conditions without consuming more resources than their predecessors under standard
or stressful conditions. To achieve this goal it is essential to gain insights about the

mechanisms taking place in plants to deal with different environmental conditions.

Transcription factors (TFs) are proteins that regulate the expression of their target
genes and trigger signaling cascades leading or not to the plant adaptation to the

environment.

In this Thesis work we studied three TFs belonging to the WRKY family. Through this
study relevant information was obtained for a better understanding of plant response
mechanisms, in particular responses to abiotic stress caused by excess and lack of
water. Moreover, the involvement of these TFs in some developmental stages was also
investigated. To a greater or lesser extent, these three proteins are potential

biotechnological tools for crop improvement.

HaWRKY76 is a sunflower TF, divergent from the group lld, which has non conservative
changes in the DNA binding domain. Due to the divergence in the DNA binding
sequence, HaWRKY76 binding capacity was evaluated in vitro and we identified that
this protein recognizes non-canonical cis sequences. In sunflower, HOWRKY76 showed
higher expression levels in roots and hypocotyls than in other organs and regulation by
water stress (excess and scarcity) and development. Transgenic Arabidopsis thaliana
plants that express HQWRKY76 controlled by a constitutive promoter developed their
roots and rosette differentially, generating higher biomass and yield than wild type
plants under normal conditions. When exposed to water stress, transgenic plants were
more tolerant than wild type plants, without compromising seed production. The
differential response in these plants was stated through less water consumption and
less leaves water loss probably due to faster stomatal closure and less cell damage. A

differential regulation of gene expression of the ABA-dependent and ABA-independent
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signaling cascades was also observed. Under water excess, HQWRKY76 plants were
more tolerant than controls and produced slightly more seeds when water hardly
saturated the soil or completely covered the plants. The phenotypical characteristics
leading to the beneficial traits exhibited by the transgenic plants include metabolic and
physiological differences with controls. Among the metabolic is significant the
contribution of a conservative use of energy resources, mediated by the differential
expression of primary metabolism genes. Considering the physiological traits, the
initial phenotypical characteristics (biomass and metabolic reserves), more
aerenchyma development, lower photosynthetic tissue damage caused by oxidative

stress and their improved recovery compared with wild type plants.

HaWRKY10 is a sunflower WRKY TF belonging to Ild group whose expression is
regulated specifically in germinating seeds and in developing embryos. ABA and GA
treatments also regulate this TF expression but exclusively in cotyledons of imbibed
seeds. Through the analysis of lipids and carbohydrates mobilization profiles during
germination, it was detected an inverse relationship between levels of HaWRKY10
transcripts and consumption of lipids. Moreover, the HaWRKY10 expression pattern in
developing achenes resembled the Arabidopsis genes linked to seed lipid reserves
accumulation during development, which suffer an increment before the lipid storage
is produced. Arabidopsis transgenic seeds that express HQWRKY10 under a constitutive
promoter contained more lipids and were more susceptible to ABA in germination
than wild type seeds. Similarly, expression of GA biosynthetic and ABA signaling genes
was differentially regulated in the transgenic plants compared to wild type plants.
Furthermore, HAQWRKY10 seedlings during the first week of development consumed
more lipids and fewer carbohydrates than wild type ones. In concordance with this
differential reserve mobilization, the transcript levels of SPD1, a key lipase in
germination, and the PEPCK activity, a key enzyme in gluconeogenesis, were increased
in transgenic plants compared to wild type, which suggested a role for HQWRKY10 in

stored reserves mobilization.

OsWRKY47 is a rice WRKY TF that binds in vitro specifically and with high affinity the
sequence GTTGACC/T, named the W47box). OsWRKY47 binds the W47 boxes present

in the promoters of genes encoding a calmodulin binding protein (CaPU) and a protein
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with cysteine repeats (PRRC), triggering their expression activation. OsWRKY47, Capu
and PRRC expressions increased in plants transformed with the Psagi::/PT construct and
subjected to water stress compared with wild type plants under the same treatment.
Psari::IPT plants have increased cytokinin levels under drought, are more tolerant to
water stress and produce more and better seeds than wild type plants under the same
treatment. To determine whether the induction of OsWRKY47 (and its target genes) in
Psari::IPT plants has implication in some of its features under stress, we carried out a
collaborative project with E. Blumwald’s group. Rice mutant and overexpressing
OsWRKY47 plants were obtained and their phenotype assessed. Overexpressing plants
were more tolerant to drought stress and produced more seeds than wild type plants,
while OsWRKY47 mutants showed the opposite characteristics. These results
suggested that OsWRKY47 has a role in rice plants responses to drought stress. In
addition CaPU and PRRC were induced in OsWRKY47 overexpressing plants and
repressed in OsWRKY47 mutants, suggesting that they are direct targets of this TF.
Both genotypes (overexpressor and mutant) produced fewer seeds than wild type
plants in normal growth conditions, indicating a role of OsWRKY47 in this process and

the need of a fine regulation of the levels of their transcripts.

20



Introduccién General

L
ORI

VER VS (O
IR OW-
-[VHGMRVN-

01



Introduccién General

INTRODUCCION GENERAL

Las plantas, segun define la Real Academia Espafiola, son seres vivos autdtrofos y
fotosintéticos, cuyas células poseen una pared compuesta principalmente de celulosa y
carecen de capacidad locomotora. Estos organismos increibles junto con las bacterias
fotosintéticas son los unicos seres vivos capaces de transformar energia luminica en
energia quimica y ademds, generar oxigeno en este proceso. La vida del ser humano no

seria posible sin ellas.

|- La plasticidad de las plantas

La vida en la tierra depende de la energia proveniente del sol. La fotosintesis es el
Unico proceso de importancia bioldgica que es capaz de usar esta energia y
transformarla en energia quimica. El término “FOTOSINTESIS” significa literalmente
“sintetizar usando luz”. Las plantas, como organismos fotosintéticos, usan energia
solar para producir compuestos carbonados; estos fotosintatos son utilizados
finalmente para distintos procesos celulares en las plantas y sirven como fuente de
energia para todas las formas de vida.

Las plantas son organismos sésiles y no pueden reubicarse en ambientes que les
resulten mas favorables. Entonces, para sobrevivir poseen una sorprendente coleccién
de caracteristicas relevantes que van desde distintos aspectos de su morfologia y
fisiologia hasta su anatomia, el tiempo de desarrollo y floracion y los patrones de
crecimiento de su descendencia (Sultan, 2000).

La expresidn fenotipica es el resultado de interacciones complejas entre los genes del
organismo y el medioambiente. De esta manera, un genotipo puede presentar
diferentes fenotipos en distintas condiciones medioambientales. Esta propiedad
fundamental de los organismos es conocida como plasticidad fenotipica. La habilidad
de un organismo para mostrar diferentes fenotipos en ambientes heterogéneos le
confiere beneficios adaptativos sobre el resto de los individuos. Hace poco tiempo que
la plasticidad ha sido reconocida como una forma importante de diversidad fenotipica.

Ligado a esto, se acepta que la plasticidad tiene implicancias respecto a cémo se
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desarrollan, funcionan y evolucionan en sus ambientes los organismos (Pham vy
McConnaughay, 2013; Sultan, 2000; Trewavas y Malho, 1997)

Comprender las respuestas plasticas de las plantas es crucial para predecir y manejar
los efectos del cambio climatico en las especies nativas y en plantas de interés

econdmico, que son la fuente de alimentacién basica de la poblacion mundial.

Il = La sequridad alimentaria y la productividad en el futuro

Los prondsticos indican que en el afio 2050 la poblacién mundial se incrementara
alrededor de un 34 %. Para alimentar a esta poblacién la produccién de alimentos
(excluyendo los empleados en la produccién de biocombustibles) debera aumentar al
menos un 70 %. A su vez, este incremento procederia principalmente del aumento del
rendimiento y la intensidad de los cultivos, dado que actualmente se estan
aprovechando la mayoria de las tierras cultivables (FAO, 2009). Incluso la mayor
produccién de alimentos podria provenir de tierras anteriormente no destinadas a la
agricultura como parte del bosque nativo, de los humedales y del drea ganadera
(Anguiano y de D’Angelo, 2007). Si se hace una proyeccién hacia el 2050 tomando
como base el incremento del rendimiento de los ultimos afios de algunos de los
cultivos mas importantes, se espera que la productividad aumente entre un 35 y un 68
%. Estos valores se encuentran muy por debajo de los requeridos para satisfacer la
demanda (Ray y col., 2013). Frente a esta realidad se plantea la necesidad de
desarrollar nuevas tecnologias que permitan incrementar la productividad, acortando
la brecha entre el rendimiento potencial y el rendimiento real de los cultivos y, a su

vez, incrementando el rendimiento mdximo de los mismos (Godfray y col., 2010).

Para lograr estas metas, es necesario conocer como funcionan integralmente las
plantas, describir su fisiologia y morfologia, los pardmetros que determinan su
rendimiento y las vias moleculares implicadas en definir fenotipos deseables. Adema3s,
dado que se producen grandes pérdidas en la produccién a causa de diferentes
agentes externos de origen bidtico como plagas, pestes, herbivoros y de tipo abidtico

como salinizacion, regimenes extremos de agua y temperaturas extremas, es
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importante dilucidar los mecanismos involucrados en la tolerancia, resistencia y

escape.

Il — Los cultivos mejorados y su evolucion en el tiempo

La domesticacién de las plantas puede ser considerada como la primera manipulacién
genética de los organismos vivos, estd asociada con el origen de la agricultura y
representa la mayor contribucién de la biotecnologia al desarrollo del hombre
(Melgarejo y col.,, 2014). Los cruzamientos genéticos, la seleccion de mutantes
generadas de manera artificial y la transgénesis son las técnicas principales en el
fitomejoramiento. El mejoramiento vegetal tradicional utiliza como herramientas para
la modificacion génica el cruzamiento, la mutagénesis al azar y la hibridacion somatica.
Estas técnicas permiten introducir o mutar de forma aleatoria secuencias de ADN
relacionadas con caracteristicas deseables en las especies compatibles (cruzamiento) o
no compatibles (hibridacion somatica). La hibridacién somatica genera problemas de
esterilidad y en muchos casos las plantas no se regeneran. Debido a las barreras en el
cruzamiento y las dificultades en la especificidad de las secuencias que tienen que
transmitirse, el mejoramiento clasico requiere el cultivo y seleccién de muchas
generaciones, lo que demanda mucho tiempo. Con el advenimiento de la Ingenieria
Genética se introdujo el mejoramiento por medio de transgénesis, que permite
seleccionar de manera relativamente sencilla y rapida las plantas que adquirieron la
caracteristica deseable. La transgénesis usa técnicas de clonado molecular para
identificar o sintetizar genes de interés (Hou y col., 2014). Por medio de la Ingenieria
Genética se insertan uno o varios genes que codifican proteinas que les confiere a las
plantas caracteristicas determinadas. Un organismo generado de esta manera es un
organismo genéticamente modificado (OGM). Esta tecnologia permite que fenotipos
dificiles o imposibles de lograr anteriormente puedan ser alcanzados en la actualidad

(Qaim, 2009).
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AREA GLOBAL DE CULTIVOS MODIFICADOS GENETICAMENTE
Millones de hectareas (1996-2011)
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Figura 1: Grafico del area global de los cultivos GM en el mundo. En linea azul se
observa el comportamiento en paises industrializados, en rojo el de paises en
desarrollo y en linea verde las hectareas totales sembradas. En el mapa en color
verde se encuentran identificados los paises que adoptaron los cultivos GM
(Adaptado de James, 2011).

Las técnicas basicas de Ingenieria Genética de plantas se desarrollaron a principio de
1980 vy el primer cultivo genéticamente modificado (GM) se comercializé a mediados
de los noventa (Brookes y Barfoot, 2014; Castle y col.,, 2006). Desde entonces, la
adopcidén por parte de los agricultores se incrementé rapidamente. En la Figura 1 se
puede observar la evolucién de las hectareas de cultivos GM sembrados en el mundo

desde 1996 hasta 2011.

La primera generacion de cultivos genéticamente modificados comenzd a
comercializarse en el afio 1996 y continda actualmente (Figura 2). Estos primeros
productos estdn basados principalmente en caracteristicas agronémicas simples, como
tolerancia a herbicidas y resistencia a insectos. Estas plantas modificadas se
convirtieron en herramientas Utiles para mejorar la productividad/hectérea y preservar
los suelos (Arce y col., 2008; Castle y col., 2006). La segunda generacién de cultivos GM
involucra una diversidad de cualidades reguladas por grupos de genes, entre las que se

cuentan los que generan fenotipos de calidad incrementada, como por ejemplo,
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granos con mayores aportes nutricionales. La tercera generacién incluye plantas
disefiadas para producir sustancias especificas para propdsitos farmacéuticos o
industriales (Qaim, 2009), que podrian provenir de la construccion y comprension de
redes de genes reguladores (Century y col., 2008; Grotewold, 2008). En la actualidad
del total de cultivos GM sembrado por afio, la mayor proporcion corresponde a

cultivos de primera generacién (Marshall, 2010).

IV — Los transgénicos en Argentina

Muchas publicaciones identifican a Argentina como el tercer productor mundial de
cultivos transgénicos (James, 2010; Marshall, 2010; Trigo, 2011). Segun el ultimo
informe del Servicio Internacional para la Adquisicion de Aplicaciones
Agrobiotecnoldgicas, (ISAAA, segun sus siglas en inglés), Argentina aportd en 2013 el

14 % de los cultivos GM producidos en el mundo (Figura 2).

El proceso de cambios en los cultivos empleados y en la manejo de los mismos,
denominado por muchos “la revolucion verde” tuvo a Argentina como un protagonista
principal. Hay varios motivos por los cuales los hechos se dieron de esta manera. La
Comisién Nacional Asesora de Bioseguridad Agropecuaria, CONABIA, se creé en 1991,
el primer cultivo GM ingresdé a nuestro pais a mediados de los afios noventa y la
legislacion que enmarcd el proceso comenzé a gestarse a principios de esta década

(Trigo, 2011; Trigo y Cap, 2004).
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Area global cultivada con OGM, por pais
(sobre 175 millones de hectareas)
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Fuente: ISAAA, 2013

Otros: Filipinas, Australia, Burkina Faso, Myanmar, Espafa México, Colombia, Sudan, Chile, Honduras,
Portugal, Cuba, Republica Checa, Costa Rica, Rumania, Eslovaquia. Total: 27

Figura 2: Area global cultivada con cultivos GM por pais en el afio 2013. Los
resultados corresponden a 175 millones de hectareas sembradas. Se muestran los
porcentajes correspondientes a cada pais. (Fuente: International Service for the
Acquisition of Agribiotech Applications (ISAAA)).

En la adopcién de los cultivos GM fue muy importante el hecho de que los transgenes
se encontraran en variedades que adaptaron su desarrollo perfectamente a las
condiciones agricolas generadas en la regién y la existencia, al momento de la
aparicién de estas innovaciones, de una infraestructura de servicios tecnoldgicos
consolidada capaz de llevar con rapidez y eficacia las nuevas variedades a los

productores (Trigo y Cap, 2006; Trigo y col., 2002; Trigo y Cap, 2004).

Hasta el afo 2014 en Argentina se han aprobado 22 eventos transgénicos para su
siembra, consumo y comercializacién. De la totalidad, la mayor proporcién de cultivos
corresponde a plantas de maiz y minoritariamente de algoddn y soja. Todos los
cultivos pertenecen a OGM de primera generacion y la caracteristica introducida es
tolerancia a herbicidas, resistencia a insectos o combinaciones de estas ultimas

(Fuente: Argenbio http://www.argenbio.org/index.php?action=novedades&note=712).
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Uno de los motivos por el que los eventos que corresponden a OGM de segunda o
tercera generacién todavia no se encuentran en el mercado de forma masiva, es el
tiempo vy la inversién que requiere llegar desde el descubrimiento hasta los ensayos
finales y la certificacién. Como el desarrollo de OGM de segunda o tercera generacion
es posterior respecto a los de primera generacién, éstos ultimos han logrado superar
las fases regulatorias necesarias para su comercializacidon antes que los de segunda y

tercera generacion (Figura 3).

Descubrimiento Fase | Fase Il Fase Il Fase IV
Identificacion de Prueba en Desarrollo Desarrollo Pre-
Gen/fenotipo cultivo temprano avanzado lanzamiento
Duracién 54 meses 27 meses 30 meses 37 meses 49 meses
(;osto UsD 31 UsD 28,3 USD 13,6 USD 45,9 usD 17,2
(millones)
-Busqueda de alto  -Optimizacion -Desarrollo de -Integracion de -Presentacion
rendimiento génica fenotipo fenotipo regulatoria
ot -Prueba en -Transformacién del -Datos pre- -Ensayos a campo - Produccion
Actividades . ) o : .
planta modelo cultivo regulatorios -Generacion de masiva de semillas
clave - Introgresion en -Transformacion en datos para la - Preventa
variedades de elite gran escala regulacion - Desarrollo del
-Desarrollo del producto
producto

Pocos genes pasan a la etapa Combinacién de eventos
de optimizacién multiples

Se prueban cientos de genes I

rimiento -Pruebas a cal
colaboracion -Desarrollo del pr
- Datos regul

- Presentacion regula

- Produccion de semillas™

Figura 3: Resumen del proceso de desarrollo de un cultivo transgénico. Se
muestran las actividades y su duracién y costos. Las duraciones y costos son
promedios industriales (McDougall, 2011). Como algunas actividades se solapan, el
total de cada fase no refleja la duracion real de todo el proceso de desarrollo e
investigacion. USD ddlares (adaptado de Prado y col., 2014).

El descubrimiento o proceso de investigacion que da principio a todo desarrollo,
incluye la identificacion de una secuencia genética que pueda ser utilizada para
conferir una actividad bioldgica nueva o alterada o para suprimir la expresién de genes

nativos de una via metabdlica (McDougall, 2011). La identificacion del gen o de los
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genes que se desea/n manipular es el resultado de los avances que se hacen en la
descripcién y discernimiento de las vias de sefializacién molecular, de los procesos
metabdlicos y de las rutas de respuesta a estrés, y cuyo objetivo mayor es la
comprensién del funcionamiento integral de las plantas. Sumado a esto, la
introduccién de genes del mismo organismo u organismos cercanos evolutivamente o
gue no demanden el uso de agroquimicos constituye una ventaja adicional. En
consecuencia, el desarrollo de esta segunda generacion de OGMs tiene perspectivas
prometedoras por la multiplicidad de fenotipos que pueden ser alterados y las
menores exigencias en cuanto al uso de agroquimicos que requeriria su introduccion a
campo, respecto de los de primera generacion debido a que en principio los

desarrollos podrian demandar menos fertilizantes o insecticidas, por ejemplo.

V — El desarrollo de las plantas

El desarrollo de los organismos incluye el crecimiento y aumento ordenado de la masa
celular, y la diferenciacion celular que da origen a los diferentes tejidos y 6rganos. A su
vez, la diferenciacidn celular esta orquestada por los patrones temporales y espaciales

de expresién génica (Lodish y col., 2008).

Las plantas poseen células meristematicas que son capaces de diferenciarse en
cualquier tipo celular y les permiten adaptarse al medio, desarrollandose en funcién de
las condiciones en las que se encuentran. Las plantas captan la situacién de su entorno
y a nivel molecular se producen una serie de procesos que desencadenan cascadas de
sefializacion. Estas cascadas culminan en la expresion de proteinas especificas en
lugares indicados que otorgan al organismo caracteristicas fenotipicas como
consecuencia del medio ambiente en el que crece en ese momento (Taiz y Zeiger,
2006). Por esto mismo, es muy importante que esta serie de pasos esté muy regulada,
dado que de esto depende que las plantas se adapten a su entorno y sobrevivan. El
control a nivel transcripcional es uno de los mecanismos principales por los que los

organismos regulan su expresién génica (Eulgem, 2005). En este proceso tienen un rol

29



Introduccién General

fundamental las proteinas denominadas Factores de Transcripcion (FTs, Taiz y Zeiger,

2006).

VI — Factores de transcripcion de plantas

Los FTs son proteinas reguladoras que actlan en trans uniéndose de forma especifica a
elementos en cis, que son secuencias cortas de ADN en las regiones regulatorias de

genes cuya expresion es, de esta forma, inhibida o activada (Taiz y Zeiger, 2006).

En general los FTs tienen estructuras modulares y exhiben al menos dos tipos de
dominios: un dominio de union a ADN y un dominio de interaccién proteina-proteina
gue hace de intermediario, directa o indirectamente, de la activacién o represién de la
transcripcién (Brivanlou y Darnell, 2002). Los FTs de plantas se clasifican en familias y
grupos principalmente por la conservacién de sus dominios de unién a ADN (Figura 4),
y también por la presencia de otros dominios conservados, las caracteristicas
estructurales de los genes, su funcién, los procesos bioldgicos en los que estdn
involucrados, y las vias de transduccién de sefales a las cuales estan asociados
(Ribichich y col., 2013; Riechmann, 2002). De esta forma se clasifican en familias como
NAC, ERF/AP2, Dedos de Zinc, DOF, b-Zip, WRKY, MYB y HD-Zip (Ariel y col., 2007; Chan
y col., 1998; Du y col., 2009; Riechmann y col., 2000).
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Figura 4: Estructura de los dominios de union a ADN de algunas familias de FTs de
plantas. En C y E las esferas rojas muestran iones de Zn. En C y D las flechas negras
indican la localizacion de las secuencias WRKYGQK y WKATGXDI[K/R],
respectivamente. Se muestra informacién sobre (1) el nimero de proteinas predichas
en Arabidopsis, (2) secuencias de reconocimiento representativas, (3) funciones
conocidas. Las proteinas se muestran en colores del arcoiris desde el azul (N-terminal)
hasta el rojo (C-terminal, adaptado de Yamasaki y col., 2013).

Luego de la publicacion del genoma completo de Arabidopsis thaliana, se identificaron
alrededor mas de 2000 FTs putativos que pertenecen a 30 familias aproximadamente
(Guo y col., 2005; Mitsuda y Ohme-Takagi, 2009; Riechmann y col., 2000). La mitad de
estas familias son consideradas especificas de plantas, dado que no hay miembros
descriptos en otros linajes eucariotas. Estos FTs especificos de plantas incluyen a
AP2/ERF, NAC, SBP, TCP y HD-Zip que poseen dominios de unién a ADN exclusivos de
estas familias y las familias ABI3/VP1 y ARF que comparten la estructura de estos
dominios y se clasifican en la superfamilia B3, entre otras (Yamasaki y col., 2013). La
familia WRKY, si bien no es exclusiva, estd muy expandida en plantas, algunos autores
contindan considerandola como tal y la gran mayoria de la investigacion existente, est3

relacionada a WRKYs de estos organismos (Chen y col., 2012; Zhang y Wang, 2005). En
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la Figura 4 se muestran las estructuras de algunos de los dominios de unién a ADN de

los FTs especificos de plantas y algunas caracteristicas de los mismos.

VIl — Los Factores de transcripcion de tipo WRKY

El origen de estos FTs data de los primeros organismos eucariotas y hay miembros de
la familia en protozoarios y algas, ademas de las plantas terrestres que incluyen
musgos y helechos (Gléckner y col., 2002; Pan y col., 2009; Ulker y Somssich, 2004), A
través de analisis bioinformaticos, se fueron identificando FTs WRKY putativos en
diferentes especies de plantas, lo que sirvié para entender la dimensidon de la
expansion de la familia en el grupo. En Arabidopsis esta familia cuenta con 72
miembros (Seki y col., 2002); en arroz, la familia de FTs WRKY estd compuesta por 102
genes en la variedad indigo y 98 genes en la variedad japonica (Ross y col., 2007); en
pepino (Cucumis sativus), una busqueda por el genoma completo arrojé como
resultado la presencia de 55 FTs de tipo WRKY (Ling y col., 2011); en Populus se
identificaron 100 PtWRKY (liang y col., 2014) y en girasol se identificaron 97 FTs de tipo

WRKY (Giacomelliy col., 2010). La mayoria de estos FTs tienen funcién desconocida.

Los miembros de esta familia se caracterizan principalmente por la presencia de un
motivo de 60 aminodcidos muy conservado que contiene en forma central los cuatro
aminodcidos WRKY y un motivo de dedos de Zinc. Estas proteinas pertenecen a la
superfamilia WRKY-GCM1, que evoluciond de transposasas de tipo Mule (del inglés
Mutator, o Mutator like, Babu y col., 2006). La gran mayoria de los factores de
transcripcién de tipo WRKY descriptos hasta el momento unen la secuencia de ADN
(C/T)TGAC(T/C), también denominada “caja W” (Eulgem y col., 2000).

Los FTs WRKY se clasifican en tres grupos (1, Il, lll) en base al nimero de dominios
WRKY presentes por molécula y al patrén definido del motivo dedo de Zinc (Figura 5,
izquierda). El grupo | posee dos dominios WRKY, mientras que los grupos Il y Il poseen
sélo uno. El grupo Il se divide a su vez en cinco subgrupos (lla, llb, llc, Iid, lle). Estos
distintos grupos presentan caracteristicas particulares especificas como cierres de
leucina, motivos de unién a calmodulina y otros dominios conservados de funcién

desconocida hasta el momento (Figura 5, arriba). Los grupos | y Il poseen un motivo de
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dedos de Zinc de tipo C;-H, mientras que el grupo lll contiene un motivo dedo de cinc

de tipo C,-HC (Eulgem y col. 2000, Park y col. 2005).
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Figura 5: Clasificacion de los factores de transcripcion WRKY. lzquierda: arbol
filogenético de la familia WRKY en plantas superiores. Se consideraron para la
construccion del arbol los dominios WRKY de todos los genes de esta familia
pertenecientes a soja (puntos rojos), arroz (amarillo), Arabidopsis (azul) y Populus
trichocarpa (verde) (Adaptado de Rushton y col., 2010). Derecha: representacion
esquematica de miembros tipicos del grupo Il. Los dominios WRKY estan indicados por
cajas negras. Se indican cajas con distintos motivos conservados (adaptado de Eulgem
y col., 2000).

VIl — Procesos bioldgicos en los que participan los factores de transcripcion de la

familia WRKY

Los FTs de la familia WRKY han sido ampliamente descriptos como participantes en
respuestas a estrés bidtico (Agarwal y col., 2011; Eulgem y col., 2000; Eulgem vy
Somssich, 2007; Pandey y Somssich, 2009), a estreses abidticos, y procesos asociados a
diferentes etapas del desarrollo, como senescencia, dormancia y germinacién, entre
otros (Agarwal y col., 2011; Dong y col., 2003; Eulgem y col., 2000; Rushton y col.,

2012; Rushton y col., 2010). En ese sentido, uno o varios FTs WRKY cambian su

33



Introduccién General

expresion de forma especifica en la inflorescencia principal (Huang y col., 2014), en
semillas en desarrollo (Lagacé y Matton, 2004; Luo y col., 2005; Sun y col., 2003;

Johnson y col., 2002), y en el estadio vegetativo y reproductivo (Le y col., 2010).

Ademas, muchos genes WRKY se inducen o reprimen rapidamente por hormonas,
como el acido abscisico (ABA), las giberelinas (GAs), las citoquininas (CQs) y el etileno
entre otras, que intervienen en distintas respuestas, incluyendo las provocadas por
diversos factores como frio, salinidad y sequia, causantes de estrés abiético
(Giacomelliy col., 2010; Jiang y col., 2014; Kayum y col., 2014; Ling y col., 2011;
Ramamoorthy y col., 2008; Seki y col., 2002). En la

Tabla 1Tabla 1 se ilustran ejemplos de algunos genes WRKY caracterizados a través
del analisis de sus respectivas mutantes y sobreexpresantes y su posible funcién en

estrés abidtico.

Estos estudios indicaron que la expresion de estos FTs esta regulada por las
condiciones mencionadas lo que sugiere que podrian tener una funcién regulatoria en

las cascadas de sefializacién asociadas (Cheny col., 2012).
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Estrés
Gen abictico Funcidn en estrés abidtico Referencia
que lo
induce
AtWRKY2 NaCl, Regulador negativo de la sefializacion | (WenBo y DiQiu,
manitol de ABA 2009)
AtWRKY6 H,0,, metil | Regulador negativo en estrés por (Cheny col., 2009;
violdgeno, | bajos niveles de Piy regulador positivo | Kasajimay col., 2010)
acumulacié | en bajos niveles de B
n de Pi and
B
AtWRKY18 ABA Sefializacion de ABA, tolerancia a NaCl | (Ren vy col., 2010;
y manitol Shangy col., 2010)
AtWRKY22 H,0,, Participa en la transduccidn de sefiales | (Zhouy col., 2011)
oscuridad desencadenada por senescencia
inducida por oscuridad
AtWRKY26 Estrés Regulador de la respuesta a estrés (Liy col., 2011)
térmico térmico (en conjunto con AtWRKY26 y
AtWRKY33)
OsWRKY08 H,0,, ABA, | Regulador de la respuesta a estrés (Song y col., 2009)
sequia, osmotico por medio de la via
salinidad independiente de ABA
OsWRKY11 Estrés Tendria un papel en la respuesta a (Wuy col., 2009)
térmico e estrés térmico e hidrico
hidrico
OsWRKY72 Calor, ABA, | Regulador negativo en sefializacion de | (Songy col., 2010)
salinidad, ABA Yy reserva de azlcares
reserva de
azUcares
GmWRKY13 Sal, sequia | Regulador putativo de la formacién de | (Zhouy col., 2008)
raices laterales y respuesta a estrés
abidtico
GmWRKY21 Sal, sequia, | Regulador putativo de la respuesta a (zhou y col., 2008)
frio frio
TcWRKY53 Salinidad, Regulador negativo de estrés (Weiy col., 2008)
frio sequia | osmético
HVWRKY46 Azlcar Regulador de la sefializacion de (Hammargreny col.,
(SUSIBA2) azucares 2008; Mangelsen y

col., 2010)

Tabla 1: FTs WRKY y estrés abidtico. Se muestra el nombre del gen, la condicion por la
gue se induce su expresidén y su funcién propuesta en estrés abidtico. En la ultima
columna se detallan las referencias (Adaptado de Chen y col., 2010).
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IX — Factores de transcripcion WRKY

itomejoramiento

Como demuestran los estudios citados anteriormente, el tipo de respuestas en el que

estdn involucrados los FTs WRKY y su regulacidon especifica, permite plantear que estos

FTs podrian ser herramientas biotecnoldgicas para el mejoramiento vegetal. En la

Tabla 2 se muestran ejemplos de FTs WRKY que les confieren caracteristicas deseables

sin causar efectos significativamente indeseables a las plantas que los expresan de

forma diferencial.

dos dominios
WRKY

mays (entre otros)

N | Nu d tent
ombre de Origen del gen Mejoramiento vmero de pa. ente/
Gen Referencia
Quimera de Oryza Sativay Zea | Mayor rendimiento W02006079655

(Frankard, 2007)

salino y térmico

GmWRKY Glycine Max Tolerancia a sal y/o sequia W02012110853
(Aliy col., 2012)
CaWRKYd Capsicum annum Tolerancia a patogenos US20110321201
(Paeky col., 2011)

WRKY Zea Mays Tolerancia a estrés salino, (CN102268443B, 2013)

térmico e hidrico
GmWRKY40 Glycine Max Tolerancia a sequia (CN102911263, 2013)
ZmWRKY58 Zea Mays Tolerancia a sal y sequia (CN103224550A, 2013)
AtWRKY30 Arabidopsis Tolerancia a estrés oxidativo | (Scarpeciy col., 2013)

thaliana y salino
AtWRKY28y | Arabidopsis Tolerancia a acido oxalicoy a | (Cheny col., 2013)
AtWRKY75 thaliana Sclerotinia sclerotiorum
AtWRKY75 Arabidopsis Mejoramiento en el sistema | (Devaiahy col., 2007)
thaliana radiculary en la

disponibilidad de Pi
BhWRKY1 Boea hygrometrica | Tolerancia a estrés hidrico (Wang vy col., 2009b)
HvVWRKY38 Hordeum vulgare Tolerancia a estrés hidrico (Xiong y col., 2010)
MusaWRKY71 | Musa spp. Tolerancia a estrés térmico, (Shekhawat y col., 2011)

hidrico, salino, y oxidativo
OsWRKY11 Oryza Sativa Tolerancia a estrés térmicoe | (Wuy col., 2009)

hidrico
OsWRKY30 Oryza Sativa Tolerancia a sequia (Sheny col., 2012)
OsWRKY89 Oryza Sativa Tolerancia a radiacién UV-b (Wangy col., 2007a)
TaWRKY19 Triticum aestivum | Tolerancia a estrés hidrico, (NIU y col., 2012)

Tabla 2: Aplicaciones biotecnoldgicas de los FT WRKY. Se muestra el nombre del gen,
el organismo del que proviene, el mejoramiento que le confiere a las plantas que lo
expresan de forma diferencial y la referencia bibliografica o patente, segln

corresponda.
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X — Factores de transcripcion WRKY en cultivos de girasol y arroz

El girasol y el arroz son algunos de los principales cultivos de grano en Argentina
(Cruzate y Casas, 2009). Pese a la relevancia del cultivo de girasol y a la diversidad en
numero y funcidn potencial de las proteinas WRKY, hay pocos estudios de FTs WRKY
en esta especie. En arroz también aun se estd muy por debajo de un conocimiento
amplio sobre el tema a pesar del gran esfuerzo y recursos destinados al estudio de esta
planta, principalmente de paises que la tienen como su fuente principal de

alimentacion.

e HUNRWFo.  RTGHARFRRG:  RKPPLPssHRKRC  CHUCKRRK:csKResRRYPTiGSKvx

g

I:I Cl S-Rich Region\P/ -WKKY

Figura 6: Representacion esquematica de las proteinas de tipo WRKY que contienen
un dominio de tipo “WKKY”. Las proteinas alineadas corresponden a grupos de EST
provenientes de Helianthus spp.y Lactuca spp.(adaptado de Giacomelli y col., 2010).

En nuestro laboratorio se realizé una caracterizacion in silico de todos los FTs de tipo
WRKY de Helianthus annuus sp. a partir de informacién disponible en bases de datos
de etiquetas de secuencias expresadas (EST, del inglés, Expressed Sequence Tags). De
esta forma, se encontraron 97 miembros putativos de esta familia. El arbol filogenético
construido con los 97 FTs de la familia WRKY resolvid los siete grupos descriptos
anteriormente (I, Il a-e, Ill) y mostré la aparicién de un nuevo clado dentro del grupo
Ild con caracteristicas especificas de la superfamilia Asteraceae (Giacomelli y col.,
2010, Figura 6). Este nuevo clado conserva caracteristicas del grupo Illd como el
dominio de unién a calmodulina y el dominio HARF, y presenta otros que hacen que
diverja del mismo grupo. Entre éstos los miembros del nuevo clado tienen un dominio

rico en prolina, un extremo amino terminal conservado y probablemente su
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caracteristica mas relevante es el cambio de dos aminoacidos conservados del dominio

WRKY:

WRKYGQK > WKKYGEK

Giacomelli y sus colaboradores seleccionaron un gen representativo de cada subfamilia
para estudiar su regulacién y observaron que estos genes se encuentran regulados por
estrés bidtico, abidtico y también por hormonas asociadas al estrés (Giacomelli y col.,

2010).

En arroz, hay muchos trabajos que contribuyeron a la anotacidon de los FTs de tipo
WRKY (Ross y col., 2007; Ryu y col., 2006; Xie y col., 2005; Zhang y Wang, 2005). El
analisis exhaustivo de su estructura y secuencia permitio identificar alrededor de 100
WRKY putativos en la variedad japonica y 102 en la variedad indica (Ross y col., 2007,
Zhang y Wang, 2005). Uno de estos andlisis dio origen a un arbol filogenético que
resolvié a los FTs WRKY de arroz en 5 grupos, manteniendo los grupos |, lic y 1l
descriptos, y juntando los subgrupos llay Il b, y lid y lle, respectivamente. Ademas, los
autores observaron que si bien el motivo WRKYGQK caracteristico de los FTs de tipo
WRKY esta muy conservado, aparecen nueve variantes del mismo, muchos de ellos
pertenecientes al grupo lll y lic y que los dominios WRKY de los FTs de arroz contienen
patrones de dedos de zinc que no habian sido informados en la literatura hasta ese
momento (Zhang y Wang, 2005). Un andlisis posterior dio origen a un nuevo arbol
filogenético que dividié a los WRKY en cuatro grupos, manteniendo los grupos |, Il y llI
descriptos por Eulgem y colaboradores en el afio 2000 y agregando el grupo IV, que
contiene proteinas de tipo WRKY que contienen un motivo de dedos de zinc
incompleto. El analisis de los dominios WRKY conservados y la localizacién de los genes
WRKY en los cromosomas permitid la identificacién de posibles genes WRKY
duplicados y perdidos entre estas dos subespecies relacionadas de forma cercana

(Ross y col., 2007).

Respecto a los FTsSWRKY en arroz, del mismo modo que sucede con girasol y otras
plantas descriptas anteriormente en este texto, hay numerosos estudios que sugieren

y/o concluyen que estas proteinas serian actores principales en la regulacién del
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desarrollo y de la respuesta de las plantas frente al estrés (Narsai y col., 2013;

Ramamoorthy y col., 2008; Sharmay col., 2013; Zhou y col., 2010).

En el presente trabajo de Tesis se caracterizaron funcionalmente FTs de tipo WRKY
provenientes de girasol (Helianthus annuus, Capitulo 1 y Il) y de arroz (Oryza sartiva,
Capitulo 1l1). El resultado del estudio funcional de estas proteinas permitié proponer su
potencial uso como herramientas biotecnoldgicas, por lo que a continuacién se

expondran brevemente las particularidades de cada especie y de su cultivo en el pais.

X.l — El cultivo del girasol en Argentina

Helianthus annuus L., o girasol domesticado, es la especie mds conocida y de mayor
importancia econémica del género, que pertenece a la Familia Asteraceae (Stevens,
2001). Esta familia representa el 10 % de las Angiospermas (plantas con flores) y sus
miembros se caracterizan por poseer flores dispuestas en forma sésil sobre un
receptaculo ensanchado, que constituye el capitulo. El capitulo es una inflorescencia
especializada indeterminada que puede contener centenares de flores individuales
(Harris, 1995; Raven y Axelrod, 1974).

El girasol es nativo del continente americano y su cultivo se remonta a miles de afios
atrds en Meéxico (Blackman y col., 2011; Lentz y col., 2008). En muchas culturas
amerindias, el girasol fue utilizado como un simbolo que representaba a la deidad del
sol. A comienzos del siglo XVI los espafioles llevaron a Europa figuras de oro de la flory
semillas. Desde alli se extendié su cultivo al resto del mundo (Putt, 1997). Las primeras
referencias sobre girasol en la Republica Argentina se remontan al siglo XIX, cuando los
colonos de origen hebreo establecidos en las provincias de Entre Rios, Santa Fe y
Buenos Aires realizaron introducciones de la semilla para consumo interno. La primera
informacién estadistica oficial del drea sembrada data de la campafia 1928/29 con 400
has. Veinte afios después, tuvo lugar el primer récord de superficie sembrada con
1.800.000 has. El descubrimiento de la androesterilidad genética en 1968 vy la

androesterilidad citopldsmatica en 1970, hicieron posible la produccion y difusidon de
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los primeros hibridos en escala comercial. De esta forma, de las 0,8 toneladas/ha de
fines de la década del setenta, el rendimiento medio se duplicé hasta alcanzar 1,6-1,8
toneladas/ha con potenciales reales de produccion para los mejores hibridos
superiores a 3 toneladas/ha. En la actualidad, Rusia, Ucrania y Argentina producen en
conjunto la mitad de la cosecha mundial de girasol. Esto ubica a nuestro pais como el
tercer productor mas importante de esta semilla (Quiroga y Pérez Fernandez, 2008).
En Argentina, como se puede observar en el Figura 7, a lo largo de los afos se ha
logrado mejorar la produccidn y el rendimiento del girasol. Sin embargo, su cultivo ha

sido desplazado de su zona de siembra originaria por la soja.

1971 - 1975 1976 - 1980 1991 - 1995 1996 - 2000 2001 - 2005 2006 - 2010
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Figura 7: Evolucion del cultivo de girasol en Argentina. Se muestran en el mapa de
nuestro pais: regién sembrada, su produccidn y rendimiento a lo largo del tiempo. En
circulos colorados se destacan las areas sembradas y el desplazamiento del cultivo.
Fuente: La Argentina en mapas CONICET, (http://www.imhicihu-
conicet.gov.ar/ARGENTINAenMAPAS/caste/cu_ol_gira.htm).

Este desplazamiento, ha llevado a que el girasol se sembrase en zonas aridas. Como
consecuencia, surgio la necesidad de que estos cultivos fuesen tolerantes a diferentes
tipos de estrés abidtico a los que no se enfrentaban en las otras zonas de cultivo
(Fernandez y col., 2008). En este sentido, se han realizado diferentes aproximaciones,
para identificar o mejorar cultivares adaptados a los nuevos ambientes. Como aporte
de la Biologia Molecular, algunos genes previamente aislados fueron objeto de

estudios intensivos por la capacidad de conferir tolerancia a estrés hidrico, salino,
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oxidativo o térmico cuando eran expresados como transgenes en otras especies
(Almoguera y col., 2012; Blanco y col., 2011; Cabello y col., 2012; Cabello y col., 2014;
Dezar y col., 2005; Personat y col., 2014). A pesar de no contar con la secuencia
completa del genoma de girasol, los bancos de datos de ESTs disponibles constituyeron
una valiosa fuente de investigacién (Giacomelli y col., 2010; Heesacker y col., 2008;
Pashley y col., 2006). Para identificar masivamente genes y proteinas que estuvieran
relacionados con la productividad y la tolerancia del girasol a los distintos tipos de
estrés, se ha comparado la expresion génica en plantas de diferentes variedades y en
ausencia de estrés con plantas sometidas a distintos tratamientos (Fernandez y col.,
2008; Fernandez y col., 2003; Fernandez y col., 2012; Fulda y col., 2011; Hewezi y col.,
2008; Kiani y col., 2007; Moschen y col., 2014; Roche y col., 2007). En muchos de estos
trabajos, se observo que numerosos FTs (algunos de ellos de tipo WRKY) cambian su
expresion en las distintas condiciones.

En el presente trabajo de Tesis se estudiaron dos FTs WRKY de girasol miembros del

grupo lld, uno de ellos perteneciente al nuevo clado descubierto.

X.Il — El cultivo de arroz en Argentina

Oryza sativa L., comUnmente llamado arroz, es una especie perteneciente a la familia
de las gramineas (Poaceae). Las gramineas son la quinta familia con mayor riqueza de
especies dentro de las angiospermas y las mas importantes a nivel econémico. Debido
a su enorme diversidad morfoldgica, fisioldgica y reproductiva y por las asociaciones
mutualisticas que son capaces de hacer con otros organismos, las gramineas han
conquistado la mayoria de los nichos ecoldgicos del planeta (Bouchenak-Khelladi y col.,
2010). Las plantas de arroz son anuales y presentan tallos de entre 40 cm y 1,5 m de
alto y sus inflorescencias se desarrollan en forma de panicula (Juliano y Aldama, 1937).
Las semillas de las plantas de arroz son comestibles y constituyen la base de la dieta de
casi la mitad de la poblacién mundial (Khush, 2005). Por este motivo, la domesticacion
del arroz es uno de los desarrollos mds importantes en la historia. Los cultivos de arroz
domesticados tienen un origen evolutivo Unico y datan de 8.200-13.500 afos atras.
Luego de muchos afios de controversia respecto al lugar donde sucedid su

domesticacién, un estudio reciente demostré que fue en China, en la regién central del
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rio Perla y que la variedad domesticada fue japonica tomando con fuente la salvaje
rufipogon (Huang y col., 2012). En Argentina, el arroz con cdscara ocupa el nimero 13
en los bienes de consumo del pais, representa un 5,2 % del total de la produccién de

granos y un 0,6 % de los cultivos primarios.

Si bien Argentina es uno de los paises que consume menos arroz per capita en el
mundo y este grano no es de los principales productos por los que ingresan al pais
divisas, su produccién, area cosechada y rendimiento se han incrementado
notablemente en los Ultimos afios (Figura 8). Sumado a esto, nuestro pais exporta
alrededor de un 60 % del arroz que produce, por lo que tiene un papel relevante en el
mercado internacional, especialmente entre los paises del Mercosur. En el afio 2009,
Argentina fue el segundo exportador de arroz con cdscara después de Estados Unidos

(Maclean vy col., 2013).
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Figura 8: Evolucidn del cultivo de arroz en Argentina. Se muestran en el mapa de
nuestro pais la regién sembrada, su produccion y rendimiento a lo largo del tiempo.
Fuente: La Argentina en mapas. CONICET, (http://www.imhicihu-
conicet.gov.ar/ARGENTINAenMAPAS/caste/cu_ol_gira.htm).

A diferencia de lo que ocurre con girasol, el genoma de arroz estd secuenciado
(International Rice Genome Sequencing, 2005) y hay muchas bases de datos con
informacién respecto de la estructura de sus genes (promotores, secuencias
codificantes), los niveles de transcriptos producidos en distintas condiciones y los
patrones de coexpresion de los mismos (Hamada y col.,, 2011; Lee y col., 2009).
También hay disponibles bases de datos de intreracciones proteina-proteina y de

plantas mutantes (Krishnan y col., 2009).
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Dada la importancia de este cultivo a nivel mundial se han realizado vastos estudios
para intentar obtener nuevas variedades con diferentes tipos de caracteristicas
deseables, incluyendo tolerancia a estreses como el causado por diferentes regimenes

de agua a los que particularmente se ve sometido este cultivo.

Las estrategias que se han utilizado van desde el analisis de locus de un caracter
cuantitativo (QTLs, del inglés quantitative trait loci), ensayos de expresion diferencial,
seleccion asistida por marcadores moleculares y recientemente la incorporacion de las
“omicas” y la bioinformatica. Todas estas herramientas permitieron comenzar a
describir con mayor precisién la regulacidon de la expresion génica, en plantas crecidas
en condiciones estandar y sometidas a distintos tipos de estrés. Por medio de las
estrategias mencionadas anteriormente se ha logrado describir con mayor precision la
estrucutra del ADN y su metilacién, pasando por su transcripcion, la traduccién en
proteinas siguiendo por las vias de sefalizacion hasta llegar a la produccién de
metabolitos (Ahmed y col., 2013; Bai y col., 2012; Cui y col., 2014; Cheng y col., 2007;
Hu y col., 2013; Li y Zhang, 2013; Mochida y col., 2009; Mochida y Shinozaki, 2011;
Swamy y Kumar, 2013; Yano y Sasaki, 1997). Varios FTs (entre ellos FTs WRKY) estdn

involucrados en uno o mas de estos procesos.

En este trabajo de Tesis, se trabajo con OsWRKY47, un miembro divergente de la

familia Il que posee el motivo WRKYGQK y el patron de dedos de zinc candnico.
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Hipdtesis y Objetivos

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis:

La hipdtesis general de este trabajo de Tesis es que los factores de transcripcién de la
familia de WRKY de Helianthus annuus y Oriza Sativa estdn involucrados en la
regulacién de procesos biolégicos clave en el desarrollo y en los mecanismos
desencadenados durante las respuestas de estas especies frente a situaciones de
estrés abidtico. A partir de esta hipdtesis general y de observaciones experimentales

preliminares se plantearon tres hipétesis particulares:

1- HaWRKY76 participa en las respuestas de tolerancia a sequia e inundacion
(estrés por falta y por exceso de agua) en Helianthus annuus;

2- HaWRKY10 regula la movilizacién de las sustancias de reserva de las semillas
en Helianthus annuus;

3- OsWRKY47 esta involucrado en las respuestas a estrés hidrico en Oryza sativa.

Objetivos:

En esta Tesis se tomaron como objeto de estudio tres factores de transcripcién de la
familia WRKY. Dos de Helianthus annuus (HaWRKY76, HaWRKY10) y uno de Oriza
sativa (OsWRKY47).

Los objetitvos generales de este trabajo de Tesis pueden clasificarse seguin los aspectos

gue abordan:

- Enfoque basico: realizar una contribucién a la caracterizacién funcional y bioquimica
de estos FTs para comprender mejor las complejas redes de seializacidon en las que

participan.

- Enfoque aplicado: utilizar estos factores de transcripcion como herramientas
biotecnoldgicas para el mejoramiento de cultivos utilizando como sistema de analisis la

planta modelo Arabidopsis thaliana.
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Los objetivos particulares fueron los siguientes:

- Identificar qué factores causantes de estrés abidtico u hormonales regulan la

expresion de HaWRKY76 y HaWRKY10 en semillas y plantas de girasol.

- ldentificar la secuencia de unién a ADN in vitro de HaWRKY76, dada las diferencias
amino acidicas presentes en su dominio de unién respecto de las de los factores WRKY

canonicos.

- Evaluar la expresién de HaWRKY76 y HaWRKY10 en diferentes érganos/tejidos y
fases del ciclo de vida de girasol asi como los fenotipos que acompariien su expresién
diferencial (particularmente, respuesta al estrés por sequia e inundacion para

HaWRKY76y balance de las sustancias de reserva para HaWRKY10).

- Obtener plantas transgénicas de Arabidopsis que expresen de forma ectdpica y
constitutiva HaWRKY76 y HaWRKY10, y analizar sus fenotipos en condiciones estandar

de cultivo basandonos en los estudios de su regulacién en girasol.

- Caracterizar la respuesta fisioldgica, morfoldgica y bioquimica de las plantas
HaWRKY76 de Arabidopsis frente al estrés abiético y de las plantas HaWRKY10 durante
la germinacion y la formacién y maduracion de los frutos en comparacién con las

plantas salvajes.

- ldentificar sitios de unién putativos al ADN de OsWRKY47 (cajas W y el entorno)

mediante ensayos de SELEX seguidos de EMSA.

- Con base en las secuencias definidas en el punto anterior, identificar los posibles

genes blanco de OsWRKY47 mediante un andlisis in silico.

- Determinar si OsWRKY47 une de forma especifica las cajas W de los promotores
blanco putativos, previamente identificados in vitro (por SELEX/EMSA) e in vivo (por

ensayos transitorios de interaccién in planta).

- Dilucidar cudl es la participacidén de OsWRKY47 en la tolerancia a sequia que

presentan las plantas Psark::IPT.
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Materiales y Métoclos

MATERIALES Y METODOS

|- Plasmidos

1. — Vectores de clonado

El pldsmido pGEM-T Easy (Promega) se utilizd para el clonado de productos
provenientes de reacciones de amplificacién en cadena (PCR) hechos con la enzima
Tag ADN polimerasa (Invitrogen), que agrega un nucledtido de adenina en los
extremos 3’ del producto. El vector se provee digerido, con el agregado de un
nucledtido de timina en los extremos 5, para permitir la ligacién con los fragmentos de
PCR obtenidos. Para clonar en el mismo vector fragmentos amplificados con la enzima
Pfu ADN polimerasa (Fermentas), que genera extremos romos, se incluyé en la mezcla
inicial 0,3 U de Tag ADN polimerasa. Este plasmido presenta un gen de resistencia a
ampicilina como marcador de seleccidon y la secuencia codificante de la subunidad a de

la enzima B-galactosidasa como marcador de insercién.

I.Il = Vectores de expresion

L.Il.I — Vectores de expresion en bacterias

Las proteinas se expresaron como productos de fusidon a la glutation-S-transferasa
(GST) en el N-terminal, en los vectores de la linea pGEX. Este plasmido presenta un gen

de resistencia a ampicilina como marcador de selecciéon (Smith y Johnson, 1988).
I.IL.Il — Vectores de expresion en plantas (Vectores binarios)

El plasmido pBI121 (Jefferson y col., 1987) es un derivado del vector binario pBIN19.
Este plasmido contiene el gen GUS, que codifica la enzima B-glucuronidasa de
Escherichia coli, junto con la sefial de poliadenilacidon de la nopalina sintetasa (NOS),
clonados corriente abajo de un fragmento de 800 pb que contiene al promotor 35S del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S). Dentro de la regidon de movilizacién de ADN,
necesaria para la transformacion de plantas, contiene ademas el gen NPT/, codificante

de la neomicina fosfotransferasa tipo Il que confiere resistencia a kanamicina en
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plantas. Otras secuencias relevantes dentro del vector incluyen el gen de resistencia a
kanamicina en bacterias y un origen de replicacidon bacteriano RK2. El pldsmido pBI122
es equivalente a pBI121 con modificaciones en el sitio de multiple clonado que permite
el corte con un mayor niumero de enzimas de restriccién (Capella y col., 2014). El
plasmido pBI121 se utilizé para la expresién ectépica y constitutiva del ADNc del gen
HaWRKY76 de Helianthus annuus (girasol) y el plasmido pBI122 para la expresidon
ectdpica y constitutiva de HaWRKY10 de girasol y OsWRKY47 de arroz en plantas de
Arabidopsis thaliana transformadas en forma estable y en discos de hojas de girasol y

tabaco transformados en forma transitoria.

Para el analisis de promotores se utilizé el vector binario pPKGWFS7, 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). De estos genes reporteros, se utiliz6 el gen GUS, cuya actividad es

detectable por reacciones histoquimicas.

Il - Cepas Bacterianas

Escherichia coli, DH10B: F— endAl recAl galE1l5 galK16 nupG rpsL AlacX74
®80/acZAM15 araD139 A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr— hsdRMS— mcrBC) A— (Grant y col.,
1990); BL21IA(DE3) F-ompT hsdS (rB- mB-) decm gal A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1
sam7 nin5], Hattab y col., 2014): BL21A(DE3) Codon Plus BL21 dcm + TetR A(DE3) endA
Hte [argU proL CamR], (Hattab y col., 2014).

Agrobacterium tumefaciens, LBA4404: Posee el plasmido Ti desarmado pAL4404, con
resistencia a estreptomicina, que se obtiene al reemplazar la regién del ADN-T del
plasmido pTiAch5 de la cepa salvaje Ach5 por el plasmido pBR322. Presenta resistencia

cromosomal a rifampicina (Ooms y col., 1982).
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1l = Técnicas utilizadas en la obtencion de construcciones genéticas

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

polimerasa (PCR)

Se utilizé la solucidn amortiguadora de reacciéon provista por el fabricante de la
enzima, a la cual se le agregaron los siguientes reactivos: MgCl, 2 mM; dNTPs 0,2 mM
c/u y 0,1 uM de cada oligonucledtido especifico. A esta mezcla de reaccion se le
incorpord una dilucién apropiada del ADN molde y luego se le agregaron 0,3 U de
enzima Tag ADN polimerasa o la misma cantidad de Pfu ADN polimerasa por cada 10 pl

de volumen de reaccién. En los casos en los cuales se utilizd Pfu, el MgCI2 fue
reemplazado por MgSO4a la misma concentracion. Los volimenes de reaccién fueron

de 20 o 50 pl. Finalmente se procedié con la reaccién de amplificacion segun los

objetivos del experimento.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100TM (MJ Research, Inc.) y
en general se utilizé el siguiente programa, en el que la temperatura de hibridizacién
(Ta) se establecié de acuerdo a la composicion de bases de los oligonucledtidos

utilizados.

Programa: 1 ciclo de 30 segundos a 94 °C + 30 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1,5

minutos a Ta, 1 a 2 minutos a 72 °C*+ 1 ciclo de 10 minutos a 72 °C.

* El tiempo de extensién varido dependiendo del largo del fragmento a
amplificar. En el caso de la Tag ADN polimerasa el tiempo se estimd en 1 minuto por
cada 1000 pb a amplificar. Cuando la polimerasa utilizada fue Pfu, el tiempo fue de 2

minutos por cada 1000 pb.

1.1l — Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para el analisis de fragmentos de ADN en geles de agarosa se empled el sistema de
tipo submarino (Ausubel y col., 1988). La concentracion de agarosa utilizada varid

entre 0,7y 2% (p/v), segun el tamafio de los fragmentos que se deseaban separar.
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Los geles fueron preparados en solucién TAE 1 x con una concentraciéon de 1 pg/ml de
GelRed. A cada muestra se le agregd 1/10 vol. de solucién de siembra. La separacion
electroforética se llevd a cabo en solucién TAE 1 x, empleando voltaje constante entre
1y 5V por cm de gel. Para la visualizacién del ADN en el gel se empled un

transiluminador de luz UV UV/White Dark Room (UVP laboratory products).

En todos los casos en los que fue necesario estimar la longitud de los fragmentos de
ADN separados se empled como marcador de tamafo molecular una muestra de ADN
del bacteriéfago A digerida previamente con la enzima Hindlll. Esta digestién genera

fragmentos de 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 y 125 pb.

111l — Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

El aislamiento de fragmentos de digestién enzimatica o productos de PCR se realizd a
través de la electroforesis descripta en el punto IILll, seguida por la identificacion y

visualizacion de las bandas en un transiluminador, la escisién con un bisturi de las

™
bandas de interés y la purificacion utilizando el kit comercial GFX PCR DNA and Gel

Band Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc.).

La purificacidn de los vectores binarios y de clonado, posterior al corte con enzimas de
restriccidn, fue realizada directamente por precipitacidén alcohdlica para evitar el dano

mecanico.

1.1V — Digestion del ADN con endonucleasas de restriccion

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccidon 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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1Il.V — Ligacion de moléculas de ADN

La ligacién 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 la solucién de
amortiguacion provista por el proveedor de la enzima. Se utilizaron cantidades de
inserto y vector tales que la relacién molar entre ambos fuera de 5 a 1. La incubacidn

se realizd durante 16 horas a 4 °C.

11l.VI — Transformacion de bacterias: electrotransformacion de E. coli y A. tumefaciens

La preparacién de las células competentes y las condiciones de electroporacién

empleadas fueron las recomendadas en el manual del fabricante del equipo Gene

PulserwI (Bio—Rad). El choque eléctrico se realizé6 en cubetas de 0,2 cm (Bio—Rad).
Inmediatamente después de la descarga se adicioné 1 ml de medio de cultivo LB a la
suspension de células y la mezcla se incubé durante 1 hora a 37 °C en el caso de E. coli
y 2 horas a 28 °C en el caso de A. tumefaciens. Después de centrifugar a 4000 g
durante 5 minutos, el sedimento celular se resuspendié en 100 ul de medio LB y se
sembré en placas de Petri conteniendo medio de cultivo LB agarizado (1,5 % p/v)
suplementado con los antibidticos adecuados. Las placas fueron incubadas a la
temperatura correspondiente para cada cepa hasta la aparicion de colonias

individuales (aproximadamente 16 horas para E. coli y 48 horas para A. tumefaciens).

111.VIl — Minipreparacion de ADN plasmidico

La preparacién de ADN plasmidico a partir de células transformadas de E. coli y A.
tumefaciens se realizd segun el método de lisis alcalina (Bimboim y Doly, 1979). Las
células transformadas se cultivaron, a 37 °C o a 28 °C dependiendo del genotipo
empleado, hasta saturacion (aproximadamente 16 horas para E. coli y 48 horas para A.
tumefaciens) en tubos de ensayo conteniendo 2 ml de medio de cultivo LB
suplementado con el antibidtico correspondiente. Para cada preparacién, se

centrifugaron 1,5 ml del cultivo saturado a 5000 g durante 5 minutos y el sedimento
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celular fue resuspendido en 100 pl de solucién | de minipreparacién. Luego de 5
minutos de incubacidn a temperatura ambiente, se adicionaron 200 pl de solucién Il de
minipreparacion; los tubos fueron agitados por inversién e incubados en hielo durante
5 minutos. Posteriormente, se agregaron 150 ul de acetato de potasio 3 M (pH 5,2), y
la mezcla se incubé nuevamente en hielo durante 5 minutos antes de ser centrifugada
a 12000 g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado y se le realizé
una extracciéon con fenol:cloroformo (1:1). EIl ADN plasmidico presente en la fase
acuosa fue precipitado mediante el agregado de 1 volumen de isopropanol. La mezcla
fue incubada a —20 °C durante 30 minutos y luego centrifugada a 12000 g durante 10
minutos a 4 °C. El precipitado fue lavado con 500 pl de etanol 70 % (v/v) y luego se
dejé secar a temperatura ambiente. Finalmente fue resuspendido en 20 ul de agua

bidestilada estéril.

Las preparaciones de ADN plasmidico utilizadas en las reacciones de

determinacion de secuencia y en la purificacién de vectores de clonado y binarios, se

®

realizaron empleando kits comerciales como Wizard Plus Minipreps DNA Purification

System (Promega) siguiendo las instrucciones del proveedor.

111.VIIl — Determinacion de la secuencia de moléculas de ADN

Para determinar la secuencia de ADN de los distintos fragmentos clonados se utilizé el
servicio provisto por Macrogen Sequencing System en Seul, Corea. Para utilizar este
servicio fueron enviados 10 pl de plasmido (100 ng/ul) junto con 10 pl de un
oligonucleétido especifico (100 pmoles/ul). Las muestras fueron procesadas por un
secuenciador automatico ABI3730XL. Los datos de las secuencias y sus respectivos

cromatogramas nos fueron enviados en forma electrénica.

11l.IX — Andlisis de las secuencias

Para la identificacion general de secuencias se consultaron las bases de datos del
EMBL, GenBank y SwissProt utilizando el programa BLAST (Altschul y col., 1997) a
través del servidor del National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
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1V = Construcciones genéticas

IV.I— P3ss:HaWRKY76

La secuencia de HaWRKY76 ya se encontraba disponible en el laboratorio (cedida por
la Dra. K. Ribichich en el vector pGEX 4T-3). Utilizando como molde el vector provisto,
se clond esta secuencia codificante en pBI121 utilizando como herramienta los
oligonucleétidos HaW76ADNc-F y HaW76ADNc-R. Estos contienen en su secuencia
sitios Spel y Bglll, respectivamente. El ADNc de HaWRKY76 amplificado con estos
oligonucledtidos, se cortd con las enzimas correspondientes y se cloné en el vector

pBI121 en los sitios compatibles Xbal y BamHI.

IV.ll= P3ss:HaWRKY10

Cuando se comenzo el trabajo de Tesis no estaba disponible la secuencia completa de
HaWRKY10, por lo cual, la obtencidn del ADNc se realizé en dos etapas. Primero, se
identificé la secuencia nucleotidica correspondiente a HaWRKY10 en la base de datos
de etiquetas de secuencias expresadas (EST, del inglés, Expressed Sequence Tags) de
Heliagene (https://www.heliagene.org/) y del NCBI y se disefiaron los oligonucledtidos
W10ADNc-F y W10 DEG-R (Tabla 1) para aislar un fragmento de 831 pb a partir de
ADNCc y corroborar la secuencia correspondiente al extremo 5 de la region codificante
descripta en las bases de datos. Debido a que en esta secuencia no se localizaron
codones de terminacion, se decidié obtener el resto de la secuencia codificante de
HaWRKY10. En una segunda etapa, por medio de una amplificacion aleatoria del
extremo 3’ seguida de PCR (3" RACE PCR) con los oligonucleétidos W10RACE-F y poly-
TV (Tabla 1) utilizando como molde ADNc, se logré obtener la secuencia hacia el
extremo 3° que corresponde a los 316 pb restantes de la secuencia codificante de

HaWRKY10 (Frohman y col., 1988).

Programa para 3’RACE-PCR: 1 ciclo de 30 segundos a 94 °C + 5 ciclos de 0,5
minutos a 94 °C, 0,5 minutos a 55 °C (con el oligonucleétido poly-TV), 3 minutos a 72
°C*+ 25 ciclos de 0,5 minutos a 94 °C, 0,5 minutos a 55 °C (adicionando el

oligonucledtido W10RACE), 2 minutos a 72 °C*+ 1 ciclo de 10 minutos a 72 °C.
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Finalmente con la informacién de ambas secuencias: la secuencia correspondiente al
extremo 5° obtenida por medio de PCR, la informacién de bases de datos de EST vy la
secuencia obtenida a partir de los ensayos de 3"'RACE-PCR, se obtuvo la secuencia
completa del ADNc de HaWRKY10 utilizando los oligonuleétidos HaW10ADNc-F vy
HaW10ADNc-R (Tabla 1). HOWRKY10 se cloné en pBI122 corriente abajo del promotor
35S CaMV en los sitios BamH| y Sall.

IVl = Pyy::OsWRKY47

Para sobreexpresar OsWRKY47 en arroz, el Dr. Songhu Wang construyé el vector
binario pH7m24GW-Ub::0OsWRKY47 mediante clonado por medio del sistema Gateway
(Life Technologies). Se clond el promotor de ubiquitina de maiz del vector pCAMBIA-
pMUb-CtHSR en el vector pDONRP4P1r. Por otro lado, la secuencia codificante de
OsWRKY47 se clond por medio de RT-PCR en el vector pDONR207. Ambos vectores,
conteniendo la region promotora y codificante de interés se recombinaron con el
vector pH7m24GW. El vector resultante fue pH7m24GW-Ub:OsWRKY47 vy se

transformo con el mismo la cepa de A. tumefaciens EHA105.

IV.IV = P355:0sWRKY47

La secuencia correspondiente al ADNc de OsWRKY47 (LOC_0s07g48260) fue provista
en el vector pENTR/D-TOPO (Trabajo hecho en colaboracién con el equipo del Dr. E.
Blumwald, Universidad de California-Davis, EEUU). Por medio de los oligonucleétidos
OsW47ADNc-F y OsW47ADNc-R utilizando como molde este vector, conteniendo la
secuencia de ADN de OsWRKY47, se obtuvo la secuencia codificante completa de este
factor de transcripcidn. Luego se clond en el vector pBI122 corriente abajo del

promotor 35S CaMV.
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IV.V — Promotores completos, fragmentos de los promotores y promotores mutados de

los genes de arroz que codifican la proteina de unién a calmodulina (CaPU) y la

proteina con repeticiones ricas en cisteinas (PRRC)

IV.V.l — Construcciones de los promotores completos y mutados utilizados para

transformacion transitoria

Los segmentos de ADN correspondientes a los promotores completos de los genes
CaPU (LOC_0s12g36110) y PRRC (LOC_0s03g16950) se obtuvieron por PCR utilizando
como molde ADN gendmico de la variedad Japdnica y los oligonucledtidos que se

indican en la Tabla 1.

IV.V.l.| Promotores completos

ECaPU::GUS y PMGUS

Las regiones promotoras de CaPU y PRRC, identificadas en la base de datos OSIRIS
(http://www.bioinformatics2.wsu.edu/cgi-bin/Osiris/cgi/datamine_select.pl) se
amplificaron utilizando ADN gendmico proveniente de hojas de plantas de arroz de 45
dias con los oligonucleétidos CaPU-F y CaPU-R, y PRRC-F y PRRC-R, respectivamente.
Los fragmentos amplificados, de 1450 pb corriente arriba del sitio de inicio de la
transcripcién en el caso de CaPU y 668 pb corriente arriba del sitio de inicio de la
transcripcidén para PRRC se clonaron en el vector pGEM-T Easy. Una vez secuenciados,
los fragmentos se liberaron por digestidon con las enzimas Xhol y Xbal y se clonaron en
los sitios Sall y Xbal del vector pKGWFS7. En las construcciones resultantes, los

promotores Pcapu Y Prrrc dirigen la expresion de GUS.

IV.V.I.Il Promotores mutados

Con el fin de obtener mutantes por eliminacién o sustitucidon en las cajas W47 (sitios
en cis de reconocimiento de OsWRKY47) de los promotores en estudio, se utilizaron

como moldes los clones de los promotores enteros descriptos en el parrafo anterior.
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Pcavpawbox::GUS
La caja W completa del promotor CaPU se eliminé siguiendo la técnica descripta por
Ho en 1989 (Ho y col., 1989). Se procedid de la siguiente manera: se amplificaron por
PCR las dos regiones que flanquean la regién a ser mutada, usando como molde el
promotor CaPU salvaje y dos pares de oligonucledtidos: CaPU-F y CaPUdel-R y
CaPUdel-F y CaPU-R, respectivamente (Tabla 1). Los oligonucledtidos centrales
CaPUdel-F y CaPUdel-R poseen 18 pb complementarias entre si. Tras una primera
amplificacién se procedié a la purificacion de los fragmentos como se describid en
HILII. Luego se llevé a cabo una PCR corta para unir y extender los extremos de la
guimera. Con este objetivo se prepard una mezcla con 7,5 ul de cada fragmento
purificado mds 1 pl de dNTPs 20 mM, 1 ul MgCl, 50 mM, 2,5 ul solucién
amortiguadora, 0,2 ul Tag polimerasa y agua hasta 25 pl y se la colocé en un
termociclador siguiendo el siguiente protocolo: (94 °C, 30 segundos; 62 °C, 1,5
minutos; 72 °C, 2 minutos) por 10 ciclos mds 15 minutos adicionales a 72 °C. Luego se
realiz6 una PCR estandar usando 5 pl del producto obtenido anteriormente y los
oligonucledétidos que se hibridizan a los extremos de la construccién, CaPU-F y CaPU-R
(Tabla 1). El producto se purific6 como se describié en /ll./ll y digirié con las enzimas
Xhol y Xbal y se clond en los sitios Sall y Xbal del vector pKGWFS7 segln se describio

en lll. En la construccion resultante el promotor Pcaypawbox dirige la expresién de GUS.

Pprrcawbox::GUS
El promotor PRRC mutado se obtuvo de la misma forma que el promotor CaPU
mutado, utilizando como molde el promotor PRRC salvaje completo y los
oligonucledétidos PRRC-F y PRRCdel-R y PRRCdel-F y PRRC-R, respectivamente (Tabla 1).
La secuencia del promotor PRRC mutado se digirié con las enzimas Xhol y Xbal y se
cloné en los sitios Sall y Xbal del vector pKGWFS7 segun se describié en Ill. En la
construccion resultante el promotor Pprrcawbox, dirige la expresion del gen reportero

GUS.
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Pcaupcst
El promotor CaPU con la sustitucién en la posicion 1460 (dentro de la caja W) se
obtuvo por medio del mismo procedimiento descripto para la construccién
Pcaupawbox::GUS, utilizando como molde el promotor CaPU salvaje completo y los
oligonucledtidos CaPU-F y CaPUsust-R y CaPUsust-F y CaPU-R, respectivamente (Tabla
1). La secuencia del promotor CaPU conteniendo la sustitucién se digirié con las
enzimas Xhol y Xbal y se cloné en los sitios Sall y Xbal del vector pKGWFS7 segln se
describié en lll. En la construccién resultante el promotor Pcaupcst, dirige la expresion

del gen reportero GUS.

IV.IV.Il = Fragmentos de los promotores utilizados para ensayos en geles de retardo

Los fragmentos parciales de los promotores se obtuvieron por PCR con
oligonucledtidos especificos (Tabla 1), utilizando como molde a los promotores

completos. Las secuencias se clonaron directamente en el vector pGEM-T Easy.

Fragmento del promotor de CaPU: se utilizaron los oligonucledtidos CaPUfrag-F vy
CaPUfrag-R sobre el molde del promotor completo. La secuencia obtenida es de 142

pb y se encuentra 545 pb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion.

Fragmento del promotor de PPRC: se utilizaron los oligonucleétidos PPRCfrag-F y
PPRCfrag-R sobre el molde del promotor completo. La secuencia obtenida tiene 147 pb

y se encuentra 145 pb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcién.

V — Material vegetal y condiciones de cultivo

V.l — Especies y variedades vegetales utilizadas

Para los estudios en girasol se emplearon semillas de Helianthus annuus L. del cultivar

CF31 (Advanta).

Para los estudios en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. se utilizaron semillas del ecotipo
Columbia-0 (Col-0) adquiridas en Lehle Seeds y multiplicadas en la cdmara de cultivo

del Instituto.
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Para los estudios en arroz con plantas salvajes se emplearon semillas de Oryza sativa
Japonica cv Kitaake. Las plantas que expresan Psagi::IPT son las descriptas por Peleg y

sus colaboradores en 2011 (Peleg y col., 2011).

V.ll — Desinfeccion y cultivo in vitro de semillas de Arabidopsis y girasol

Las semillas de Arabidopsis fueron desinfectadas mediante lavados con etanol 70 %
(v/v) durante 5 minutos, lavandina 10 % durante 30 minutos y finalmente 3 lavados
con agua bidestilada estéril. En el caso de tratarse de semillas pertenecientes a una F1
para seleccionar transformantes, se utilizé un volumen de aproximadamente 300 ul de
semillas mientras que para filiales posteriores se utilizaron entre 20 y 30 semillas por
genotipo. Luego de los 3 lavados con agua, las semillas F1 y las filiales posteriores
fueron resuspendidas en 1 ml o 100 ul de agar 0,1 % estéril, respectivamente. Las
semillas fueron sembradas en placas de Petri de 150 mm de didmetro que contenian
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) y 1 % de agar suplementado con el
antibidtico kanamicina (50 pg/ml). La desinfeccion de las semillas fue realizada en
condiciones de esterilidad utilizando una cabina de flujo de aire horizontal (Forma
Scientific, Inc.). Las esterilizaciones del medio de cultivo se hicieron en autoclave

durante 20 minutos a 1 atmdsfera de presion.

Las placas ya sembradas fueron mantenidas en la heladera durante 2 dias con el
objetivo de romper la dormancia de las semillas (en el caso de semillas en seleccién) o
directamente transportadas (en el caso de los ensayos de germinacién con semillas
homocigotas) a una camara de cultivo con luz y temperatura controladas (16 horas de

luz a 24 °C y 8 horas de oscuridad a 22 °C),

Para los cultivos de semillas de girasol, las semillas se colocaron directamente en
bandejas de plastico con papel absorbente saturado en agua. Las semillas no se
desinfectaron debido a que las semillas se encuentran cubiertas de un producto
antifungico aplicado por el proveedor. Las bandejas fueron transportadas a una

camara de cultivo con luz y temperatura controladas (16 horas de luz a 24 °Cy 8 horas
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de oscuridad a 22 °C). Las semillas para ensayos de plantas de mas de siete dias se

sembraron directamente en tierra.

V.Ill — Cultivo de plantas de arroz, Arabidopsis, girasol y tabaco

Para el cultivo de arroz se trataron las semillas con calor: durante 5 dias se incubaron a
50 °C para romper la dormancia. Luego, se desinfectaron las semillas con lavandina 10
% durante 5 minutos y se lavaron tres veces con agua destilada. Las semillas se
mantuvieron en el ultimo lavado de agua durante toda la noche a 25 °Cy se incubaron
a 28 °C para favorecer la germinacién. Luego, las semillas se pasaron a potes con 8
kilos de suelo (80 % arena y 20 % turba).Las macetas se colocaron en bandejas con
agua y las semillas se cubrieron con una fina capa de suelo. Las plantas crecieron con
un régimen de 12 horas de luz y 12 de oscuridad a 22-24 °C y se irrigaron con solucién

de Hoagland 0,5 x.

Para el cultivo de Arabidopsis, girasol y tabaco, en los casos en los cuales se utilizaron
plantas en estadios de desarrollo avanzados, éstas se cultivaron en macetas
conteniendo una mezcla de vermiculita— perlita— turba— tierra (1:1:1:3) procediendo

de alguna de las siguientes maneras:

A — Las semillas se hicieron germinar directamente sobre la capa superficial de
tierra usando macetas de 8 cm x 7 cm (diametro x altura). En el caso de Arabidopsis
fueron sembradas en la superficie (aproximadamente de 3 a 7 semillas /maceta) y
luego raleadas para dejar de 1 a 4 plantas por maceta. Las macetas fueron colocadas
en bandejas de 40 x 40 x 20 cm?® (ancho x largo x altura) sub irrigadas y recubiertas con
film autoadherente hasta la germinacién para mantener las condiciones necesarias de

elevada humedad.

B — Cuando fue necesario seleccionar las plantulas de Arabidopsis por su
resistencia a un antibidtico, las semillas se hicieron germinar en placas de Petri
conteniendo medio MS—agar como se describe en el punto V.II y luego fueron

trasplantadas a y crecidas en la mezcla vermiculita— perlita— turba— tierra.
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C — En el caso de las semillas de girasol, se germinaron directamente en
macetas con tierra luego de enterrarlas 2 cm aproximadamente. El tamano de las
macetas fue de 8 cm x 7 cm para ensayos en plantulas de hasta dos semanas y de 36

cm x 30 cm cuando se requerian muestras de un estadio de desarrollo mas avanzado.

La tierra utilizada fue provista por la empresa Terrafértil (plantas de interior,
Terrafértil®, http://www.terrafertil.com/lineaterrafertil.html). Sus componentes son:

turba musgo Sphagnum, acicula de pino, resaca de rio y perlita.

En todos los casos las plantas se cultivaron en un régimen de 16 horas de luz y 8 horas
de oscuridad a 22-24 °C, solucién de Hoagland 0,5 x para el riego, que aumenta
macroelementos y microelementos (excepto para los ensayos de suelos poco fértiles)

e intensidad luminica de ~150 nE / m? x sec™.

V.V — Transformacion de plantas

V.IV.l — Transformacion transitoria de N. benthamiana

Se cultivaron células de A. tumefaciens transformadas con las construcciones en
estudio, una construccién que codifica para p19 y los controles de transformacién
pBI101.3 y pBl121 en frascos independientes (uno para cada construccién)
conteniendo 10 ml de medio LB suplementado con rifampicina 25 mg/I, estreptomicina
10 mg/l y kanamicina 50 mg/l o espectinomicina 100 mg/I, dependiendo el vector
utilizado durante 24 horas a 28 °C con agitacion. Luego se cosecharon las células por
centrifugacién a 2000 g durante 10 minutos y se resuspendieron en una DO final a 600
nm de 0,5 en 50 ml de la solucion amortiguadora de infiltracién, para después
incubarlas 4 horas a temperatura ambiente y con agitacién de 100 rpm. Finalmente, se

infiltrd la cara abaxial de las hojas de tabaco valiéndose de una jeringa.

Las plantas ya infiltradas se cultivaron durante 3-4 dias mas y en este momento se

tomaron las muestras en nitrégeno liquido para su posterior analisis.
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V.IV.ll — Obtencion de plantas de arroz mutantes de OsWRKY47

Las plantas mutantes las obtuvo el Dr. Songhu Wang en la Universidad de California-
Davis. Las semillas mutantes de OsWRKY47 (denominadas plantas wrky47)
corresponden a la linea RdSpm60841 3.1, se obtuvieron de la libreria de lineas
indexadas de secuencias de arroz con inserciones de transposones

(http://www.plb.ucdavis.edu/Labs/sundar/projects/riceGenomics.html). Se asumid

gue las inserciones eran estables, dado que la transposasa segregd de forma

diferencial respecto de las lineas que contienen la insercion.

V.IV.Ill = Transformacion estable de Arabidopsis

El método utilizado para transformar plantas de Arabidopsis fue el de floral dip (Clough
y Bent, 1998). Para ello se prepararon 8 macetas como se describié en la seccidn V.III.
Las plantas se cultivaron hasta la floracién (aproximadamente 4 semanas) en un
régimen de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad a 24—-22 °C. Cuando los pedunculos
florales crecieron lo suficiente como para separarse de su yema axilar préoxima, se
cortaron las inflorescencias sin dafiar las hojas caulinares y yemas axilares cercanas.
Entre los 2 y 3 dias posteriores al corte surgieron nuevas inflorescencias de las yemas
axilares, las cuales se cortaron nuevamente teniendo los cuidados antes mencionados.
Se repitid el procedimiento anterior entre 2 y 3 veces. En este estadio las plantas

fueron utilizadas en los ensayos de transformacién.

Para preparar la suspension de transformacién, se cultivaron células de A. tumefaciens
durante 16 horas a 28 °C con agitacién, en frascos que contenian 10 ml de medio de
cultivo LB suplementado con 50 pg/ml de kanamicina, 50 pg/ml de rifampicina y 100
ug/ml de estreptomicina. Estos cultivos se utilizaron para inocular 500 ml del mismo
medio suplementado con los mismos antibidticos contenidos en un Erlenmeyer. Las
células fueron cultivadas hasta alcanzar la fase estacionaria (16 horas, a 28 °C, con
agitacion). Luego fueron centrifugadas a 4500 g durante 20 minutos. Los sedimentos
fueron resuspendidos en 1 litro de una solucién de sacarosa 5 % que contenia 300 pl

del detergente Silwet L—77 (OSI Specialities, Inc.) y esta suspension se colocé en un
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vaso de precipitado sobre un agitador magnético. Las plantas se sumergieron durante
1 minuto, tratando de evitar que el liquido entrara en contacto con la tierra y las hojas
de la roseta. Luego, las macetas fueron ubicadas en posicién horizontal en una
bandeja, tapadas con papel de nylon y transportadas a la cdmara de cultivo. Al dia
siguiente, las macetas se colocaron en posicidon vertical y se cultivaron las plantas hasta

el momento de la cosecha (aproximadamente a 6—8 semanas de la siembra).

Cuando las vainas se secaron y se tornaron de un color marrdn claro, se colectaron las

semillas y fueron guardadas en la heladera para su posterior andlisis.

V.V — Seleccion de transformantes

Las semillas cosechadas del experimento de transformacién estable de Arabidopsis
descripto en la seccidén V.IV.l se desinfectaron y se sembraron en placas de Petri que
contenian el medio MS—agar suplementado con el antibidtico correspondiente, segun

se detalla en el punto V.II.

Durante las primeras horas en la cdmara de cultivo la mayor parte de las semillas
germinaron. Aproximadamente a los 7 dias, los cotiledones de las plantas sensibles se
fueron tornando amarillos. Las placas se mantuvieron en la cdmara durante 3-5 dias
adicionales. En ese periodo sélo las plantas transformadas generaron hojas
verdaderas, mientras que las no transformadas se tornaron cada vez mas pdlidas,
hasta que finalmente murieron. Sélo las plantas resistentes, que mostraron tener una
raiz de tamaino adecuado, fueron trasplantadas a macetas para su multiplicaciéon o

utilizadas en ensayos preliminares.

V.VI — Seleccion de las plantas transformadas que contienen la insercion deseada

Una vez seleccionadas las transformantes y pasadas a macetas con vermiculita—
perlita— turba—tierra, se eligieron las 15 plantas de mejor aspecto para realizar una
extracciéon de ADN de las hojas de roseta. Mediante la técnica de PCR, utilizando

oligonucledtidos especificos, se realizaron amplificaciones del ADN para evaluar la
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inserciéon del gen de interés. Finalmente, con las plantas que dieron positivas en el
analisis de PCR, se continud la propagacion de las filiales hasta obtener lineas

homocigotas.

V. VIl — Clasificacion de las lineas homocigotas de acuerdo a su nivel de expresion

Se tomaron plantas de las lineas homocigotas y se les realizd una extraccién de ARN
para luego medir la expresién de cada gen de interés. De acuerdo con los niveles
obtenidos, relativos a la linea de menor expresién, se las clasificd en lineas de baja,

media y alta expresion.

VI — Ensayos realizados en plantas de Arabidopsis y girasol

VI.| — Tratamientos quimicos

Los tratamientos con hormonas en girasol se realizaron con plantas de 5 dias de vida.
Las plantas se traspasaron a vasos plasticos con medio de cultivo MS liquido
suplementado, segun el ensayo, con ACC, MetJA, |AA, ABA, GA o NaCl en las
concentraciones especificadas en cada figura e incubadas en camara de cultivo
durante los tiempos requeridos en cada experimento antes de su recoleccién vy
congelamiento en nitrégeno liquido para posteriores analisis. En todos los casos, las
plantas utilizadas como controles fueron tratadas de la misma manera, en medio de

cultivo MS liquido sin suplementar.

En el caso del ensayo de germinacién en presencia de ABA, las placas luego de ser
sembradas se pasaron directamente a la cdmara de cultivo. Luego, se realizd un
seguimiento periddico a lo largo del cual se cuantificaron las semillas germinadas,

considerando como tales aquellas que desarrollaron cotiledones verdes.

Para los ensayos de desarrollo en presencia de ABA se tomaron dos caminos. Por un
lado se realizé un seguimiento de las plantulas que habian germinado en ABA y a las
dos semanas se fotografiaron las plantas y se observaron las diferencias

macroscépicas. Por otro lado, se germinaron las semillas en medio MS sin
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suplementar, luego se las transfirieron a un medio con ABA y después de dos-tres
semanas de realizd un recuento de las plantas que habian desarrollado su segundo par

de hojas.

En el caso de las semillas de girasol, la siembra se realizé como se indica en el apartado
V.1, en las primeras horas del ciclo luminico. El agua con la que se saturaron los
papeles absorbentes se suplementé con las concentraciones de hormonas indicadas en
las figuras. Las muestras se tomaron en nitrogeno liquido en los tiempos también

indicados en las figuras.

VI.lIl — Generacion de estrés abidtico

VI.Il.I — Generacion de estrés hidrico

VILII.I.| Estrés hidrico severo

Para generar estrés hidrico en plantulas de girasol de 5 dias, se las colocd sobre papel
de filtro seco y se las dejo deshidratar hasta que se observé claramente una pérdida de

turgencia en los cotiledones (alrededor de 30 minutos).

Los ensayos de estrés hidrico de plantas de girasol sembradas en tierra comenzaron a
los 12 dias de vida. Se realizd un riego a saturacion y se elimind el excedente de agua.
Las plantas se rotaron en forma periddica y se tomaron muestras en los tiempos
indicados en las figuras hasta la muerte de las plantas. Esto ultimo se determind
aislando un individuo representativo en cada punto del ensayo, irrigdndolo y

observando su supervivencia al dia siguiente.

Los ensayos en Arabidopsis se realizaron con al menos 16 macetas de 8 cm x 7 cm que
contenian la misma cantidad de tierra (100-120 g) y de 1 a 4 plantas por maceta,
dependiendo el ensayo. Para los ensayos en periodo vegetativo, las plantas se regaron
por Unica vez hasta saturacidon antes de ser colocadas en la cdmara de cultivo para
crecer en las condiciones descriptas previamente. Para los ensayos en periodo
reproductivo, las plantas crecieron en condiciones normales de luz, riego y
temperatura durante 21 dias, luego se regaron hasta saturacion y se retiré el agua

sobrante para luego continuar el cultivo en las mismas condiciones que para el ensayo
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en periodo vegetativo. Se procurd generar una deshidratacién paulatina y pareja de la
tierra, girando periddicamente las macetas. Se esperd hasta observar el efecto de
estrés hidrico (aproximadamente 15 dias desde la saturacién) como una pérdida
notoria de turgencia en las hojas y, en ese momento, las plantas fueron rehidratadas.
Se espero el tiempo necesario para la recuperacion de las plantas (aproximadamente

48 horas) y se visualizé el fenotipo.

VI.II.1.1l Estrés hidrico leve—moderado

Para plantas de Arabidopsis este ensayo se realizd en los estadios vegetativo y
reproductivo. En el caso de plantas en estadio reproductivo, aproximadamente 5 dias
luego del pasaje a este estadio, se saturaron las macetas de agua y se elimind el
excedente. Los dias siguientes a este tratamiento hasta el final del ciclo de vida de las
plantas, las macetas se pesaron periddicamente y se las llevd a todas a un mismo peso
final, para mantener un mismo contenido de agua estimativo, dado que las macetas se
habian llenado con la misma cantidad de tierra. Asi, dependiendo de la intensidad del
estrés, las plantas se llevaron a 70 (estrés moderado) o a 100 (estrés leve) gramos
totales finales y este peso fue mantenido durante el resto del ciclo de vida. Esto
corresponde aproximadamente al 58 y 83 % del peso de las macetas en condiciones
normales, respectivamente. En el caso de las plantas sometidas a estrés hidrico
durante el estadio vegetativo, las macetas se regaron en el momento en que se
sembraron las semillas y luego de 15 dias de no irrigarlas se comenzd a suplementarlas
con 2 ml de agua cada dos dias hasta el periodo reproductivo, momento en el que se
incrementd el volumen de agua agregado a 3-5 ml por dia hasta el final del ciclo de
vida. En ambos tratamientos, las bandejas se rotaron periédicamente para lograr una

mayor homogeneidad.

El Dr. Wang de la Universidad de California-Davis realizé ensayos de estrés hidrico en
arroz en dos estadios de desarrollo correspondientes a preantesis y posantesis. Las
plantas crecieron como se indicé previamente y se las privé de agua durante 3,4y 5
dias. Las plantas fueron reirrigadas en funcion de la aparicién de sintomas de estrés
visibles a nivel macroscépico (por ejemplo, el enrollado de las hojas). Las mediciones

se realizaron en los momentos que se indican en las figuras.
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VI.II.Il — Generacion de estrés por exceso de agua

VI.II.1I.l Estrés por inundacion completa

Para plantulas de girasol de 5 dias, el estrés se aplicé sumergiendo la plantula
completa en solucién MS por el periodo de tiempo indicado en la figura

correspondiente.

Para las plantas de girasol de 15 dias, en las primeras horas de luz se saturaron de
agua las macetas hasta el nivel de la tierra. Hacia el final del ciclo luminico se agregd
agua hasta sumergir completamente la planta. Las muestras se tomaron en los

momentos subsiguientes que se indican en la figura correspondiente.

En plantas de Arabidopsis en estadio reproductivo, el estrés se aplicé de la misma
manera que a las plantas de girasol de 12 dias. Las muestras fueron tomadas hacia el
final del ciclo luminico en los tiempos indicados en las figuras correspondientes. Los
tratamientos se realizaron por periodos de 5 dias. Luego de ese lapso, las plantas se
removieron de la bandeja en la que estaban sumergidas y se traspasaron a bandejas

secas para observar su recuperacion.

VIILII.II Estrés por anegamiento e inundacion parcial: sistema radicular/roseta

de la planta sumergida

El estrés por anegamiento se aplicd en plantas de Arabidopsis en estadio reproductivo.
A mediados del ciclo luminico se saturaron las macetas con agua hasta el nivel del
suelo. El nivel de agua se mantuvo sin tapar las rosetas pero cubriendo el sustrato
durante los 6 a 7 dias que durd el ensayo. Las muestras se tomaron en los momentos

gue indican las figuras a mediados del ciclo luminico.

Para realizar los ensayos de generacion de aerénquima se inundaron parcialmente las
plantas. El tratamiento se realizd de la misma manera que se describid con
anterioridad pero el nivel de agua se mantuvo 1 cm por encima de la roseta durante 5

dias. La muestra se tomo al final del tratamiento e inmediatamente se sumergio en
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solucion fijadora FAA (ver seccidon Xll) y se tratdé como se indica mas adelante en la

seccion VILVII.

VIl — Andlisis de los fenotipos de las plantas en condiciones normales y en los ensayos

de estrés

VIl.I — Cuantificacion de clorofila

Se pesaron 100 mg de hojas de plantas de diferentes edades segln se indica en las
figuras. El tejido se triturd en un mortero en presencia de nitrégeno liquido y el polvo
obtenido se paso a un tubo tipo Eppendorf de 1,5 ml. A cada tubo se le agregé 1,5 ml
de acetona 80 %. Los tubos se dejaron en oscuridad durante 30 minutos, tiempo en el
cual los sélidos de la mezcla decantaron. Luego se midié la absorbancia de los
sobrenadantes a 645 y 663 nm, utilizando un espectrofotdmetro. La concentracién de

clorofila total se calculé aplicando la siguiente formula (Chory y col., 1994):

H - * *
Clorofila total (ug/ml) = 20,2 Ab5645+ 8,02 Abs663

VIl.Il — Estabilidad de membranas

Dependiendo de los pardmetros a medir, las hojas se sometieron a estrés hidrico o a
estrés por exceso de agua. Para cuantificar la estabilidad de las membranas se utilizé la
técnica de jon leakage o liberacién de electrolitos, que aumentan la conductividad del
medio circundante (Sukumaran y Weiser, 1972). La técnica se basa en el hecho de que
las membranas pierden su semi-permeabilidad cuando las células estan dafiadas. Los
tejidos dafiados liberan de forma proporcional gran cantidad de electrolitos al agua
gue los rodea y de esta forma el resultado es que a mayor conductividad, menor
estabilidad de las membranas. La medicidn de la estabilidad se realizd en los tiempos
estipulados en la leyenda de cada figura. Las hojas enteras se colocaron en 15 ml de
agua destilada y se agitaron a 25 °C durante 3 horas. En ese periodo, las hojas liberaron
al medio electrolitos proporcionales al dafo sufrido por sus membranas y la

conductividad (Cl) se midid en el medio acuoso. Los extractos se colocaron a 65 °C
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durante 16 horas y luego se volvieron a agitar a 25 °C durante 1 hora. La conductividad
final (C,) se midié después de este tratamiento en el que todos los electrolitos son
liberados al medio. El indice de dafio se calculd segun la siguiente ecuacién: L = C,/C,.

Los valores de L mayores a 0,5 indican dafios severos (Sukumaran y Weiser, 1972).

VIl.IIl — Uso y manejo del agua

VIl.Ill.I — Consumo de agua en estrés hidrico

Las plantas se sometieron a estrés por déficit de agua como indica el apartado VLILLII.
El consumo de agua se cuantificé como los ml de agua totales (equivalente a los g de
agua) que debieron ser agregados a las macetas para mantener un peso constante a lo
largo del tratamiento de estrés (entre 60 y 83 % del peso inicial, aproximadamente).
De esta forma, las plantas que consumian mads agua, debian ser mas irrigadas para
alcanzar el peso establecido. Del mismo modo, aquellas que presentaban un menor

consumo requerian un menor agregado de agua.

VILII.II — Pérdida de agua de hojas escindidas

Este tipo de ensayo se realizd en plantas en estadio reproductivo, entre 5 dias y una
semana luego del pasaje a este estadio, crecidas en condiciones estandar y sometidas
a estrés segun indica la figura. Se tomd una planta completa, se escindieron las hojas
de la roseta y se pesaron (Py). En los n tiempos que indican las figuras estas mismas
hojas se volvieron a pesar (P,). La pérdida de agua se cuantificé como el porcentaje del

peso de las hojas respecto al inicial:

Peso de las hojas (% respecto del inicial) = (P,,/Po)*100
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VII.IV — Cuantificacidn del contenido de sustancias de reserva

VII.IV.l — Cuantificacion de lipidos

Se tomaron las muestras en los tiempos y de los tejidos indicados en las figuras. El
procedimiento fue el mismo para girasol y Arabidopsis y se basa en el descripto por
Siloto y colaboradores, con algunas modificaciones (Siloto y col., 2006). Una cantidad
conocida de la muestra se molié finamente en nitrégeno liquido y se transfirié a un
tubo de 1,5 ml. Se adicionaron 400 pl de isopropanol y se incubd la preparacion
durante 10 minutos a 64 °C, luego el solvente se evapord en una estufa hasta la
eliminacidon del alcohol. Se realizé una primera extraccion con metanol:cloroformo:H,0
(2:2:1,8). Primero se adicionaron los volumenes correspondientes al cloroformo vy al
metanol hasta resuspender el precipitado. Finalmente se adiciond el agua y se agitd de
forma enérgica para favorecer la extraccidén. Luego se centrifugd a 6700 g durante 5
minutos. Tras este paso se observaron tres fases: una fase superior acuosa, una
interfase con restos del tejido y una fase inferior orgdnica. La fase acuosa se elimind vy,
con cuidado de no remover la interfase, se tomd la fase inferior, que contenia
disueltos los lipidos (mayoritariamente triacilgliceroles (TAG)) de interés, y se la
traspasé a un tubo de 1,5 ml pesado con anterioridad (P;). Se realizaron dos
extracciones adicionales sobre la interfase cambiando las proporciones de
metanol:cloroformo:H,0 a 1:2:0,8 y siguiendo el mismo procedimiento descripto
anteriormente. Las fases orgdnicas de las distintas extracciones se recolectaron en el
mismo tubo de 1,5 ml y se incubaron bajo campana hasta la completa evaporacion del
solvente, tras lo cual se pesd nuevamente el tubo (P,). El contenido de lipidos se

determiné como: (P1-P;) / mg de tejido.

En el caso de la determinacién de lipidos en vainas, dado que la sensibilidad de la
técnica gravimétrica descripta anteriormente no era suficiente por la escasa cantidad

de tejido, se utilizd un kit de determinacidn de TAG en sangre (Wiener Lab.)

El analisis del perfil de acidos grasos se realizd extrayendo los lipidos como se indico
previamente y las muestras se enviaron a un servicio especializado de medicién que
funciona en la Catedra de Bromatologia en la Facultad de Bioquimica y Ciencias

Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral (Director: Dr. Claudio Bernal).
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VII.IV.Il — Separacion de gotas de aceite (GdA)

Las GdA se separaron por el método de centrifugacion y flotaciéon (Van Rooijen y
Motoney, 1995) con algunas modificaciones. Se molieron 20 mg de semillas de
Arabidopsis en 1 ml de solucién de extraccidon de GdA (ver seccion Xll) y el extracto se
centrifugd 5 minutos a 2300 g. Se separaron las GdA, que flotan en la fase superiory se
lavaron una vez con una solucién astringente (ver seccion Xll) y dos veces con agua. Las

proteinas asociadas a las GdA se analizaron como se indica en el punto XLIII.

VII.IV.IIl — Cuantificacion de carbohidratos (glucosa, sacarosa y almidén)

Las muestras se tomaron en los tiempos y tejidos indicados en las figuras. El
procedimiento fue el mismo para muestras de girasol y de Arabidopsis. Una cantidad
conocida de la muestra se molié finamente en nitrégeno liquido y se transfirié a un
tubo de 1,5 ml. Se agregaron 700 ul de solucion amortiguadora de homogeneizacién
para carbohidratos (ver seccién Xll) y se incubé en hielo durante 30 minutos.
Trascurrido ese tiempo, se agregaron 300 ul de agua bidestilada y se agitod
vigorosamente. Se centrifugd durante 5 minutos a 4 °C y 16000 g. Tras este
procedimiento se obtuvieron tres fases: una superior acuosa, que contiene los

azucares solubles, una interfase que contiene al almidén y una organica.

La fase acuosa se trasvasé a un tubo nuevo. Este tubo se incubd a 37 °C hasta
evaporacion total. Luego, se resuspendieron los azlcares solubles en 100 ul de agua
bidestilada. La mitad de este volumen se utilizd para medir la concentracion de
glucosa. La otra mitad se utilizd para determinar la cantidad de sacarosa, esta muestra
se traté durante tres horas con 71 U de invertasa (Sigma-Aldrich), que hidroliza la

sacarosa en glucosa y fructosa.

Finalmente se determind el contenido de glucosa en ambas muestras por un método
enzimatico colorimétrico (Sociedad de Bioquimicos de Santa Fe). En la muestra sin
tratar con invertasa se midié la concentracién de glucosa como Gluc; (ug glucosa/mg
muestra). En la muestra tratada con invertasa se determiné el contenido de glucosa

Gluc; (ug glucosa/mg muestra) que incluye la glucosa proveniente de la muestra antes
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de ser tratada mas la liberada por la hidrdlisis de la sacarosa. La concentracién de

sacarosa se midié indirectamente y se calculé como Gluc;- Gluc;.

La interfase insoluble, que contiene el almiddn, se lavd con etanol absoluto y se seco
en estufa a 70 °C durante una hora aproximadamente. Luego se resuspendié en 250 pl
de hidroxido de sodio 0,1N. Una vez que el precipitado se disolvio, se agregaron 75 ul
de acido acético 0,5 N (pH 5,1). Finalmente se tomaron 50 pl y se trataron durante
toda la noche a 37 °C con 2,5 U de amiloglucosidasa (Roche), que cataliza la hidrdlisis
de los enlaces a(1,4) y a(1,6), liberando glucosa, cuya concentracion se midié como se

indicé previamente.

VII.V — Determinacion de la biomasa radicular

Las semillas se cultivaron como se indica en V.lll pero en potes utilizando sdélo arena
como sustrato (Céccoli y col., 2012). Los mismos fueron construidos con un tubo de
acetato con malla por debajo para evitar el escape del sustrato. Una vez que las
plantas alcanzaron la edad deseada, los potes se desarmaron, las raices se enjuagaron
cuidadosamente para eliminar la arena, se secaron meticulosamente, y se determiné

el peso de las mismas asi como el de la regién aérea de las plantas.

VII.VI — Medida del dafio por estrés oxidativo

Para medir el estrés oxidativo se utilizd nitroazul de tetrazolio (NBT), que es un
indicador de la presencia de anidén superdxido, que se traduce como una coloracion
azul de intensidad proporcional a la concentracidn de las especies reactivas del
oxigeno (Weydert y Cullen, 2010). En los tiempos que se indican en la figura, las
muestras de hojas se tomaron y se sumergieron directamente en una solucién de 0,1
mg/ml de NBT en solucidon amortiguadora de reaccién (ver seccidn Xll). A continuacion,
se infiltraron durante 15 minutos con vacio y se incubaron 1 hora a 37 °©C en oscuridad.
Luego se retird el sustrato por volcado, se agregd etanol al 80 % y las muestras se

hirvieron durante 10 minutos para extraer los pigmentos, luego de lo cual se dejaron
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enfriar hasta temperatura ambiente. Finalmente, se cambiod el etanol y las hojas se
escanearon. Sobre estas imagenes, se determind la concentracién de superdxido de
forma indirecta midiendo la intensidad relativa por densitometria, utilizando como

herramienta el programa Image)J (Schneider y col., 2012).

VII.VIl — Estudios histoldgicos: andlisis morfoldgico y de formacion de aerénquima

Las muestras se fijaron con FAA durante 48 horas, se pasaron a etanol 70 % (v/v) y
luego se deshidrataron por pasajes a través de una serie etandlica (80 %, 90 %, 95 % y
100 % v/v). Luego, se hicieron sucesivos pasajes a soluciones en concentraciones
crecientes de xilol hasta llegar a xilol puro y finalmente se incluyeron en parafina. Por
medio de un micrétomo de rotacién (Leica), se obtuvieron cortes transversales de 10
um. Finalmente, los cortes se montaron en portaobjetos, se desparafinaron y se
tifieron con los colorantes que se indican en las figuras. Las fotografias se tomaron con
una camara Nikon montada sobre un microscopio Eclipse E200 (Nikon) con la

amplificacién indicada en la/s figura/s.

VIl — Extraccion, purificacion y cuantificacion de dcidos nucleicos

VIIl.| — Extraccion y purificacion de ADN gendmico de Arabidopsis

Para analizar mediante la técnica de PCR la poblacién de plantas de Arabidopsis
transformadas, se realizaron preparaciones de ADN gendmico empleando un método
rapido de extraccién (Li y Chory, 1998). Se colocd una hoja joven en un tubo y se
macero durante 15 segundos. Después de agregar 700 pl de solucién de extraccion de
ADN (ver seccidn Xll), se agitoé vigorosamente durante 10 segundos y se centrifugd a
12000 g durante 5 minutos. Se tomaron 600 ul del sobrenadante y se agregd 1
volumen de fenol—cloroformo. Los tubos fueron centrifugados a 10000 g durante 10
minutos. Se tomaron 600 ul del sobrenadante, se le agregd un volumen de cloroformo
y se centrifugaron a 10000 g durante 10 minutos. Se tomaron 500 ul del sobrenadante

y se les adicioné un volumen de isopropanol y 1/10 volimenes de acetato de sodio 3
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M (pH 5,2). Luego de mezclar, las muestras se dejaron a - 20 °C durante 1 hora, luego
se centrifugaron a 12000 g durante 10 minutos y se lavaron con 500 ul de etanol al 70
% (v/v). El precipitado obtenido se secé a temperatura ambiente y se resuspendid en

50 pl de agua bidestilada estéril.

VIII.Il — Extraccion y purificacion de ARN total

®

Las extracciones de ARN fueron realizadas utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen™)

de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Los ensayos de rutina se realizaron con una version casera del reactivo previamente
mencionado. Para dichas extracciones entre 50-100 mg de tejido vegetal se
pulverizaron con nitrégeno liquido en un mortero estéril y el polvo obtenido se
transfirid a un tubo de tipo Eppendorf al cual se agregd 1 ml del reactivo de Trizol
casero. Luego de mezclar por inversién varias veces, los tubos se incubaron a
temperatura ambiente 10 minutos, luego se agregaron 200 pl de cloroformo y se
incubaron 3 minutos adicionales a temperatura ambiente. Se centrifugaron 15 minutos
a 12000 g a 4 °C y la fase acuosa fue posteriormente precipitada con un volumen de
isopropanol incubando los tubos durante 30 minutos a — 20 °C. Pasado el tiempo de
incubacion, los tubos fueron centrifugados a 12000 g durante 15 minutos a 4 °C y
luego fueron lavados con etanol 70 % v/v. El precipitado se dejo secar a temperatura

ambiente para luego ser disuelto en 30 ul de agua bidestilada estéril.

En el caso de extracciones de ARN de silicuas de Arabidopsis y semillas de Arabidopsis
y girasol, las muestras se trataron como describe Ofate—-Sanchez (Onate-Sanchez y
Vicente-Carbajosa, 2008). Las muestras se procesaron en nitrégeno liquido para lograr
un polvo uniforme y este polvo se transfirié a tubos de tipo Eppendorf que contenian
550 pl de solucidon amortiguadora de extraccion de ARN (ver seccién Xll) y 550 pl de
cloroformo. Los tubos se agitaron 10 segundos, se mantuvieron en hielo hasta que se
culmind con el procesamiento de todas las muestras y se centrifugaron a 16000 g 3
minutos a 4 °C. Luego, el sobrenadante se transfirié a tubos de 1,5 ml, se agregaron

500 ul de fenol acido, los tubos se agitaron nuevamente, se agregaron 200 ul de
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cloroformo y se centrifugd a 16000 g, 3 minutos a 4 °C. El sobrenadante se transfirié a
un tubo con 1/3 del volumen de LiCl 8M y se agitd. Se dejé precipitar a — 20°C durante
1 hora, luego se centrifugd a 11000 g durante 30 minutos a 4 °C y se realizé un lavado
con etanol 70 % (v/v). Para limpiar el ARN de impurezas, como carbohidratos, se hizo
una precipitacion diferencial, para lo que se agregaron 470 pl de agua bidestilada, 7 ul
de acetato de sodio 3 M (pH 5,2) y 250 ul de etanol absoluto, se mezclé bien y se
centrifugd durante 10 minutos a 12000 g 4°C. Luego, se transfirid el sobrenadante a un
tubo de 1,5 mly se agregaron 43 pl de acetato de sodio 3 M (pH 5,2) y 750 ul de etanol
absoluto, se mezclé para homogeneizar y se incubd a — 20 °C durante 1 hora. Luego, se
centrifugd para precipitar el ARN. Finalmente, se lavo el precipitado con 1 ml de etanol

70 % (v/v).

En todos los casos, se realizd una segunda precipitacién del ARN con LiCl 1 M, para
eliminar posibles contaminaciones con ADN gendmico, y se incubé 1 hora a —20 °C. Se
centrifugd a 16000 g por 1 hora y se lavé el precipitado dos veces con 1 ml de etanol
70 % (v/v). Luego, el ARN se resuspendid en el volumen apropiado para la cantidad de
precipitado observada.

Para las muestras utilizadas en los ensayos de microarreglos, se utilizé el kit de

®

purificacion de ARN de plantas “RNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

VIII.IIl — Cuantificacion de dcidos nucleicos

Las concentraciones de ADN y ARN en solucidn se calcularon a partir de la absorbancia
a 260 nm, considerando que una DO (260 nm) = 1 equivale a 50 pg/ml de ADN o a 40
ug/ml de ARN. También se midié la absorbancia a 280 nm, pico maximo de absorcion

de las proteinas, y se descartaron aquellas muestras con una relacién de AszGO/Abs280

inferior a 1,7 por considerarlas con una contaminacién de proteinas no aceptable para

los ensayos subsiguientes.
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Las concentraciones de ADN y de ARN cuantificadas por espectrofotometria se
confirmaron con la visualizacidon directa de los productos purificados de geles de

agarosa corridos en condiciones nativas y desnaturalizantes, respectivamente.

En las preparaciones de vectores e insertos para los clonados moleculares, la cantidad
a utilizar se estimé en forma visual, comparando las bandas observadas en los geles

con patrones de concentracion conocida.

IX — Andlisis de expresion génica

IX.| — Cuantificacion de transcriptos por transcripcion reversa sequida de PCR en tiempo

real

Las reacciones de transcripcion reversa (RT) se llevaron a cabo con el siguiente

protocolo de dos pasos:

1- En un volumen final de 5 ul se colocd 1 pg de ARN junto con 0,1 uM
de oligonucledtidos poly—TV (consiste en 1 nucledtido variable, ubicado en el
extremo 5°, seguido de 24 nucledtidos de timina). Esta mezcla se incubd
durante 5 minutos a 70 °C para luego ser colocada inmediatamente en hielo

(este tratamiento permite desarmar las estructuras secundarias del ARN)

2—Terminado el primer paso se le adicionan a la mezcla 3 ul de solucién
amortiguadora, 1 pl de dNTP 20 mM, 100 U de transcriptasa reversa M-MLV
(Promega) y se completa el volumen hasta 15 pl con agua bidestilada estéril.
Esta mezcla se incuba 1,5 horas a 42 °C y luego la enzima se inactiva a 80 °C

durante 5 minutos seguidos de 30 segundos a 94 °C.

La PCR en tiempo real fue llevada a cabo utilizando un termociclador PTC-200TM (MJ
Research Inc). Este equipo tiene acoplado un detector de fluorescencia Chromos 4 (MJ
Research Inc). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 20 ul conteniendo: 2
ul SyBr green (1/20); 0,1 ul dNTP 20 mM; 0,4 ul de cada oligonucleétido especifico (20
pmol/ul); I\/IgCI23 mM; 10 pl de una dilucién 1/50 del producto de la RT previamente

descripta y 0,05 ul de Tag Platinum (Invitrogen, Inc.). La fluorescencia fue registrada
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continuamente durante 40 ciclos. Los oligonucledtidos especificos para cada gen
fueron disefiados usando las bases de datos  disponibles en
http://www.arabidopsis.org y http://frodo.wi.mit.edu/primer3 y sus secuencias se
encuentran detalladas a en la Tabla 1.

Los niveles de expresion de los genes ACTINA2 y ACTINAS8, previamente evaluados
(Charrier y col., 2002), se usaron para normalizar los niveles de expresion de los genes
de interés de cada muestra de ARN de Arabidopsis. Para normalizar las muestras de
ARN de girasol, se utilizaron oligonucleétidos especificos disenados en base a
secuencias de ESTs que codifican ACTINA2 y ACTINA8 putativas de esta especie,
similares a las actinas de Arabidopsis. La secuencia de cada oligonucledtido se detalla
en la Tabla 1.

Todas las cuantificaciones fueron realizadas con triplicados/cuadriplicados bioldgicos.
Los valores de cuantificacion se expresan en forma relativa a un control al cual se le
asigna arbitrariamente el valor de 1.

Los ensayos de RT-PCR en tiempo real fueron realizados por el Dr. Songhu Wang. La
transcripcién reversa se realizd con el kit comercial kitQuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen) y para la PCR en tiempo final se siguié el protocolo descripto
por Peleg (Peleg y col.,, 2011). Los valores se normalizaron utilizando el factor de

elongacién de arroz (ID: LOC_0s03g08010).

X — Determinaciones de actividad enzimdtica

X.1 — Ensayo histoquimico para determinar actividad 8-glucuronidasa (GUS)

Los ensayos de actividad de GUS in situ se realizaron siguiendo la metodologia
descripta por Jefferson y col. (1987). Los tejidos fueron sumergidos en la solucién
amortiguadora de histoquimica (ver seccidn Xll) y luego de 5 minutos de infiltracidn
por vacio se incubaron toda la noche a 37 °C. Para una mejor visualizacidn, los tejidos
se clarificaron con etanol al 70 % (v/v). Una vez que las muestras fueron decoloradas,
se fotografiaron utilizando una camara digital Nikon montada sobre un microscopio

Eclipse E200 (Nikon) o sobre una lupa binocular SMZ800 (Nikon).
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X.ll — Medicion de la actividad enzimdtica de PEPCK

Para analizar la actividad de la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) en el
sentido de carboxilacion, se germinaron las semillas durante 30 horas. En ese
momento se recolectd la muestra y se procesaron alrededor de 200 mg en un mortero
pre-enfriado en presencia de 500 ul de solucién amortiguadora de extraccién de PEPCK
(ver seccion Xll). Luego, la mezcla se colocd en un tubo de 1,5 ml y se centrifugd
durante 5 minutos a 14000 rpm (Malone y col., 2007). Inmediatamente, la actividad
carboxilasa de PEPCK se midié en una alicuota del sobrenadante que se agregd al
medio de reaccion de PEPCK mantenido a 37 °C (Walker y Chen, 2002). La oxidacion
del NADH por la enzima malato deshidrogenasa fue seguida a 340 nm utilizando un
lector Multiskaner ascent (Thermo). Una unidad de actividad de PEPCK es aquella que

produce un umol de producto/minuto a 25 °C.

Xl — Ensayos de union proteina—ADN

Xl.l — Cuantificacion de proteinas

La concentracién de proteinas fue determinada utilizando esencialmente el método
descripto por Bradford (Bradford, 1976). Como patrén se utilizé una solucién de
albumina sérica bovina para realizar una curva de calibrado. Las determinaciones se
realizaron con 2-10 ul de extracto proteico, dependiendo del tejido, y en 100 ul finales
llevando a volumen con NaCl 150 mM, y 900 ul del reactivo de Bradford. Tras incubar
las muestras cinco minutos a temperatura ambiente, se determind la absorbancia del

producto generado en un espectrofotometro, a 595 nm.

XlI.Il — Expresion de las proteinas recombinantes en E. coli

Para expresarlo en forma recombinante en bacterias, el dominio WRKY extendido de
OsWRKY47 se escindid con Xhol y Sall del vector pENTR/D-TOPO, Oswrky47cd
(provisto por el grupo del Dr. E. Blumwald, Universidad de California, Davis, Estados
Unidos) y se clond en fase con la proteina de fusion GST en el vector pGEX—4T-3 (Smith

y Johnson, 1988).
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En el caso de HaWRKY76, la secuencia que codifica la proteina completa se cloné en
fase con la proteina de fusién GST en el vector pGEX—-4T-3 y las construcciones

plasmidicas se usaron para transformar la cepa E. coli BL21 (DE3, GE Healthcare).

Las células transformadas con la construccion se hicieron crecer hasta saturacién 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 D0600=

0,8. La induccién de la expresion de la proteina recombinante se realizé mediante la
adicion de IPTG 0,3 mM (concentracion final). El cultivo fue incubado a 28 °C, en el
caso de OsWRKY47, y a 23 °C, en el caso de HaWRKY76 con agitacién durante 3 horas
adicionales. Posteriormente, las células fueron cosechadas centrifugdndolas a 5000 g
durante 10 minutos a 4 °C y se resuspendieron en 1/20 voliumenes de soluciéon
amortiguadora de columna, respecto del volumen de medio de cultivo procesado. A
continuacion se agrego 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

segundos cada uno, separados por intervalos de 10 segundos en un procesador

™
ultrasénico de alta intensidad (Vibra-Cell VCX-600, Sonics & Materials). Los lisados
celulares se clarificaron centrifugando a 12000 g durante 10 minutos 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, las cuales fueron analizadas por

electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

Xl.Ill — Electroforesis de proteinas

La separacion de proteinas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS se llevé a
cabo en geles verticales. Se utilizd una relaciéon de acrilamida:bisacrilamida 30:0,8. El
gel de separacidn se prepard con una concentracion final de acrilamida del 12 0 15 %
(p/v) y el gel de concentracion con una del 6 % (p/v). La separacidn electroforética se
realizd en solucién amortiguadora de corrida 1 x (Laemmli, 1970), aplicando un voltaje

constante de 100 V al principio de la corrida, y de 150 o 200 V constantes luego de que
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el frente de corrida atravesé el gel de apilamiento de 6 % (p/v). Las muestras a
sembrar fueron previamente desnaturalizadas mediante el agregado de un volumen

de solucion de siembra e incubacion de 3 minutos en bano a 100 °C.

Una vez finalizada la separacidn electroforética, las proteinas fueron visualizadas en el
gel por tincién con una solucidon de Azul Brillante de Coomassie R— 250 (Sigma) 1 %
(p/v) en una mezcla de etanol:acido acético:agua (50:10:40). El gel se incubd en un
bafo de esta solucion durante algunas horas en una estufa a 65 °C. Una vez teiiido, el
gel se decoloré con una mezcla etanol:acido acético:agua (25:10:65) hasta que recobré
la transparencia y solo se visualizaron las bandas de proteinas. Como marcador de
masa molecular se usé el LMW Calibration Kit for SDS (Amersham Biosciences) que
contiene polipéptidos con bandas de los siguientes tamafios: 97 kDa (1,005 pg), 66 kDa
(1,245 pg), 45 kDa (2,2 pg), 30 kDa (1,245 pg), 20 kDa (1,2 ug) y 14,4 kDa (1,74 pg).

XI.1V — Purificacion de la proteina de fusion mediante cromatografia de afinidad

Una vez verificada su expresién en forma soluble, se procedié a purificar la proteina
recombinante expresada en E. coli como producto de fusion a la proteina glutation S-
transferasa (GST, Kaelin y col., 1992). El procedimiento que se siguié fue el descripto
por GST Gene Fusion System (Pharmacia Biotech). El sobrenadante resultante de la
centrifugacién de los lisados celulares (de entre 10 y 30 ml, aproximadamente) se
incubd con resina de glutation—agarosa (Glutathione Sepharosa 4B, GE Healthcare),
previamente equilibrada con PBS 1 x. Se empled aproximadamente 1 ml de matriz
(acorde con la capacidad de unién de la resina) para un volumen de partida de medio
de cultivo de 100 ml. La purificacion se llevé a cabo por un sistema continuo, por el
cual el extracto proteico soluble se incubéd alrededor de cuatro horas con la resina a 4
°C y con agitacién leve para lograr una eficiencia de unién maxima a la fase sdlida.
Posteriormente, la resina se lavd con 8 volumenes de PBS 1 x. La proteina unida fue
eluida en fracciones de 200 pl, empleando una solucién de glutation reducido (Sigma-
Aldrich) 10 mM (concentracién inicial) en Tris-HClI 50 mM (pH 8,0). Las fracciones

eluidas fueron analizadas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.
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XI.V — Seleccion de sitios de unién especificos (SELEX)

Para seleccionar las moléculas de ADN reconocidas especificamente por OsWRKY47 y
HaWRKY76 in vitro, se aplicé la técnica de seleccidn de oligonucleétidos 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 que hace modificaciones sobre el original de Oliphant y col.
(Blackwell y Weintraub, 1990). La separacion de los oligonucleétidos unidos a la
proteina de los que no lo fueron se logré 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 oligonucledtido doble hebra de 52 pb denominado Selex

12N (Tabla 1), marcado radioactivamente con [a—gZP]dATP. El mismo fue amplificado
por PCR con los oligonucledtidos Selex A y Selex B (Tabla 1). Las reacciones de unidn y
la electroforesis se llevaron a cabo como se describié previamente utilizando la
proteina de fusion GST-OsWRKY47 o GST-HaWRKY76 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
eluyeron empleando 1 ml de solucion de elucion, durante 6 horas a 37 °C. Luego, la
mezcla se sometié a extraccion con fenol/cloroformo, y el ADN fue precipitado en
presencia de 2,5 ug ARNt y 2 volumenes de etanol absoluto. Luego de un lavado con

etanol al 70 %, el ADN se resuspendio en 10 ul de agua bidestilada.

XI.VI = Sintesis y amplificacion de oligonucleotidos doble hebra

Tanto el oligonucleétido simple hebra utilizado como el ADN unido y eluido de los
geles de retardo se amplificaron por PCR empleando 1 ul de molde y los
oligonucledtidos Selex A y Selex B (Tabla 1), por acciéon de la enzima Tag ADN
polimerasa (Promega). La PCR consistié de 18 ciclos de 1 minutos a 94 °C, 1 minuto a
53 °Cy 1 minuto a 72 °C. El numero de ciclos fue de 12 desde la cuarta ronda de SELEX.
Posteriormente, los oligonucleétidos amplificados fueron purificados en geles de
poliacrilamida nativos al 15 % (p/v) y la mezcla se sometié a nuevos ciclos de seleccién

y amplificacion.
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XI.VIl — Electroforesis en geles de poliacrilamida y purificacion de los fragmentos de

ADN amplificados

Para los geles de poliacrilamida (ver preparacién en apartado Xll) se usé como soporte
del gel al equipo Miniprotean Il (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 solucién de bromuro de etidio 0,3 pg/ml durante 20 minutos.
Las bandas fueron visualizadas sobre transiluminador de luz UV y escindidas del gel
para su elucién. Esta se realizd en las mismas condiciones que en el caso de la

seleccion de sitios de unién especificos.

XI.VIIl = Marcacion radioactiva de oligonucleotidos doble hebra obtenidos por PCR

Los oligonucleétidos doble hebra se mezclaron con 400 ng del oligonucleétido SELEX A
o SELEX B. La mezcla se colocd en un bafio a 75 °C durante 5 min, que se dejé llegar
lentamente a la temperatura ambiental. De esta forma, se disociaron los
oligonucleétidos doble hebra y se favorecid el anillado de las hebras simples con los

oligonucledtidos SELEX A o SELEX B. La mezcla se incubd en presencia de 10 pCi [a—

32
P]dATP (3000 Ci/mmol), dCTP, dGTP y dTTP 0,2 mM c/u, solucién amortiguadora 1 x
suministrada por los proveedores de la enzima, y 1,5 unidades de la enzima Klenow

(Promega). La reaccion de marcacion se llevd a cabo durante 16 horas a temperatura

32
ambiente y el [a— P]dATP no incorporado se elimind en columnas con Sephadex G-50

(Amersham) segun la técnica de Penefsky (Ausubel y col., 1987)

Xl.IX = Clonado molecular de los oligonucledtidos seleccionados

El clonado de los oligonucleétidos se hizo en el vector comercial pGEM-T Easy y la
transformacién de E. coli se realizd6 como se indico previamente. La suspension
conteniendo células transformadas se sembré en placas con medio sélido LB agar
suplementado con 100 pg/ml de antibiético ampicilina, X—-GAL e IPTG para la
identificacién de las colonias de células transformadas con el plasmido y el inserto
deseado. Se hicieron repiques de 20 colonias blancas aisladas en medio LB fresco

suplementado con ampicilina en la misma concentracion, y los cultivos se dejaron
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crecer durante 16 horas. Se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico de todos
los cultivos y, para constatar la presencia de inserto de tamafio apropiado en los
clones, se llevé a cabo un corte con la enzima de restricciéon EcoRl (Promega), cuyos
sitios de reconocimiento flanquean el sitio de insercién en el vector utilizado. El
producto de la digestion enzimatica fue sembrado en geles de poliacrilamida al 15 %
(p/v), sometido a electroforesis y tefiido de igual manera que en la técnica descripta en

el apartado XLVII.

XI.X — Obtencion de oligonucledtidos sintéticos doble hebra y marcacion radioactiva de

los mismos
Las hebras de cada uno de los oligonucleétidos utilizados en el Capitulo Il fueron
obtenidos por sintesis quimica en forma separada (Tabla 1, Alpha DNA
http://www.alphadna.com/). Para todos los oligonucleétidos doble hebra, las
secuencias fueron idénticas en el centro y presentan una hibridacidon de forma tal que

guedan 4 nucledtidos desapareados en ambos extremos, que son los que van a servir

de molde para la marcacién por extensién con [a—gZP]dATP, como se describe a
continuacion.

La hibridizacion de las hebras complementarias se llevé a cabo mezclando 400 ng de
cada una de ellas en un volumen de 20 ul finales de agua. La solucion se mantuvo
durante 5 minutos a una temperatura de 85 °C, dejando luego que ésta baje
gradualmente hasta alcanzar las condiciones ambientales. Dos pl de la solucién de

oligonucleétido doble hebra fueron incubados en un volumen final de 50 pl, en

32
presencia de 10 uCi [a— P]dATP (3000 Ci/mmol), dCTP, dGTP y dTTP 0,2 mM c/u, 1,5 U
de Klenow (Promega) y solucién amortiguadora 1 x suministrada por el proveedor de la

enzima. La reaccion de marcacién se llevd a cabo durante 16 horas a temperatura

32
ambiente y el [o— P]dATP no incorporado se elimind como se indicé en la seccién

XLV,
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XI.XI — Ensayos de retardo en geles

Los ensayos de retardo en geles fueron realizados segun el protocolo descripto (Sessa
y col., 1993). Se incubaron aproximadamente entre 20 y 50 ng de proteina de fusién

purificada (GST-OsWRKY47 y GST-HaWRKY76), en presencia de ADN doble hebra

marcado radioactivamente con [a—gZP]dATP (5000 pCi/calle) en un volumen final de
soluciéon de unidn de 20 pl. Después de incubar durante 20 minutos a 4 °C, se adiciond
ficoll hasta 2,5 % (p/v) final, y las mezclas de unién se sembraron en un gel de
poliacrilamida no desnaturalizante previamente precorrido a 100 V constantes durante
90 minutos. La solucion 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 modific6 a 120 V constantes. La electroforesis se dejo transcurrir
aproximadamente 1,5 horas. Posteriormente el gel se secd y se expuso a una placa

radiografica con pantalla intensificadora a =80 °C, durante 16 horas.

XI.XIl — Ensayos de competencia

Para una identificacidn 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 oligonucledétido marcado. Luego, se
procedid con la incubacién de la mezcla y demds pasos del ensayo descripto en la

seccion anterior.

Xl = Soluciones de trabajo utilizadas

SSC 6 x: NaCl 0,9 M, citrato de sodio 0,09 M

TBE 1x: Tris-HCI 89 mM, H3BO3 89 mM, EDTA 20 mM
TAE 1 x: Tris—acetato20 mM (pH 8,5), EDTA 1 mM

Denhardt 100 x: Polivinilpirrolidona 2 % (p/v), albimina sérica bovina 2 % (p/v),
ficoll 2 % (p/v).
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FAA: Etanol 50 % (v/v), acido acético glacial 5 % (v/v), formaldehido 3,7 % (v/v),

se completa con agua bidestilada.

Gel nativo (para ensayos de retardo): Acrilamida 30 % (p/v) 6,5 ml,
bisacrilamida 2 % (p/v) 1,6 ml, TBE 10 x 2 ml, glicerol 50 % (p/v) 2 ml, (NH,4),S,0g (APS)
30 % (p/v) 150 pul, TEMED 44 pl, agua bidestilada 40 ml.

HEPES 1 x: HEPES 20 mM (pH 7,8), EDTA 10 mM. Se lleva a pH con NaOH.

Medio de cultoivo LB (Luria Bertani): Peptona de carne 10 g/l, extracto de
levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l (pH 7), Para preparar el medio sélido se afiade 15 g/I de
agar.

Medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962): KNO3 1,9 g/l, NH4NO3 1,65 g/l,
CaCIZ.ZHZO 0,44 g/, I\/IgSO4.7HZO 0,37 g/l, KHZPO4 0,17 g/, NaZEDTA 37,3 mg/l,
FeSO4.7HZO 27,8 mg/|, I\/InSO4.4HZO 22,3 mg/I, H3303 6,2 mg/l, ZnSO4.4HZO 8,6 mg/l, KI
0,83 mg/I, Na_MoO,.2H.0 0,25 mg/I, Cus0,.5H,0 0,025 mg/I, CoCl,.6H,0 0,025 mg/I.

Se ajusta el pH a 5,8 con NaOH 1 M. Para medios sdlidos se afiade 8 g/l de agar.
Medio de reaccion de PEPCK: HEPES 100 mM (pH 7,5), B-mercapto etanol 5
mM; KHCO3 100 mM, PEP 20 mM, ADP 0,3 mM, NADH 0,25 mM, MgCl, 5 mM, MnCl, 1

mM, malato deshidrogenasa 1U.

PBS: NaCl 8 g/I, KCI 0,2 g/I, NaZHPO4 1,44 g/|, KHZPO4 0,24 g/l. Se ajusta apH 7,4

usando HCl.

Solucion | de Minipreparacion: Tris—HCI 25 mM (pH 8,0), glucosa 50 mM, EDTA
10 mM.

Solucidn Il de Minipreparacion: NaOH 0,2 N, SDS 1 % (p/v).
Solucioén Il de Minipreparacion: KAc 5 M (pH 4,2).

Solucién amortiguadora de infiltraciéon: MgCIl2 10 mM y 150 uM de

acetosiringona
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Solucién amortiguadora de extraccion de ARN: LiCl 400 mM, Tris-HCI 200 mM
(pH 8), EDTA 25 mM, SDS 1 % (p/v)

Soluciéon amortiguadora de histoquimica: X-Gluc 1 mM; NaH,PO4 100 mM (pH
7), Triton X-1000,1 %

Solucién amortiguadora de homogeneizacion para carbohidratos: metanol
62,5 % (v/v), cloroformo 26,8 % (v/v), buffer fosfato de sodio 5,4 mM (pH 7,5),
EDTA 0,1mM

Solucion amortiguadora de extraccion de PEPCK: Bicina-KOH 200 mM (pH 9),
DTT 25 mM

Solucion amortiguadora de reaccion: HEPES 25mM (pH 7,6), Tritén X—100 0,05
%

Solucion de corrida Laemmli 10 x (Laemmli, 1970): Tris 250 mM, glicina 2,5
M, SDS 1 % (p/v)

Solucion astringente: urea 8 M, Na,C0O5; 100 mM (pH 10,0)

Solucion de extraccion de ADN: Tris—HCI 200 mM (pH 8,0), NaCl 250 mM, EDTA
25 mM, SDS 0,5 % (p/v)

Solucion de extraccion de GdA: sacarosa 0,4 M, NaCl 0,5M, Tris-HCI 50 mM (pH
8,0)

Solucion de siembra en geles de agarosa: Azul de bromofenol 0,25 % (p/v),

xilencianol FF 0,25 % (p/v), glicerol 30 % (v/v)

Solucion de siembra en geles de retardo: Tris—HCI 100 mM (pH 7,0), glicerol 20
% (v/v), SDS 4 % (p/v), B—mercaptoetanol 10 % (p/v), azul de bromofenol 0,01 % (p/v)

Solucion de unidn en geles nativos (para ensayos de retardo): HEPES 20 mM

(pH 7,5), KCI 50 mM, MgCl_ 2 mM, EDTA 0,5 mM, DTT 1 mM

Solucién OLB: Mezcla de las soluciones A, By C en una relacion 100:250:150
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Solucién A: 1 ml de soluciéon O (Tris—HCI 1,25 M (pH 8,0), MgCl, 125
mM), 18 ul B-mercaptoetanol, 5 ul dCTP, 5 pl dGTP, 5 ul dTTP 100 mM c/u.

Solucién B: HEPES 2 M (pH 6,6).

Soluciéon C: Hexanucleétidos de secuencia al azar (dN6) de

concentracion 90 DO/ml

Solucidn de prehibridizacion: SSC5 x, SDS 0,5 % (p/v), solucién de Denhardt 5 x

TRIZOL casero:

Preparacion de fenol acido

— Se fundid el fenol (guardado en congelador a — 20 °C) en un bafio a 68 °C

— Se adiciond 0,1 % de hidroxiquinoleina (antioxidante, inhibidor de ARNasas) y agua
bidestilada para saturar. Se dejo descansar un dia. Se extrajo el agua de la fase
superior y se le adicioné agua nueva. Estos dos ultimos pasos se repitieron dos veces
mas. Se fracciond en frascos, se rotuld y se guardd en heladera. De esta forma el

fenol es estable entre 8 a 10 meses.

Para la preparacion de 100 ml de Trizol: fenol acido 38 ml, tiocianato de

guanidina 0,8 M (9,453 g), tiocianato de amonio 0,4 M (3,045 g), NaAc 0,1 M (pH 5,0)
3,34 ml (del stock 3 M), glicerol 5 % 5,75 ml (del stock 87 %), agua bidestilada estéril

hasta completar los 100 ml.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes:

Para la preparacién del gel de separacién 12 % (p/v): Acrilamida/Bisacrilamida

30:0,8 1,6 ml, Tris—HCI 8 x (pH 8,9) 0,48 ml, SDS 10 % (p/v) 40 pl, agua destilada 4 ml,
APS 10 % (p/v) 26,6 pl'y TEMED 5,6 pl.
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Para la preparacion del gel de concentracidn: Acrilamida/Bisacrilamida 30:0,8 0,41 ml,

Tris—HCI 8x (pH 6,8) 0,25 ml, SDS 10 % (p/v) 20 pl, Agua destilada 2 ml, (NH,4),S,03

(APS) 10 % (p/v) 20 pl y TEMED 2 l.

Xlll — Tabla de oligonucledtidos empleados

OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS PARA PCR EN TIEMPO REAL
ID/NOMBRE DEL NOMBRE DEL . .
GEN OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA (5" 3)
AtACT-F GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG
AT3G18780 AtACT-R AACGACCTTAATCTTCATGCTGC
ABA1-F GACCGATAACGAAGGAAGAAGATA
AT5G67030 ABA1-R TTCGGAGTTTTCCTGATTACTTTC
ABA2-F TA TTGACTAGGAGTGTTGCA
AT1G52340 CTAGGCTTGACTAGGAGTGTTGCAG
ABA2-R AGCAAAATTCCTGAAACCAACAAAT
ABI1-F AAAGAAGATGATTGTCTGATTTTGG
AT4G26080 ABI1-R TATGTTGTCTTTGCTTCCTCTCTG
ABI2-F AGTGATGGTCTTTGGGATGTAATGA
ATS657050 ABI2-R TTTCCTTATTCCCTTCAAATCAACC
ABI3-F ACGTCAGCAGGTGGTACCAG
AT3G24650 ABI3-R GGCAAGTGTGTCTCAGCTTC
ABI4-F ACAAGGAGGAAGTGGGTGTAATAA
AT2G40220 ABI4-R TGGGATCAATAAAATCCCAAATAC
ABI5-F GAAGAGAATGCGCAGCTAAA
AT2636270 ABI5-R TTGTGCCCTTGACTTCAAAC
AT1G77120 ADH1-F GGGTACTTTCTTCGGGAACTACAAA
ADH1-R CTCTCTCCCTTCAGCATGTAATCAA
ASP2-F TCTGTCCGTACATTTGTTGCTGAT
ATSG19550 ASP2-R TACTAGCCACATCTGCTGACTTGC
ATT1-F ATCTATTCCCTTGCCTTCACCTTC
ATAG00360 ATT1-R GAAGGCGTTTGCAGTAGAAATTGT
- TTGTTGAA
AT2GA2540 COR15a-F GAAAGCGAAAGACTACGTTGTTG
COR15a-R AGACCCTACTTTGTGGCATCCTTAG
EM6-F GAAAGGAGCAGTTAGGAACTGAAGG
AT2G40170 EM6-R ATATTACATCCGTGTGGGGAAGTTT
GA20X;-F CGTTTCCGCAGAGCTAGTCTCTG
AT1G78440 GA20X;-R AGTGGACCCGAACCGGAATCATG
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ATSG07200 GA200Xa-F GGCGGTGGTGAACAGCGAGAG
GA200X:R GTGAGCCAATCTGAAAAGGCTTGGA
- AACTACT
AT1615550 GA30X,-F CCCAACATCACCTCAACTACTGC
GA30X,-R ACTTGTAGACCGGCGGTATTGTT
ATAG33070 PDCL-F AAGCCATTGAAGTGTGAATCAAGAG
PDCI-R CATCCTTTTGGCAGCTTTAGTTTTT
RAB18-F AGGAGGAAGAAGGGAATAACACAA
ATLG43850 8 GAGGAGGAAGAAGGG
RAB1S-R AAGCTTTTCCTTGATCTTGTCCATC
RD29a-F AGAAGTTTGCTTCAATGCTAGGTT
AT5G52310 93 CAAGTTTGC
RD29a-R CTACCCGACACACTTTTATCTTCC
AT5G52300 RD29b-F GAGGAGAGAAGAAGACAACGGCTAC
RD29b-R AAGTGATTGTGGAGACTCTTCAACG
SDP1-F CAGCTAAGCTCGCGCATCTA
AT5G04040 SDP1-R CCTTCCCACTCCTGAGCAAA
SUS1-F AAGAAGCCGATTCTCTTCACAATG
AT5G20830 SUS1-R TTGTCCTTTGACTCTTTCCTCCTG
SUS4-F CTTGACATTGACTGGTGTCTACGG
AT3G43130 SUS4-R CACTCTTCATGAGCAAGAGGAACA
HaACT-F GGTAACATCGTGCTCAGTGGTGG
HaACTINA2/8 HaACT-R AACCACCTTGATCTTCATGCTGC
W10q-F AATAAGGTGTATTGTCCAA
AWRKYL0 0q G GGTGTATTGTCCAACGCC
W10gR GCGCGGGAGAGTACGTGAAAC
AWRKY7E W76q-F GTTCCAGTTATTAAGTCACGATTTAAACG
W76q-R CACTCGTTTTGTACAAACGAAGTCG
W47q-F ACTACGCGAACCTCATCAGC
LOC_Os07g48260 W47gR CAGTACCGGAGAGTGGCAGT
lsom-F ACCTCCCTCTTCCTCCTCCT
LOC_0s01g01369 lsom-R GACAAAGGTTCCCTCGATGA
Rodan-F CAACAAGAAGGAGCTGGAAGC
LOC_0s02g06230 Rodan-R GTAGGAAATGTTGCGAGCACC
MetCat- F GCTACGTCCTCACCATGCTC
LOC_0s03g29850 MetCat- R TGTGCTGCTCAGCTTACCCT
CaBP-F CCAAGCAACAGCGAGAATTT
LOC_0s12g36110 CaBP-R GCTGATCACATGAGCTGGAGT
Cis-F GAATTCTCCATGTGACCCTTGC
LOC_0s03g01210 Cis-R TCTGCCATGCTCATCTCTTGC
Recqin-F GAAGCTCAACTCGCTCAACC
LOC_0s06g36270 Recqin-F CAAATCGGCAGGTATGTCG
Serep-F TCAGCTGCGCCTTGCCC
LOC_Os06g46143 Serep-R GAGGAGGAGGACGGGAAGT
DIR-F CTCCTTGTCCTCTGCCTCCT
LOC_0s04g57130 DIR-R CGACGAGTTCCGGTGAAG
PRRC-F AGGATCAGTACACGCCGTTC
LOC_0s03g16950 PRRC-R CGCAGTATTGACCGAACCTT
FER-F GATTGAGACGCTGTCCAAGG
LOC_0s05g253350 FER-F GTAATGGTGGCCTCTTGGTG
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OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS PARA CLONADOS

uUso NOMBRE SECUENCIA (5'=3)
RT-PCR y 3'RACE PolyT-V [TTTTTTTTTITTITTITTITTITITITTV
ADNc de HaW76ADNc-F GCGACTAGTATGGCGGTTGATTTCGTC
HaWRKY76
HaW76ADNc-R GCGAGATCTTCACTTTGGCTCACCATA
completo

Obtencioén del

EST de W10DEG-R GGRATRTCAGCCAGCTTCATACTAATTGC
HaWRKY10
Obtencidn del
extremo 3" de W10RACE-F GCAATTAGTATGAAGCTGGCTGAYATYCC

HaWRKY10

ADNc completo
de HaWRKY10

HaW10ADNc-F

GGGGGATCCCCATGGCAGTAGATCTCATA

ACCGG

HaW10ADNc-R

GGGGTCGACCCTTTACCAAACTTTCACTAC

CG

ADNc completo

OsW47ADNc-F

CCCAGATCTCCATGGCGTCTCCTGATGGTG

GCG

de OsWRKY47 CCCGGTACCTTAAGGATCGAAGCCAAACA
OsW47ADNc-R
TGTCG
Promotor GGGTCTAGATACGTGCATGGTTGGTTTGA
CaPU-F
completo de GCG
OsCaPU CaPU-R GGGCTCGAGAGGAGAGGCATGGTTGCGG
GGGTCTAGACACAAGGCTTTTGCTTATTCT
Promotor PRRC-F
GGTCA
completo de
CCCCTCGAGCTGGGGAGGAATGGTTGGAT
OsCaPU PRRC-R
C
Fragmento de CaPUfrag-F TGTGAATAATCAAATGCTACCACA
promotor de
CaPUfrag-R CGCACAGATACTCATTCACTACG
OsCaPU
Fragmento de PRRCfrag-F TCCCTGTTAGTCGTTGTGGA
promotor de
PRRCfrag-R TATTGCTGAGTCGGACATGG
OsPRRC
Promotor de CaPUdel-F ATCAAATGCTACCACAATAAAACCATATAT
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OsCaPU con caja

CaPUdel-R TCCGTTTTTAAATATATATGGTTTTATTGTG
W47 delecionada
Promotor de CaPUsust-F CCACAATAAAAGTCAATACCATAT
OsCaPU con caja
CaPUsust-R ATATGGTATTGACTTTTATTGTGG
W47 sustituida
Promotor de PRRCdel-F TAACCGAGTCAAATATAACTGACTCGTAG
OsPRRC con caja
PRRCdel-R CTGCTTGCTACGAGTCAGTTATATT

W47 delecionada

OLIGONUCLEOTIDOS PARA ENSAYOS EN GELES DE RETARDO

uso NOMBRE SECUENCIA (5'=3")
GATGAAGCTTCCTGGACAAT(12N)GCAGT

Selex Selex 12N

CACTGAAGAATTCT
Selex Selex A GATGAAGCTTCCTGGACAAT
Selex Selex B CAGAATTCTACAGTGGCTGC
EMSA Oligo 1F AATTGAGATTAAGTCAACTGACAG
EMSA Oligo 1R GATCCTGTCAGTTGACTTAATCTC
EMSA Oligo 2F AATTGAGATTAGGTCAACTGACAG
EMSA Oligo 2R GATCCTGTCAGTTGACCTAATCTC
EMSA Oligo 3F AATTGAGATTAAGTCAATTGACAG
EMSA Oligo 3R GATCCTGTCAATTGACTTAATCTC
EMSA Oligo 4F AATTGAGATTAGGTCAATTGACAG
EMSA Oligo 4R GATCCTGTCAATTGACCTAATCTC

Tabla 1: Oligonucledtidos empleados
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Introduccién- Capitulo 1

CAPITULO I: HaWRKY?76 le confiere a las plantas caracteristicas

agronomicas deseables en condiciones de crecimiento normales y

mayor tolerancia al estrés por exceso o defecto de agua

INTRODUCCION

1= Las plantas y el estrés

Frecuentemente, el entorno genera estrés sobre las plantas afectando su desarrollo. El
estrés se genera como producto de un factor externo, bidtico o abidtico, de influencia
negativa sobre el organismo. El estrés abidtico es producido por condiciones
ambientales que reducen el crecimiento y rendimiento de la planta por debajo de
niveles optimos. Mientras que algunos factores ambientales tienen la capacidad de
generar este efecto en pocos minutos (por ejemplo, temperatura del aire), para otros
son necesarios dias o semanas (por ejemplo, sequia) e incluso meses (por ejemplo,
falta de nutrientes). Un medio o factor estresante para una especie, puede no serlo
para otra, y de esta manera el suelo y el clima limitan la distribucién de las diferentes
especies vegetales (Taiz y Zeiger, 2006).

Un 96,5 % del area rural mundial estd afectada por factores que producen estrés
abidtico. En estudios sobre estimaciones del impacto de distintos tipos de estrés
abidtico, sobre la produccién de cultivos de interés agrondmico, se muestra que el
déficit de agua se da en un 16 % y las inundaciones en un 10 % del drea arable. El
estrés por frio se da en un 26 % del drea cultivada y el 39 % de las zonas aptas para la
agricultura presentan estrés por falta de nutrientes o por falta de minerales (Cramer vy
col., 2011).

En condiciones de crecimiento a campo las plantas se enfrentan a combinaciones
complejas de distintos tipos de estrés bidtico y abidtico (Mittler, 2006). En la Figura 1
se muestra un modelo esquematico de la respuesta de la planta a este ultimo tipo de

estrés.
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Figura 1: Modelo de las vias de sefializacion de respuesta de la planta frente a
estrés abiotico. Los ovalos representan proteinas, metabolitos o procesos. Las
lineas solidas representan conexiones directas, las lineas punteadas representan
conexiones indirectas (por medio de moléculas mediadoras). La linea gris indica que
esta reaccion no ha sido descripta en plantas. En este diagrama no se muestran
todos los detalles del efecto del estrés y de las hormonas con el fin de simplificar el

modelo (tomado de Cramer 2011).

Il — Las vias de respuesta de las plantas frente a estrés

Las respuestas moleculares de las plantas frente a estrés abidtico incluyen

interacciones y regulaciones cruzadas entre muchas vias moleculares (Rabbani y col.,
2003; Seki y col., 2002; Takahashi y col., 2004). Una de las sefiales mas tempranas en
muchos estreses de tipo abidtico incluye a las especies reactivas de oxigeno (EROs) y
también a las especies reactivas del nitrogeno. Estas moléculas modifican la actividad
enzimatica y la regulacién de la expresién génica, formando parte de un proceso de
sefalizacion en el que interaccionan con distintas hormonas (Mittler y col., 2011,
Molassiotis y Fotopoulos, 2011; Wilkinson y Davies, 2010). Las hormonas son

reguladores muy importantes de la respuesta a estrés y particularmente el ABA vy el
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etileno, son las dos hormonas que mas injerencia tienen en este tipo de respuestas
(Goda y col., 2008). Ademas, muchos estreses de tipo abidtico afectan directa o
indirectamente la sintesis, concentracion, metabolismo, transporte y almacenamiento
de los carbohidratos. Los azucares solubles actuan como sefiales, interactuando con
luz, nitrégeno y factores de estrés abidtico para regular el desarrollo de la planta y su
crecimiento. En Arabidopsis, un 10 % de los genes responden a tratamientos con
azucares (Kang y col., 2010; Obertello y col., 2010; Osuna y col., 2007). El analisis de
mutantes reveld que hay elementos pertenecientes a la via de sefalizacién de
azucares que interaccionan con etileno, ABA, citoquininas y luz (Arenas-Huertero y
col., 2000; Finkelstein y Gibson, 2001; Franco-Zorrilla y col., 2005; Zhou y col., 1998).
Todas estas evidencias son claros ejemplos de la complejidad de las vias de

sefializacion y de la interconexidn y regulacién cruzada de sus componentes.

Il — El estrés por falta de agua: sequia

Las plantas estan constituidas por 80-95 % de agua que es fundamental, entre otras
cosas, para poder realizar la fotosintesis. Por cada gramo de materia organica que se
sintetiza por este proceso, 500 gramos de agua deben ser transportados por el sistema
vascular y el tejido vegetativo de la planta y, lo que no es utilizado, egresar finalmente
por los estomas. Mantener un balance entre flujo, absorcion y pérdida de agua es tan

complejo como fundamental para la subsistencia de las plantas (Taiz y Zeiger, 2006).

Las especies vegetales pueden sobrevivir a la sequia durante periodos limitados gracias
a distintos mecanismos de adaptacidn. Algunas especies mantienen el funcionamiento
celular con un alto potencial hidrico (y en consecuencia, con los tejidos hidratados) y
otras logran lo mismo con un bajo potencial hidrico (funcionan aun con una elevada
deshidratacion). Un tercer grupo escapa a la deshidratacion provocada por las sequias

cumpliendo su ciclo reproductivo sélo en los periodos de lluvia (Taiz y Zeiger, 2006).

La respuesta de las plantas al estrés es modulada por la intensidad, duracién y tasa de

progresién del mismo. Sin embargo, en lineas generales, las plantas dejan de
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desarrollar las ldminas y el tallo frente a la carencia de agua. Ademas, los tallos
disminuyen su darea por la pérdida de presién de turgencia y, dependiendo de la
severidad del estrés, entran en senescencia. Por otra parte, el tejido radicular crece
para lograr alcanzar zonas del suelo mds profundas aun himedas, e inmediatamente
los estomas se cierran para evitar perder agua por evaporacién. A nivel celular se
produce un aumento en la sintesis de proteinas y solutos osmoprotectores para
proteger a las macromoléculas y a las estructuras celulares de las EROs, generadas
como consecuencia de la rotura de la homeostasis celular (Bray, 2004; Finkelstein y
Rock, 2002; Hjellstrom y col., 2003; Hoekstra y col., 2001; Miller y col., 2010; Munné-

Bosch y Alegre, 2004; Peng y col., 1996; Taiz y Zeiger, 2006, Figura 2, derecha).

1Il.1 = La respuesta fisioldgica y morfoldgica de las plantas

Las plantas, en pos de su adaptacién frente al estrés, desencadenan respuestas que
afectan su morfologia y la fisiologia de sus tejidos. Las hojas de la planta sometida a
estrés hidrico sufren un decaimiento en el potencial hidrico y se genera la induccion
del cierre estomatico. Ademas, se incrementa la produccién de EROs (comparado con
los niveles imperantes durante las condiciones de irrigacion adecuada), que afectan la

estabilidad de la membrana plasmatica. (Figura 2, izquierda, Osakabe y col., 2014).
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Figura 2: La respuesta de la planta al estrés hidrico. llustracién de la respuesta de las
plantas al estrés hidrico a nivel general en toda la planta (adaptado de Zingaretti

2013, derecha) y de la hoja (adaptado de Osakabe 2014, izquierda).

La concentracién de ABA en hojas puede incrementarse mas de 50 veces en
condiciones de estrés hidrico, siendo éste el cambio de concentracién mas dramatico
informado para cualquier hormona en respuesta a un cambio medioambiental (Taiz y
Zeiger, 2006). Tanto la redistribucién de ABA como su biosintesis son muy efectivas en
causar el cierre estomatico, y su acumulaciéon en hojas estresadas juega un papel
importante en la reduccién de la pérdida de agua por transpiraciéon en condiciones de
estrés hidrico (Cui y col., 2008; Radin, 1981). Este cierre estomatico trae aparejado un
menor intercambio gaseoso y una reduccién del suministro de CO,, que junto con el
agua son sustratos necesarios para la fotosintesis (Figura 2). Entonces la fotosintesis y
el nivel de carbohidratos de la hoja se ven alterados directamente por el déficit de
agua o indirectamente por el menor crecimiento de las hojas producido por la
adaptacion al estrés (Pinheiro y Chaves, 2011). Las reservas de sacarosa son
continuamente ajustadas como resultado del desbalance entre el suministro y la
utilizacién del carbono en toda la planta y por la particién alterada almiddn-sacarosa,
gue es regulada a su vez por muchos factores, incluyendo la sequia (Chaves, 1991). El
desbalance entre la absorcidn del carbono en las fuentes y el uso de fotoasimilados
por los sumideros, hace que las reservas de azlcar se alteren en distintos

compartimentos de la planta. Por ejemplo, la concentracién de azucares solubles en
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hojas puede verse incrementada (en el inicio de estrés de tipo moderado), mantenerse

constante o disminuir (en estrés intenso, Pinheiro y Chaves, 2011).

Il.I.1 — El desarrollo diferencial de la raiz

La elongacién de la raiz en suelos secos estd limitada generalmente por una
combinacién de impedancia mecdnica (impedimento en la penetracion en el suelo) y el
estrés hidrico en si (Bengough y col., 2011). La toma de agua de la planta en estrés
hidrico depende del tipo de suelo y su estructura, de los espacios de aire entre el suelo
y la raiz, y de la conductancia hidraulica de la raiz (que es la facilidad con la que la raiz
deja pasar agua a través de ella por unidad de area transversal a la direccién del flujo).
Este ultimo factor es mds importante al principio del estrés, pero cuando la carencia de
agua se hace mds pronunciada, los dos primeros comienzan a tener un papel

fundamental (Aroca y col., 2012).

La pregunta que surge a la hora de buscar un mejoramiento frente al estrés hidrico
modificando el sistema radicular es: équé caracteristica de la raiz seria mas dutil

modificar y en qué condiciones de estrés le seria mas Util a la planta?

Hay varias caracteristicas morfoldgicas de la raiz asociadas a que la planta mantenga su
productividad cuando sufre estrés hidrico. Por ejemplo, para los cereales en ambientes
con déficit de agua tardios, un menor diametro de las células del xilema en raices
adventicias seminales resulta en mayor rendimiento. En cambio, la capacidad de
generar elevada densidad de raices que crezcan en profundidad y con mayor didmetro
de las células del xilema puede mejorar la absorcién cuando el agua esta disponible en
capas profundas del suelo. La capacidad de reanudar rdpidamente el crecimiento luego
de la reirrigacidon podria mejorar la productividad de las plantas en zonas con sequias

intermitentes (Comas vy col., 2013).

El éxito de estos fenotipos dependera de los sistemas de cultivo considerados y de las
propiedades especificas de cada suelo. En la agricultura moderna, la alta densidad de

siembra es un aspecto muy importante a tener en cuenta, dado que la competencia
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entre los individuos puede regular el angulo de las raices y su desarrollo, afectando

toda su arquitectura (Meister y col., 2014).

.1l — Las vias de sefializacion

El ABA es un regulador central de muchas respuestas de las plantas frente a estreses
de tipo medioambiental, especialmente el generado por sequia (Chinnusamy vy col.,
2008; Hubbard y col., 2010). Su seializacién puede ser muy rapida, sin la necesidad de
involucrar en su respuesta actividad transcripcional. Un claro ejemplo de esto es el
control de la apertura estomatica mediado por ABA a través de regulaciones
bioquimicas de iones y transporte de agua (Kim y Maik, 2010). La expresidon de muchos
genes de respuesta al estrés se inducen ademads por la aplicacién de ABA (Bray, 1993;
Cramer y col., 2011; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Skriver y Mundy, 1990).
En muchos casos esta induccién es debida a que estos genes contienen en sus
promotores una secuencia en cis de seis nucledtidos que se conoce como ABA
Responsive Element (ABRE, Guiltinan y col., 1990; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki,
1994). Sin embargo, el analisis de la expresién de los genes de respuesta a estrés en
mutantes deficientes en o insensibles al ABA indican que algunos de los genes de
respuesta a estrés estan regulados de forma independiente al ABA (Gilmour y
Thomashow, 1991; Gosti y col., 1995; Nordin y col., 1991). En sus promotores, estos
genes presentan secuencias en cis denominadas DRE del inglés Dehydration
Responsive Element (Stockinger y col., 1997; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1994)
gue responden al estrés osmatico o por frio pero no al ABA. Los miembros de la familia
de FTs EREBE/AP2 unen el elemento en cis DRE y los miembros de la familia b-Zip
regulados por ABA unen la caja ABRE (Hirayama y Umezawa, 2010; Xiong y col., 2002).
De esta forma, las vias de sefializacidon dependiente e independiente del ABA pueden
funcionar de forma paralela para mediar la respuesta frente a estrés (Gosti y col.,

1995; Stockinger y col., 1997; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1994, 2006).
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1V — Fitomejoramiento para mejorar la tolerancia de las plantas al estrés hidrico

La eficiencia del uso del agua, es un parametro importante en el fitomejoramiento, ya
gue da una idea de la calidad y aptitud de un cultivo en déficit hidrico (Osakabe y col.,

2014).

Gracias a todos los mecanismos de respuesta que las plantas desencadenan frente al
estrés, las células en si mismas generalmente no experimentan deshidratacién en el
rango del déficit de agua descripto en situaciones agricolas de estrés hidrico. Por otro
lado, la respuesta a estrés hidrico severo mediada por cierre estommatico tiene como
consecuencia una menor eficiencia fotosintética que afecta el crecimiento y
rendimiento de los cultivos. Es por eso que las estrategias biotecnolégicas que utilizan
genes que confieren tolerancia a desecacion o estrés hidrico severo mediada por cierre

estomatico son poco atractivas (Skirycz y col., 2011; Tardieu, 1996).

Por esto es muy importante definir qué es estrés hidrico y tolerancia a estrés hidrico
para cada cultivo en particular, teniendo en cuenta su desempefio y discutiendo los
escenarios a los que se veria expuesto en cuanto a clima, suelo y practicas de manejo
de suelo. A su vez, es necesario evaluar qué tan frecuentemente un dado escenario de
estrés hidrico afecta a una poblacion en particular en un determinado ambiente.
También hay que tener en cuenta que excelentes resultados obtenidos en un
escenario de estrés, pueden resultar poco interesantes para mejorar la seguridad
alimenticia en otras dreas geograficas con escasez de agua (Tardieu, 2011). En la Tabla
1 se muestran algunos ejemplos de caracteristicas de los cultivos y sus
ventajas/desventajas dependiendo del lugar en el que se desarrolla el cultivo en

cuestion.
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Tabla 1: Sintesis del efecto de distintas caracteristicas introducidas en los cultivos en
diferentes escenarios de clima, suelo y manejo de suelos. Abreviaturas: 2Cd (tiempo
térmico); C (carbono, adaptado de Tardieu 2011).

V — El estrés por exceso de aqua: plantas sometidas a aneqgamiento y a inundacion

total y parcial

El exceso de agua tiene un efecto negativo severo en la produccién de cultivos de
interés agrondmico dado que la mayoria de las variedades que se siembran no han
sido seleccionadas para lidiar con este tipo de estrés (Setter y Waters, 2003). El Panel
Intergubernamental del Cambio Climatico, conocido por el acrénimo en inglés IPCC
(Intergovernamental Panel on Climate Change) informdé que el cambio climatico
inducido por las actividades del hombre generd un incremento en las precipitaciones

fuertes y en la actividad de los ciclones y se estima que esto provocara que las llanuras
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lindantes a rios y tierras arables se vean sometidas mas frecuentemente a estrés por

exceso de agua (Arnell, 2004).

Algunas especies de plantas tienen una capacidad sorprendente de sobrellevar el
estrés por exceso de agua y otras pueden incluso crecer vigorosamente. La variacién
interespecifica tiene un fuerte impacto en la abundancia y distribucidn de las especies

en ecosistemas propensos a inundacion (Bailey-Serres y Voesenek, 2008).

La observacion de que algunas plantas pueden enfrentar el estrés por exceso de aguay
otras no, inmediatamente genera la pregunta sobre cudando un ambiente con exceso

de agua es estresante y para qué planta.

Hay especies que crecen en ambientes con frecuentes episodios de estrés por exceso
de agua y no son tolerantes a este tipo de estrés. Estas especies han desarrollado
diferentes estrategias de escape. Algunas completan su ciclo de vida entre dos eventos
de estrés y durante los periodos de estrés por exceso de agua sobreviven en estado
durmiente. Las plantas también pueden usar las llamadas estrategias de escape o bien
estrategias de retraso de la actividad metabdlica, desarrollando distintos tipos de
caracteristicas morfoldgicas y anatdmicas que se describirdn mds adelante (Bailey-

Serres y Voesenek, 2008).

V.l = La respuesta de la planta al exceso de agua

En lineas generales, la principal causa del estrés sufrido por las plantas cuando hay
exceso de agua es la reduccién del intercambio de gases. La difusién del oxigeno en el
agua es 10.000 veces mas lenta que en el aire y el flujo de O, en el suelo es 320.000
veces menor cuando los poros del suelo estdn llenos de agua en lugar de gas
(Armstrong y Drew, 2002; Colmer y Flowers, 2008). De esta manera, los niveles de O,
en las células pueden decaer a valores restrictivos para la respiracion celular. Del
mismo modo, se ve afectada la difusién del CO, y del etileno (Mommer y Visser, 2005).
La concentracién de la hormona etileno aumenta en tejidos rodeados de agua. Esta

acumulacién activa cascadas de sefiales especificas de respuesta a estrés por exceso
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de agua en pos de la adaptacién (Bailey-Serres y Voesenek, 2008). Sumada a la menor
difusion de los gases, la flora del suelo consume rdpidamente el oxigeno disponible
(esto acelera la deficiencia) y se producen sustancias toxicas para la planta (como por
ejemplo H,S). Ademas, dependiendo de la profundidad y la transparencia del agua, el
pasaje de la luz se ve afectado en diferentes medidas, haciendo que la fotosintesis de
plantas sumergidas sea mas ineficiente (Bailey-Serres y Voesenek, 2008; Nishiuchi y

col., 2012).

Para aclimatarse al estrés las células se valen de una regulacion fina de la produccién y
el consumo de ATP, la acidificacion limitada del citosol y el control de las EROs (Bailey-
Serres y Voesenek, 2008). La disponibilidad reducida del O, como aceptor final en la
cadena de electrones mitocondriales media una reduccion rdpida de la relacion
ATP:ADP (Gibbs y Greenway, 2003). Las células enfrentan esta situacién por medio del
aumento (al menos al inicio del estrés) de la glicélisis y la fermentacién, para generar
ATP y regenerar NAD®, respectivamente (Bailey-Serres y Voesenek, 2008). La
fermentacion se inicia con el catabolismo de sacarosa, para lo cual las plantas tienen
dos vias independientes: la via bidireccional de la sacarosa-sintasa dependiente de
UDP y la de la invertasa unidireccional. En anoxia la ruta de la sacarosa sintasa (SUS)
esta regulada de manera positiva al principio del estrés (Geigenberger, 2003; Koch,
2004). La sacarosa es catabolizada a glucosa, que ingresa en glicélisis y rinde piruvato.
El piruvato puede seguir tres vias de fermentacién diferentes que rinden NAD®,
necesario para reincorporarse en la glucélisis y generan en ese proceso lactato, etanol
o alanina mas 2-oxoglutarato. La produccion de etanol, si bien tiene un intermediario
téxico como el acetaldehido (que puede formar complejos con proteinas y ADN), es
relativamente benéfica para la célula dado que este producto difunde hacia el medio
extracelular sin generar dafio (si bien en alta concentraciéon puede acumularse). La
generacién de lactato es desfavorable para la célula dado que acidifica el citosol, a
menos que sea expulsado de la célula de forma activa, con gasto energético. Por otro
lado, la generacién de alanina y 2-oxoglutarato conservaria el carbono y facilitaria la

produccién de ATP (Bailey-Serres y col., 2012b; Bailey-Serres y Voesenek, 2008).

A grandes rasgos, hay dos tipos de estrés por exceso de agua con respuestas

particulares muy caracterizadas: uno de ellos es inundacion de la planta completa y el
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otro es anegamiento. A modo de ejemplo la Figura 3 resume los mecanismos de

respuesta que desarrollan distintas variedades de arroz que son tolerantes a estos

tipos de estrés.

Estrés por exceso de agua

/

Plantas inundadas

'd

Aireacion inferna

) 2
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Figura 3: estrategias de adaptacién a estrés por exceso de agua en plantas de arroz
(adaptado de Nishiuchiy col., 2012).

Como el principal efecto generado por el estrés por exceso de agua es la anoxia, la

mayoria de las respuestas estan dirigidas a facilitar la difusién del oxigeno disponible a

la planta o por la planta.

Una manera de facilitar este proceso es la formacién de un tejido especializado

llamado “aerénquima” (Figura 4). El aerénquima estd constituido por conductos de

gases interconectados presentes en tallos, peciolos y raices. Estos conductos pueden

ser constitutivos, inducidos por el estrés o formados en la generaciéon de raices

adventicias. En general, el aerénquima se puede clasificar en dos tipos (Evans, 2004):
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- Aerénquima esquizogénico, desarrollado como resultado de la separacion de
las células

- Aerénquima lisogénico, producido por muerte celular

En las raices, el aerénquima lisogénico se forma en el cértex, mientras que en el tallo

se forma en el cértex y en la médula (Armstrong, 1979).

En los siguientes apartados se ahondard mds en la respuesta particular frente a

distintos tipos de estrés por exceso de agua.

V.ll = Plantas inundadas

El estrés por inundacion (EPI) es un estrés producido cuando la regién aérea de la
planta se encuentra total o parcialmente cubierta de agua (Bailey-Serres y col., 2012a).
El EPI puede ser clasificado segln su duracién y profundidad del agua en EPI rdpido y
EPI profundo. El EPI rdpido dura poco tiempo (dias) y es causado por lluvias copiosas
gue generan que la planta quede sumergida pocos centimetros. El EPI profundo dura
muchos meses, se da en la temporada de lluvias y la profundidad que alcanza el agua
llega a varios metros. Dependiendo de la estrategia de adaptacion de cada planta, ésta
podria sobrevivir a uno u otro tipo de estrés (Bailey-Serres y col., 2012a; Nagai y col.,

2010).

Cuando la planta se encuentra inundada, y por lo tanto sus érganos no tienen acceso al
0O, del aire, en tallos se dan dos estrategias adaptativas opuestas: elongacién (escape)
e inhibicion de la elongacion y del metabolismo en general (quiescencia). Ambas
respuestas estan reguladas por factores de respuesta al etileno (ERF, de sus siglas en
inglés ethylene response factor), que son FTs que actuan corriente abajo del etileno
modulando el crecimiento del tallo mediado por la hormona giberelina (Bailey-Serres y

Voesenek, 2010).

La estrategia de quiescencia es util para la supervivencia en EPS rapido, dado que la
planta reduce al minimo su actividad metabdlica y reserva la energia disponible en
estos recursos para recuperarse cuando pase la situacidn estresante. Sin embargo, esta

estrategia no es util para EPS prolongados, dado que la planta corre el riesgo de
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guedarse sin reservas energéticas antes de que acabe la situacién adversa y morir. De
manera opuesta, la estrategia de escape es util en los EPS profundos y/o prolongados,
dado que la planta logra llegar a la superficie y enviar oxigeno a los tejidos en anoxia,
lo que le permite sobrellevar mejor el estrés. Sin embargo, si el EPS es rapido, las
plantas que desarrollan la estrategia de escape consumen sus recursos en elongar el
tallo y cuando pasa la situaciéon estresante, muchas veces mueren (Bailey-Serres y

Voesenek, 2008; Bailey-Serres y Voesenek, 2010; Nagai y col., 2010).

En general las hojas de plantas en EPS desarrollan un grosor menor, con cuticulas y
paredes celulares mas finas y reorientan los cloroplastos hacia la superficie. Estos
mecanismos reducen la resistencia de la difusién del CO, y el O, y entonces mejoran la
fotosintesis y el metabolismo aerdbico, respectivamente (Bailey-Serres y Voesenek,

2008).

Durante el EPS, en algunas plantas como Oryza sativa, Melilotus siculus y Spartina
dnglica se forman ademas capas finas de aire atrapado entre las hojas sumergidas y el
agua de su alrededor, lo que favorece la aireacidn, la proteccidén frente a sustancias
toxicas y la tolerancia del cultivo (Bailey-Serres y Colmer, 2014; Nishiuchi y col., 2012;

Teakle y col., 2014; Winkel y col., 2011).

V.lll = Plantas en aneqgamiento

El anegamiento es otro factor ambiental que genera estrés en las plantas. En esta
situacioén el nivel de agua cubre el suelo (Bailey-Serres y col., 2012a). El anegamiento
genera anoxia en la parte radicular de la planta, ante lo cual, el organismo tiene varios
mecanismos de respuesta (Bailey-Serres y Colmer, 2014; Bailey-Serres y col., 2012a;
Bailey-Serres y col., 2012b; Bailey-Serres y Voesenek, 2008; Nishiuchi y col., 2012,
Figura 4):

- Formacién de aerénquima en raices

- Generacion de barreras que evitan la pérdida de oxigeno radial

- Deposicién de suberina en las paredes celulares y lignina en la epidermis
- Generacion de raices adventicias

- Crecimiento hiponastico
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La difusidon longitudinal del oxigeno hacia el apice de la raiz es mas eficiente si se
genera una barrera que evite la pérdida de oxigeno radial, dado que minimiza la
pérdida de O, desde la raiz al ambiente. Ademas, esta barrera impide que ingresen a la
raiz sustancias toxicas acumuladas debido al mismo anegamiento (Armstrong, 1979;
Colmer, 2003; Nishiuchi y col., 2012; Watanabe y col., 2013). Si bien no se sabe con
exactitud la composicién de esta barrera apoplastica, la lignina y la suberina que son
componentes naturales de algunas paredes, forman parte de la misma y se acumulan
mas en condiciones de anegamiento que en suelos no anegados (Nishiuchi y col., 2012;

Watanabey col., 2013).
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Figura 4: Respuesta de las plantas al estrés por exceso de agua. Arriba: Ejemplos de
caracteristicas desarrolladas en estrés por exceso de agua (adaptado de Bailey-Serres
y col., 2012). Abajo: ejemplo del cambio de la morfologia de raices inundadas. El
grosor de las flechas indica la cantidad de oxigeno disponible. Las cabezas de flechas
indican las distintas capas celulares en la raiz. Abreviaturas: Co (cortex); Ex
(exodermis); Ep (epidermis); En (endodermis); Sc (esclerénquima, adaptado de
Nishiuchi v col.. 2012).

V.1V — Recuperacidn del estrés por exceso de aqua

El daiio que sufren las plantas cuando se encuentran sometidas a estrés por exceso de
agua se puede intensificar cuando el agua retorna a niveles normales y los tejidos

guedan expuestos nuevamente a la atmédsfera (Sarkar y col.,, 2006). El incremento
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repentino de O, después de que el estrés por exceso de agua cesa, exacerba el estrés
qgue sufren las plantas dado que genera una produccidon excesiva de acetaldehido,
EROs y productos toxicos en las diferentes células de los distintos 6rganos, que
culminan en la oxidacion de las membranas lipidicas, proteinas, acidos nucleicos vy
carbohidratos (Bailey-Serres y Chang, 2005; Blokhina y col., 2003; Blokhina y col., 2000;
Sarkar y col., 2001). La luz directa del sol también amenaza la integridad de las hojas
adaptadas a la poca luz que recibian debajo del agua, generando fotoinhibicidn de la

fotosintesis (Baker y Bowyer, 1994; Luo y col., 2011).

La capacidad de la planta para readaptarse rdpidamente a las condiciones aerdbicas de
crecimiento a nivel fisioldgico y morfolégico es una variable muy importante en
tolerancia a estrés por exceso de agua (Gibbs y Greenway, 2003). Esta habilidad de la
planta de recuperarse del estrés que genera la hipoxia/anoxia de forma exitosa
subyace en su capacidad para mantener o incrementar los mecanismos de defensa

contra el dafio por estrés oxidativo y por acetaldehido (Luo y col., 2012).

Paraddjicamente, luego de que las plantas son reoxigenadas también sufren de estrés
hidrico debido a los cambios morfolégicos y fisioldgicos que han sufrido y por la
variacion abrupta de las condiciones de crecimiento. Entonces deben ser capaces de
readaptarse para soportar la deshidratacion (Setter y col., 2010) y, en consecuencia,

desarrollan caracteristicas fenotipicas asociadas a ese estrés.

Hay algunos trabajos en los que se correlaciona la capacidad de supervivencia
directamente con los niveles de carbohidratos que restan inmediatamente luego del
periodo de anoxia (Das y col., 2005; Ismail y col., 2013). Teniendo este ultimo dato en
consideracién, las plantas que toleran estrés por exceso de agua por el mecanismo de
guiescencia estarian mejor preparadas para tolerar la reoxigenacion, dado que
presentan mayores niveles de carbohidratos ya que durante el periodo de anoxia
disminuyen su actividad metabdlica. Las plantas que escapan del estrés por elongacién
del tallo y consumen en este proceso sus reservas energéticas se ven desfavorecidas

en la recuperacién (Luo y col., 2011).
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RESULTADOS

I = HaWRKY76 une una secuencia de ADN diferente de la caja W

Como ya mencionamos en la Introducciéon General, los FTs de tipo WRKY unen ADN
por medio del dominio denominado WRKY, una regién de 60 aminoacidos definida por
el motivo conservado de aminoacidos WRKYGQK. HaWRKY76 (Helianthus annuus
WRKY76) es un miembro de la familia lld de girasol, perteneciente a un nuevo clado,
aparentemente exclusivo de Asteraceas, cuya caracteristica mas distintiva es el cambio
del motivo WRKYGQK, ampliamente descripto, por WKKYGEK. En la posiciéon dos hay
un cambio de arginina por lisina y en la posicién seis hay un cambio de glutamina por
glutdmico, lo que suscité que renombremos a los FTs de este clado como FTs WKKY.
Aunque una de estas substituciones es conservativa, la capacidad de unidn del FT a las
secuencias en cis candnicas podria verse afectada, como ya fue observado para otro FT
del tipo WRKY (Ciolkowsky, 2008).

Una de las primeras preguntas que surgio es si los FTs de tipo WKKY unirian las mismas
secuencias en cis que los FTs WRKY.

Para comenzar a responder esa pregunta, se aislé la secuencia codificante de
HaWRKY76 y se expresd la proteina completa de manera recombinante en E. coli.
Luego, se realizaron ensayos de retardo en geles y se observd que HaWRKY76 une la
caja W consenso con muy baja afinidad (Figura 5, calle 4).

Notoriamente, la misma cantidad de proteina que se utilizé en la calle 4, en la calle 1
generd una banda de retardo de mayor intensidad que la observada con la caja W,
correspondiente a la union de HaWRKY76 con el oligonucledtido que posee 12 bases

de secuencia azarosa.

110



Resultados - Capftulo 1

Haw76 ++ + ++
12N + + +
caja W + +

Figura 5: HQWRKY76 no une con alta afinidad la secuencia consenso (C/T)TGAC(T/C),
reconocida por los FT de tipo WRKY. Se realizé un gel de retardo como se detalla en
M&M. Se indica en la fotografia de la placa la banda de retardo correspondiente a la
union de HaWRKY76 con el ADN. En la tabla inferior se indican las mezclas utilizadas
en cada calle. HAWRKY76 corresponde a la proteina HQWRKY76; 12N hace referencia
al oligonucledtido con 12 bases al azar y caja W hace referencia a un oligonucledtido
sintético que contiene la secuencia correspondiente a la caja W.

Para intentar determinar qué secuencias son unidas por HaWRKY76, se realizé un
ensayo de SELEX. Tras siete rondas de SELEX seguidas por geles de retardo, se clonaron
los oligonucleétidos seleccionados con mayor afinidad y se secuenciaron. En la Figura 6

se muestra la secuencia consenso obtenida a partir de ocho clones alineados.

Como se puede observar, en la posicién 1 de la caja W candnica presenta C/T y la
secuencia consenso para HaWRKY76 muestra la presencia de G o A. La posicién 3
parece estar muy conservada entre ambos dominios, de la misma manera que las
posiciones 4, 5y 6. Sin embargo, la posicién 7, cuya relevancia no estd descripta en los
FTs WRKY convencionales, seria importante para que HaWRKY76 reconozca y una

ADN, dado que en ella se seleccioné preferentemente la base A.
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(C/T)TGAC(T/C)

bits
—_

A JA A
(] T 2] o
A 44 2211 56 33 11 67
C 0 0 0 0 5 0 22

T 0 4 0 0 11 89 0
G 56 338 4 0 0 11

Figura 6: HQWRKY76 une una secuencia diferente al motivo consenso reconocido
por los FT de tipo WRKY. Se muestra en la parte superior la secuencia consenso de
la caja W. En letras de colores, seglin su tamafio se expresa la abundancia de cada
base en la posicién indicada. Abajo una tabla representa la abundancia de cada
base en forma numérica.

Il — HaWRKY?76 se expresa en raices, hipocotilos y aguenios en formacion y su

expresion es requlada por diferentes factores de estrés abidtico

Se asume que las proteinas codificadas por genes que se transcriben de forma
diferencial en ciertas condiciones o ciertos érganos, podrian tener una relevancia en la
respuesta de la planta o en el desarrollo del érgano en cuestion. Para investigar la
funcion de HaWRKY76 en girasol, inicialmente se realizaron ensayos de expresion

génica en diferentes érganos de plantulas y en plantulas con diferentes tratamientos.

La Figura 7 muestra que la expresion de HOWRKY76 es mayor en raices e hipocotilos
gue en cotiledones. Ademas, los niveles de transcripto de HaWRKY76 se incrementan
en capitulos y en embriones de aquenios en desarrollo. En capitulo en desarrollo la
expresion de HOWRKY76 aumenta paulatinamente hasta llegar a R3' y a partir de R4*

comienza a disminuir. En R5' continla disminuyendo hasta R5.6'. En embriones,

! Estadios de desarrollo del capitulo de girasol, descriptos por Schneiter y colaboradores en 1981. A
partir de R1 se observa el capitulo, que se va desarrollando hasta llegar a R5, en el que la inflorescencia
de girasol se abre y expone a las flores fértiles para que sean polinizadas. De R5 en adelante, se
desarrollan los aquenios.
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HaWRKY76 se expresa mas desde R5.6 hasta R6' y decae cuando el proceso de llenado

de semillas culmina en R8™.
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Figura 7: HAWRKY76 se expresa mas en raices e hipocotilos que en cotiledones e
incrementa sus niveles de transcripto en capitulos y aquenios en desarrollo. Izquierda:
arriba, niveles de expresion de HOWRKY76 en 6rganos de plantulas de 5 dias de girasol.
Abajo, fotografia de una plantula de 5 dias. Derecha: arriba, nivel de expresion de
HaWRKY76 en capitulos en formacién. Abajo, niveles de expresion de HaWRKY76 en
aquenios de girasol en desarrollo y fotografias ilustrativas de los mismos. Los niveles de
expresion se midieron por RT-gPCR, se normalizaron respecto de los de actina y se
relativizaron a los valores de la expresién en cotiledones y en capitulos en estadio R5.6,
considerados arbitrariamente 1. Las barras de error corresponden a desviaciones
estdndar de cuadruplicados biolégicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una
prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor
p <0,05.

Dados los objetivos planteados al inicio del trabajo de Tesis, se quiso determinar qué
factores provocan que HaWRKY76 se exprese de forma diferencial. Entonces se
tomaron plantulas de 5 dias y se las sometioé a distintos tratamientos hormonales y de
estrés abiotico (Figura 8). También se observd como se comportaban los niveles de
transcripto de HaWRKY76 en los 6rganos de las plantulas en condiciones de estrés

hidrico (Figura 9).
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Como se desprende de los resultados, HOWRKY76 esta regulado mayormente por
estrés hidrico, cloruro de sodio y exceso de agua. Particularmente en estrés hidrico
esta regulacion seria especifica en raices, dado que HaWRKY76 no varia su expresion
en hipocotilos o cotiledones sometidos a esta condicién. Por otro lado, ninguno de los
tratamientos hormonales utilizados o las heridas estarian regulando la expresion de
este FT en raices.

Si bien el tipo de ensayos realizados que se muestran en las Figuras 8 y 9 es util para
realizar una primera aproximacién general, las condiciones son muy diferentes de las
del medioambiente y por este motivo, muchas veces los resultados que arrojan estos
ensayos no se condicen con lo que sucede en plantas sometidas al estrés a campo.
Entonces, se eligieron dos tratamientos en los que HaWRKY76 cambia su expresion,
estrés hidrico e inundacion, y se realizaron ensayos en individuos de 15 dias,
intentando emular las condiciones de estrés que sufren las plantas en climas aridos
(estrés hidrico severo) y EPS rapido seguido de recuperaciéon por retiro del agua

(desinundacién).
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Figura 8: HAWRKY76 incrementa su expresion en ensayos de estrés hidrico y NaCl.
El ensayo se realizé con plantulas de girasol de 5 dias. Las plantulas se incubaron en
MS 0,5 x para las condiciones control y suplementado con 100 uM de ABA, 20 uM
de ACC, 100 uM de IAA y 200 mM de NaCl durante dos horas. Estrés hidrico (EH),
inundacion total (IT). Las plantas sometidas a heridas fueron dafiadas de forma
mecanica con una pinza. Los niveles de expresién se midieron por RT-gPCR. Se le
asigno arbitrariamente el valor 1 a los niveles de transcriptos en condiciones control
Las barras de error corresponden a desviaciones estdndar de cuadruplicados
bioldgico. Se realizd una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-
hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.
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Figura 9: HAWRKY76 aumenta su
expresion en raices de plantulas
sometidas a estrés hidrico. Se
trataron plantulas de cinco dias

como se indica en M&M durante
‘ dos horas. Los niveles de expresion

se midieron por RT-qPCR. Se le
asignd arbitrariamente el valor 1 a
los niveles de transcriptos de
cotiledon en condiciones control
Las barras de error corresponden a
desviaciones estandar de
cuadruplicados  bioldgicos.  Se
realizé una prueba ANOVA seguida
por una prueba Fisher LSD post-
Control Estrés hidrico hoc. Las letras representan
diferencias significativas con un
valor p < 0,05.
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Las Figuras 10 y 11 muestran que HaWRKY76 cambia su expresion de manera
especifica frente a estrés hidrico severo y luego de un dia de recuperacién del estrés
por sumergimiento (cuando las plantas experimentan también estrés hidrico),
respectivamente. En la Figura 10 se observa que a medida que el estrés se torna mas
severo para la planta, HOWRKY76 aumenta su expresion hasta 15 veces antes de que la
planta muera al dia 16. En la Figura 11 se puede observar que los niveles de transcripto
de HaWRKY76 no varian de forma significativa durante el estrés por agua en exceso en
si, pero se ven incrementados mas de diez veces luego de que la planta pasé una hora
en recuperacion.

Estos resultados indican que HaWRKY76 podria jugar un papel en la respuesta de la
planta frente a la deshidratacién, dado que su induccién se da especificamente cuando

las plantas se encuentran sometidas de una u otra forma a estas condiciones.
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Figura 10: HaWRKY76 se induce de forma abrupta en los estadios finales de la
planta en estrés hidrico severo. Plantas de 15 dias sometidas a estrés como se
describe en M&M. Los niveles de expresién se midieron por RT-gPCR. Se le asignd
arbitrariamente el valor 1 a los niveles de transcriptos a los dias de iniciado el
tratamiento. Las barras de error corresponden a desviaciones estandar de
cuadruplicados bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba
Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p
< 0,05.
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Figura 11: HaWRKY76 tiene un pico de expresion en la recuperacion post-
inundacion. Plantas de 15 dias sometidas a estrés por inundacion como se describe
en M&M. Al dia 11 las plantas se dejaron recuperar una hora y se tomd una muestra
adicional. Los niveles de expresién se midieron por RT-gPCR. Se le asigno
arbitrariamente el valor 1 a los niveles de transcriptos en condiciones control. Las
barras de error corresponden a desviaciones estandar de cuadruplicados bioldgicos.
Se realizd una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras
representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.
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lll = Las plantas transgénicas que expresan HaWRKY76 de forma ectopica y

constitutiva presentan mayor biomasa de raiz y aérea y mayor produccion que sus

pares salvajes

Para continuar con la caracterizacién de HaWRKY76 se decidié expresar de forma
ectdpica y constitutiva su secuencia codificante bajo el control del promotor 35S del
virus CaMV en A. thaliana, siguiendo el protocolo descripto en Materiales y Métodos.
De esta forma, los factores de transcripcion, de expresion normal muy baja, se clonan
bajo el control de un promotor fuerte con el fin de inducir su expresién y disparar las
vias de respuesta en forma visible, ya sea por caracteristicas morfolégicas o fenotipicas
de cierta notoriedad.

Se obtuvieron distintas lineas homocigotas, que presentaron diferentes niveles de
expresion y se seleccionaron tres lineas de acuerdo a su nivel de expresién para
continuar con los analisis, dos de mayor expresion relativa, nombradas como Ay By
una linea denominada C de menor expresion (Figura 12). A partir de este momento, las
plantas transgénicas se denominaran, en general, plantas HAQWRKY76, vy las lineas, A, B
y C, respectivamente. En las figuras se utilizaran las denominaciones W76-A, W76-B y
W?76-C en el caso de las distintas lineas de las plantas HQWRKY76 y WT para referirse al

genotipo salvaje.
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Figura 12: Niveles de expresion de HaWRKY76 en plantas homocigotas que
expresan constitutivamente HaWRKY76. La expresion de HaWRKY76 fue medida
por RT-PCR en tiempo real en tres lineas homocigotas nombradas A-C. Los niveles
de expresidn se obtienen de forma arbitraria como multiplos de la expresion
detectada en la linea C. Se le asignd arbitrariamente el valor 1 a los niveles de
transcriptos de la linea W76-C. Las barras de error corresponden a triplicados
bioldgicos.
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Luego, se prosiguid caracterizando las plantas en condiciones normales de
crecimiento, como se describe en M&M. Se midieron diferentes parametros como el
momento del pasaje del estadio vegetativo al reproductivo, nimero y forma de las
hojas, largo del tallo en el ciclo de vida y duracion del ciclo de vida. En la Figura 13 se
muestran los resultados de las mediciones de algunos de estos pardmetros y como se
puede observar, no se detectaron diferencias significativas entre las plantas

transgénicas vy las salvajes.

I I 35

cm

Numero de hojas en roseta

WT W76-A W76-B W76-C 25 28 31 35 38 40 44 50 djas

Figura 13: Las plantas HAWRKY76 no presentan diferencias con las salvajes en la
morfologia de la parte aérea. Izquierda: plantas de 18 dias crecidas en condiciones
normales. Centro: nimero de hojas en roseta en el pasaje del estadio vegetativo al
reproductivo. Derecha: longitud del tallo principal en el ciclo de vida de las plantas.
Las barras de error corresponden a desviaciones estandar de cuadruplicados
bioldgicos.

Este primer resultado no fue sorprendente debido a que, incluso en plantas mutantes
para distintos FTs WRKY individuales, es relativamente raro detectar fenotipos
diferenciales, principalmente por la redundancia funcional de los FTs WRKY (Eulgem y
Somssich, 2007; Rushton y col., 2010). Por ejemplo, fue necesario trabajar con
mutantes dobles y triples para identificar fenotipos asociados a la ausencia de
AtWRKY11 y AtWRKY17,y de AtWRKY18, AtWRKY40 y AtWRKY60, respectivamente, y
asi dilucidar las posibles funciones de los mismos (Journot-Catalino y col., 2006; Xu y
col., 2006) .

Dado que HaWRKY76 se expresa mayormente en raices de girasol (Figura 7), se decidié
evaluar las caracteristicas de las raices de las plantas transgénicas. Se realizaron
ensayos para medir la longitud de raices de plantas crecidas en placas y la biomasa

radicular en plantas crecidas en arena regadas con solucion de Hoagland 0,5 x.
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Ademas, se midid el didmetro de las raices en condiciones normales de crecimiento y
se realizaron cortes histolégicos para observar la anatomia de las raices.

En la Figura 14 se puede observar que las plantas HQWRKY76 presentan raices mas
largas cuando son crecidas en placas tanto a la semana como a los 14 dias de
sembradas. Si bien este ensayo es util para evaluar el sistema radicular en estadios
tempranos del desarrollo, las condiciones de crecimiento que se dan en la placa luego
de las dos semanas de vida resultan estresantes para las plantas. Para evaluar qué
sucede con el sistema radicular en plantas de mayor edad, se realizaron ensayos de
biomasa radicular en arena con riego fertilizado. La arena es un sustrato inerte que
permite crecer a las plantas y que, a diferencia del sustrato usado en el resto de los
ensayos, puede ser separado del sistema radicular en el momento de la evaluacién. En
la Figura 15 se muestra que las raices de las plantas HaWRKY76 presentan mayor
biomasa que las de sus pares sin transformar, con un incremento que varia entre 40 %
y 60 % con respecto a la de las salvajes. Adema3s, las raices de plantas crecidas en
condiciones normales presentan un didmetro mayor. Dadas las diferencias que se
encontraron entre las plantas transgénicas y las de tipo salvaje se decidié ahondar mas
en la estructura radicular. En un principio se realizaron cortes histoldgicos de plantulas
de siete dias para observar si habia algun tipo de diferencia en las células que dan
origen a la raiz y no se observaron cambios (resultados no presentados). Luego, se
decidid evaluar la anatomia de la raiz en plantas de mayor edad. En la Figura 16 se
muestran cortes histolégicos de raices de tres semanas de vida que indican que las
raices de las plantas HQWRKY76 presentan un xilema de menor diametro que el de las

raices de las plantas salvajes.
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Figura 14: Las plantulas HQWRKY76 desarrollan raices mas largas a los 7 y 14 dias
que las plantas salvajes. lzquierda: longitud de raices de plantas de una y dos
semanas de edad. Las placas se prepararon como se indica en M&M. Se midié la
longitud de las raices a los 7 y 14 dias de sembradas. Las barras de error
corresponden a desviaciones estandar. Se realizd una prueba ANOVA seguida por
una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con
un valor p < 0,05.
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Figura 15: Las plantas HaWRKY76 tienen raices mdas anchas y mayor biomasa
radicular. Izquierda, arriba: promedio del diametro de raices de plantas de 5
semanas crecidas en condiciones normales. lzquierda, abajo: fotografia ilustrativa
del didmetro de las raices de cada genotipo. Centro: promedio de la biomasa
radicular de plantas de 5 semanas crecidas en arena. Derecha: fotografia ilustrativa
de una raiz representativa de cada genotipo. Se usaron 4-6 plantas por ensayo. Se
realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras
representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.
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Figura 16: Las raices de las plantas HQWRKY76 tienen células xilematicas de menor
didmetro que las de sus pares salvajes. Raices de plantas crecidas en condiciones
normales durante tres semanas. A la izquierda se observan cortes histolégicos
transversales de raices y la derecha el detalle del cilindro vascular. Las raices fueron
tefiidas con safranina-verde rdpido.

Estos resultados nos motivaron a evaluar si la expresién diferencial de HaWRKY76
observada en capitulo en desarrollo de girasol tenia alguna relacién con cambios de la
inflorescencia, en el llenado de vainas o en la produccion de las plantas HaWRKY76
respecto de las plantas salvajes. Como la biomasa aérea generada durante el
desarrollo de la planta es muy importante para la produccidn, también se evalué esta
caracteristica. Las condiciones de cultivo fueron condiciones normales (consideradas
como las éptimas de crecimiento para estos ensayos) segun se detallé en M&M.

A simple vista las inflorescencias y las varas florales no presentaron diferencias entre
las plantas salvajes y las transformadas. Ademas, la longitud de las vainas o el numero
de semillas por vaina es equivalente en todos los genotipos (resultados no mostrados).
Sin embargo, cuando se midid la produccién, quedd en evidencia que las plantas
HaWRKY76 tuvieron mayor rendimiento en peso de semillas en condiciones normales
de crecimiento. Por otra parte, este incremento se vio acompafiado de un aumento en
la biomasa del tejido aéreo en las plantas HQWRKY76 (Figura 17). Ademas observamos
la arquitectura de las plantas HAQWRKY76 comparada con la de las plantas salvajes, la
morfologia de sus tallos y el contenido proteico de sus semillas. En estadios tardios del
desarrollo las plantas HQWRKY76 se diferenciaron de sus pares salvajes en la cantidad
de ramificaciones, con una media del 44 % mas en las lineas de mayor expresién

(Figura 18).
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Figura 17: Las plantas HAWRKY76 tienen mayor produccion de semillas y mayor
biomasa aérea. lzquierda: produccion total de las plantas crecidas individualmente.
Se cosecharon todas las semillas y se las pesd. Derecha: biomasa aérea de plantas de
cinco semanas. Las barras de error corresponden a desviaciones estandar de
cuadruplicados bioldgicos. Se realizd una prueba ANOVA seguida por una prueba
Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p <
0,05.
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Figura 18: Las plantas HAWRKY76 presentarian mas ramificaciones al final del ciclo
de vida. Se contaron el nimero de tallos primarios y secundarios. No se incluyeron
como ramificaciones a las vainas. Las barras de error corresponden a desviaciones
estdndar de cuadruplicados bioldgicos. Se realizd una prueba ANOVA seguida por
una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con
un valor p <0,05.

El hecho de que las plantas HQWRKY76 generaran mayor biomasa aérea sirvid para
plantear si estas plantas mostrarian esta diferencia a lo largo de su desarrollo o alguna
otra caracteristica que pudiera asociarse con el fenotipo de mayor producciéon, como
distinto contenido de clorofila o de proteinas totales.

El andlisis que se muestra en la Figura 19 indicd que, en las plantas HaWRKY76, la

concentracién de proteinas es mayor que la de las plantas salvajes de 29 dias de edad
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mientras que la biomasa de la roseta es similar en ambos genotipos durante el
desarrollo para diferenciarse en las transgénicas a los 35 dias. Por otra parte, el
contenido de clorofila por unidad de peso no difirid entre las plantas transgénicas y las

salvajes (resultados no presentados).
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Figura 19: Las plantas HQWRKY76 desarrollan mas biomasa hacia el final de su ciclo
de vida y presentan una variacion en el contenido de proteinas en su desarrollo. Las
plantas crecieron en condiciones normales y las muestras se tomaron en los
momentos que se indican en las figuras. lzquierda: cinética del peso de la biomasa de
la roseta. Derecha: determinacién de la concentracion de proteinas en la roseta a lo
largo del tiempo. Las barras de error corresponden a desviaciones estandar de
cuadruplicados biolégicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba
Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p <
0,05.

A continuacién nos preguntamos como seria la tasa de fotosintesis de estas plantas y
la particidn de sus carbohidratos respecto a las de las plantas salvajes.

En condiciones normales de crecimiento las plantas HaWRKY76 presentaron igual
contenido de glucosa y almidén, pero mayor contenido de sacarosa que las plantas
salvajes (Figura 20). La medicidon de diferentes pardmetros fotosintéticos utilizando
como herramienta el equipo LI-6400XT? no arrojé resultados que indiquen diferencias
significativas entre las lineas de HaWRKY76 y las plantas utilizadas como controles.
Tampoco se observaron diferencias en la morfologia de los tallos ni en el contenido

proteico de las semillas de los distintos genotipos (resultados no presentados).

2 LI-6400XT es un sistema de medicién de fotosintesis portable que se vale de la diferencia del flujo de
CO, y agua en la hoja para calcular diferentes pardmetros como fotosintesis neta, transpiracién y
conductividad de CO,

123



Resultados - Capltulo 1

o
S
)

02 -

a o
g a 8 g b
o3 915 - l 2015 - b
; i : : -
<02 L £ 1 T 0l
] 1] W
3 8 S 1
501 - 305 3 0,05 -
® ® o
3 0 - 3 0- i R -
3 WT ‘ W76-A | W76-B ‘ wrec | ¥ WT | Wre-A | W7eB | wreC | 3 Wt ‘ W76-A ‘ W76-8 ’ W76-C
Glucosa Almidon Sacarosa

Figura 20: Las plantas HQWRKY76 tienen mayor contenido de sacarosa que sus
pares salvajes a las 4 semanas de vida. Se midieron carbohidratos solubles e
insolubles de plantas de tres semanas como se describe en M&M. Las barras de
error corresponden a desviaciones estdndar de cuadruplicados bioldgicos. Se
realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras
representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.

IV — Las plantas HaWRKY76 toleran mejor que sus pares salvajes el estrés por exceso
y defecto de aqua

IV.l — El fenotipo diferencial en estrés hidrico

Teniendo en cuenta el aumento de expresion de HaWRKY76 en estrés hidrico en
plantulas de girasol de cinco dias y plantas de trece dias de edad (Figuras 8 a 10), se
decidid investigar el comportamiento de las plantas transgénicas de Arabidopsis en
condiciones de estrés semejantes.

Se realizaron ensayos en los que se aplicod estrés hidrico severo por falta de riego a
plantas en estadio vegetativo o reproductivo. Cuando las plantas mostraron un
deterioro grave visible por la falta de turgencia e inicio de necrosis, se irrigaron
nuevamente y se contabilizaron las sobrevivientes una semana después del regado.
Durante todo el transcurso vy al final del tratamiento fue notoria a simple vista la mayor

tolerancia de las plantas HQWRKY76 (Figura 21).
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Figura 21: Las plantas HQWRKY76 son mas tolerantes a estrés hidrico severo que las
salvajes en los estadios vegetativo y reproductivo. Plantas sometidas a estrés hidrico
severo en estadio vegetativo (izquierda) y reproductivo (derecha). Se muestran
fotografias representativas de los distintos genotipos.

Las plantas sometidas a estrés hidrico severo sufren senescencia foliar anticipada y
dafo celular por estrés oxidativo (Munné-Bosch y Alegre, 2004; Osakabe y col., 2014;
Tardieu, 1996). Con el fin de caracterizar mds detalladamente la respuesta de las
plantas frente a estrés hidrico severo, se realizaron medidas del contenido de clorofila
y de la conductividad en hojas de plantas sometidas a este tipo de estrés durante el
estadio reproductivo. La medida de clorofila permite cuantificar el estado de clorosis
de las plantas y la conductividad relativa de las hojas es una manera de determinar el
nivel de dafo causado en las laminas por el estrés.

Como se observa en la Figura 22, las plantas HaWRKY76 contenian entre 40 y 80 % mas
de clorofila que las plantas salvajes a los 8 dias de iniciado el estrés hidrico severo. En
igual sentido, sus hojas presentan entre 45 y 86 % menos conductividad relativa que
las hojas de plantas salvajes, tanto siete como ocho dias mas tarde de iniciado el
tratamiento. Estos datos en conjunto indicarian que las plantas HaWRKY76 sufren

menos el estrés por falta de agua que las salvajes.
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Figura 22: Las plantas HaWRKY76 tienen mayor contenido de clorofila y mayor
estabilidad de membranas después de sufrir estrés hidrico severo. Las plantas de 28
dias se sometieron a estrés hidrico severo como se detalla en M&M. lzquierda:
contenido de clorofila en hojas de roseta de plantas en estadio reproductivo
sometidas a estrés hidrico severo durante 8 dias, abajo se muestra una fotografia
ilustrativa de la extraccion del pigmento. Derecha: conductividad relativa al inicio del
tratamiento de hojas de plantas en estadio reproductivo sometidas a estrés hidrico
severo. Las barras de error corresponden a desviaciones estandar de cuadruplicados
bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-
hoc. Las letras y las estrellas representan diferencias significativas con un valor p <
0,05.

En la introduccién del presente Capitulo se menciond que el estrés hidrico severo no es
la situacion mas frecuente a campo (Tardieu, 2011). Con el objeto de evaluar las
plantas transgénicas en una situacion de estrés hidrico moderado se midié la
productividad de las plantas después de sufrir este tipo de estrés. Este pardametro es
muy importante ya que si las plantas son mads tolerantes a expensas de su produccion,
en un sentido estrictamente agrondmico no serian atractivas.

En la Figura 23 se observa que tanto transgénicas como salvajes sufrieron una pérdida
muy importante de la productividad por el estrés aplicado respecto de la productividad
medida en condiciones estandar (Figura 17). Ademas, las plantas que fueron sometidas
a estrés en estadio vegetativo se vieron mas afectadas que aquellas que sufrieron este
estrés en el estadio reproductivo. En estadio vegetativo, en comparacién con los
controles, las plantas HQOWRKY76 sometidas a estrés hidrico moderado produjeron un
poco mas de semillas después de sufrir el mismo tratamiento. Cuando el estrés fue
aplicado en estadio reproductivo, salvajes y transgénicas presentaron una produccién

similar (Figura 23).
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Figura 23: Las plantas HaWRKY76 toleran estrés hidrico sin penalidad en su
productividad respecto de las salvajes. Una planta por maceta fue crecida en
estrés hidrico moderado durante todo el resto de su ciclo de vida una vez iniciado
el estrés, como se describe en M&M. En el momento en el que las primeras plantas
maduraron sus vainas, se cosecharon las vainas de todas las plantas. lzquierda: el
estrés se inicid cuando las plantas se encontraban en estadio vegetativo. Derecha:
el estrés se inicié cuando las plantas se encontraban en estadio reproductivo. Las
barras de error corresponden a desviaciones estandar de cuadruplicados
bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-
hoc. Las estrellas representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.

Para caracterizar mejor el comportamiento en estrés hidrico moderado de las plantas
HaWRKY76, se hizo un ensayo en el que el estrés fue aplicado una vez iniciado el
estadio reproductivo. Elegimos este estadio, dado que es durante este estadio cuando
la planta consume mas agua para el llenado de granos y por ende, puede afectar mas
el rendimiento de la misma. Las variables medidas en este ensayo fueron el contenido
de clorofila y la conductividad de las hojas en roseta (como medidas del estado del
clorénquima), y el consumo de agua de las plantas (como medida de la utilizacién del
recurso agua).

En general, las plantas HaWRKY76 mostraron mejor respuesta que las plantas salvajes
en las diferentes caracteristicas evaluadas: presentaron mayor contenido de clorofila
en etapas finales del estrés, menor dafio celular (Figura 24) y consumieron menos

cantidad de agua (Figura 25).
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Figura 24: Las plantas HaWRKY76 tienen mayor contenido de clorofila y sufren
menor daio celular en estrés hidrico moderado. Las plantas de 25 dias (control) se
sometieron a estrés hidrico moderado como se detalla en M&M y las muestras de
hojas de roseta se tomaron en los puntos que indican las figuras. lzquierda:
contenido de clorofila. Derecha: conductividad relativa al inicio del tratamiento. Las
barras de error corresponden a desviaciones estandar de cuadruplicados biolégicos.
Se realizd6 una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las
estrellas representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.
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Figura 25: Las plantas HaWRKY76 consumen menos agua que sus pares salvajes
cuando son sometidas a estrés hidrico moderado. Se trataron plantas en estadio
reproductivo como se indica en M&M. Las medidas se tomaron en los tiempos que
se indican en las figuras. lzquierda: suma acumulada del agua agregada a las
macetas de los distintos genotipos a lo largo de todo el tratamiento. Derecha:
cantidad de agua agregada en cada punto. Las barras de error corresponden a
desviaciones estandar de cuadruplicados bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA
seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las estrellas y las letras representan
diferencias significativas con un valor p < 0,05.
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El uso del agua se evaludé también en plantas crecidas en condiciones estdndar y
sometidas a estrés hidrico leve®. La evaluacion se hizo por pérdida de agua de las hojas
escindidas a lo largo del tiempo, como se describe en M&M. Tanto en condiciones
control como de estrés, las hojas de las plantas HaWRKY76 perdieron menos agua que
las salvajes una vez escindidas, como se puede notar en la Figura 26. Adema3s, la tasa
de pérdida de agua se vio afectada por el estado en el que se encontraban las plantas
al inicio del ensayo. Las hojas de las plantas HAQWRKY76 sometidas previamente a
estrés hidrico leve se diferenciaron de las salvajes a los 40 minutos aproximadamente,
mientras que las hojas de plantas crecidas en condiciones control recién se

distinguieron de las salvajes a los 280 minutos.
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Figura 26: Las hojas escindidas de las plantas HQWRKY76 pierden menos agua que sus
controles. Ensayos de pérdida de agua de hojas escindidas de plantas que crecieron
durante cuatro semanas en condiciones control (izquierda) y que fueron expuestas a
un estrés hidrico leve antes de comenzar el tratamiento (derecha). Las mediciones se
realizaron en los tiempos indicados en las figuras. Abajo: fotografias ilustrativas de las
hojas de los distintos genotipos de plantas sometidas a estrés previo a los 160 minutos
de tratamiento. Las barras de error corresponden a desviaciones estandar de
cuadruplicados bioldgicos. Se realizd una prueba ANOVA seguida por una prueba

Fisher LSD post-hoc. Las estrellas representan diferencias significativas con un valor p <
0,05.

3 arel 2 s . sy s / 3
Se utilizé como herramienta estrés hidrico leve dado que de haber utilizado estrés de tipo moderado la
mayoria de los estomas estarian cerrados desde el principio del ensayo.
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IV.Il — Las vias moleculares en las que podria estar involucrado HaWRKY76 en estrés

hidrico

Con el fin de dilucidar las vias moleculares que estdn implicadas en el fenotipo de las
plantas HaWRKY76 se realizaron ensayos de expresion génica. Se cuantificd la
expresion de genes involucrados en la biosintesis y respuesta a la hormona ABA. El
ABA se induce 50 veces tras la exposicién de las plantas al estrés hidrico y es la
hormona que regula el cierre estomatico, un proceso que estaria afectado en las
plantas HaWRKY76 y podria ser un mecanismo fundamental en la respuesta de
adaptacion de estas plantas.

Para esta evaluacion molecular se eligieron genes involucrados en la biosintesis de ABA
(ABA1 y ABA2), en la sefializacién mediada por ABA (ABI1, ABI2, ABI3 y ABI5), en la
respuesta dependiente de ABA (RD29A, RD29B, EM6, RAB18 y ADHI1), en la
independiente de ABA (COR15A y COR47) e inducidos en ambas vias (RD29A y RAB18).

Tanto AtABA1 como AtABA2 se expresan en forma ubicua en las plantas y estdn
involucrados en la biosintesis de ABA, en pldstidos y en citosol respectivamente (Cheng
y col., 2002; Gonzdlez-Guzman y col., 2002; Rook y col., 2001; Wasilewska y col., 2008).
AtABI1 y AtABI2 son reguladores negativos de la respuesta al ABA (Raghavendra vy col.,
2010), mientras que AtABI3 y AtABI5 son factores de transcripciéon de la familia B3 y b-
Zip que regulan de manera positiva la respuesta al ABA (Finkelstein y col., 2002;
Finkelstein y Lynch, 2000). Los genes involucrados en la via de sefializacién
dependiente de ABA (que incluyen a RD29A, RD29B, EM6, RAB18 y ADH1) estan
regulados por ABI5, que reconoce y une los elementos ABRE presentes en sus
promotores (Carles y col., 2002; Hirayama y Shinozaki, 2007).

Como se observa en la Figura 27, la expresidon de los genes de biosintesis de ABA fue
inducida por el estrés hidrico, lo cual estd de acuerdo con la literatura en la que se
informa que la biosintesis de ABA aumenta a raiz el estrés. Independientemente del
genotipo, los niveles de ABA1 y de ABAZ2 se incrementaron entre 6 y 25 veces cuando
las plantas pasaron de condiciones control a sequia. Sin embargo, no hubo diferencias
en los niveles de expresién de los genes entre las plantas HQWRKY76 y sus controles, lo

gue sugiere que no difieren en la cantidad producida de esta hormona.
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Respecto a los mediadores de sus vias de sefializacion, ABI1, ABI2 y ABI5 estan
inducidos por el estrés en todas las plantas. Sin embargo, los niveles de expresién de
ABI1 y ABI2 en las transgénicas en condiciones de estrés son alrededor de la mitad de
los niveles medidos en las salvajes. Esto indicaria que la represién en la sefializacién de
ABA mediada por ABI1 y ABI2 es menor en las plantas HQWRKY76 que en sus controles.
ABI3 y ABI5 también estan reprimidos en las plantas transgénicas en condiciones de
estrés respecto de las salvajes, en concordancia con los niveles de RD29A, RD29B,
RAB18, EM6 y ADH1. Por su parte, los niveles de expresién de COR15A, de la via
independiente de ABA no presentaron diferencias entre los distintos genotipos en
estrés hidrico. COR47 tampoco varia entre los distintos genotipos (resultados no

presentados).
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IV.1ll = Estrés por exceso de aqua

Como se menciond en la Introduccién del presente Capitulo, los mayores niveles de
carbohidratos al inicio del estrés por anoxia, como el que ocurre durante las
inundaciones, se correlacionan con mayor tolerancia a este estrés (Ram vy col., 2002).
Las plantas sufren de deshidratacion inmediatamente luego del periodo de
anoxia/hipoxia y para sobrevivir, tienen que superar la deshidrataciéon que sufren a
continuacion. De los resultados mostrados hasta ahora, varios indicaron que las
plantas HQWRKY76 podrian presentar tolerancia al anegamiento o inundacion. Estas
plantas contienen mas sacarosa en condiciones de crecimiento normales (Figura 20),
son mas tolerantes al estrés hidrico que sus pares salvajes y la expresién enddgena de
HaWRKY76 aumenta notablemente en hojas de plantas de girasol luego de una hora

de recuperacion tras un estrés por inundaciéon de 11 dias (Figura 11).

Para corroborar la hipétesis planteada, se decidié evaluar el desempeiio de las plantas
transgénicas frente al estrés por exceso de agua y durante la etapa de recuperacion. Se
evaluaron condiciones de inundacién total de las plantas, inundacidon parcial y

anegamiento.

Figura 27: Las plantas HaWRKY76 tienen reprimidos ABI1 y ABI2 y la via de
respuesta a ABA dependiente de ABA. Se midieron los niveles de transcriptos de
plantas de 28 dias en condiciones control y sometidas a estrés hidrico moderado
durante 10 dias por RT-gPCR. Se tomé el genotipo WT en condiciones control y se le
asigno el valor 1 de forma arbitraria. Se trabajé con hojas de roseta y las muestras en
condiciones control se tomaron en plantas de cuatro semanas al inicio del
tratamiento y las de estrés hidrico cuando se observd una notable pérdida de
turgencia en las hojas. ABA1, ABA2, ABI1, ABI2, ABI5, ADH, RD29A, RD29B, RAB18 y
COR15A se midieron en condiciones control y de estrés hidrico. ABI3 solo fue
detectable en estrés hidrico. Las barras de error corresponden a desviaciones
estdndar de triplicados bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una
prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un
valor p < 0,05.
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IV.III.I = Inundaciodn de la planta completa
Los primeros ensayos se hicieron sumergiendo las plantas durante 5 y 6 dias para
luego observar a nivel macroscépico el fenotipo desarrollado en estas condiciones.
Como se observa en la Figura 36, las plantas HaWRKY76 serian mas tolerantes que las

salvajes a este tipo de estrés, dado que se ven menos afectadas que las salvajes luego

de recuperarse durante una semana.

Figura 28: Las plantas HAWRKY76 son mas tolerantes a estrés por inundacion que sus
pares salvajes. Plantas en estadio reproductivo sometidas a estrés por inundacién. El
ensayo se realizd como se describe en M&M. Izquierda: fotografia ilustrativa de la
apariencia de las plantas inmediatamente después de quitar el exceso de agua luego
de 5 dias de inundacién. Derecha: fotografia representativa de la apariencia de las
plantas pertenecientes a cada genotipo una semana luego de que el estrés por exceso
de agua finaliza.

Como mencionamos anteriormente, las plantas responden de dos maneras diferentes
frente al estrés por inundacién. Pueden escapar del estrés o disminuir a niveles basales
su actividad metabdlica.

Las plantas de Arabidopsis de tipo salvaje responden al estrés por inundacién con
diferentes niveles de tolerancia mediante el mecanismo de quiescencia (Vashisht y
col., 2011). Para determinar qué mecanismo de tolerancia despliegan las plantas
HaWRKY76 evaluamos distintos pardmetros de crecimiento como peso de la roseta,

contenido de clorofila de la misma y longitud del tallo.
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Las plantas HAQWRKY76 no crecieron de manera diferencial respecto de las salvajes.
Tampoco presentaron diferencias en la biomasa que desarrollaron, en el contenido de
clorofila o en la longitud del tallo principal (Figura 29). Este comportamiento se ajusta
al mecanismo de tolerancia observado en plantas salvajes de Arabidopsis.

Dado el aumento de tolerancia observado en las plantas transgénicas respecto de sus
controles, era de esperarse que sus tejidos estén mas preservados del estrés oxidativo
generado durante el tratamiento asi como sus fuentes de carbono. Para analizar estos
aspectos, se realizaron ensayos de determinacién del nivel de dafio sufrido por estrés

oxidativo y del contenido y consumo de carbohidratos.
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Figura 29: En condiciones de inundacion total las plantas HQWRKY76 no presentan
diferencias en su crecimiento comparadas con las salvajes. Las plantas en estadio
reproductivo se sometieron a estrés por inundacién total. Las medidas se realizaron
en los tiempos que se indican en las figuras por cuadruplicado biolégico. lzquierda:
biomasa de la roseta completa. Centro: contenido de clorofila de las hojas en roseta.
Derecha: longitud del tallo principal. Las barras de error corresponden a desviaciones
estdndar de cuadruplicados biolégicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una
prueba Fisher LSD post-hoc.

Las plantas HQWRKY76 mostraron un menor contenido de superoxido a los 5 dias de
estar sumergidas (Figura 30). Este contenido de EROs, 30 % menor al de las plantas

salvajes, indicaria un menor dafio por el estrés oxidativo en las plantas HaWRKY76.
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Figura 30: Las rosetas de las plantas HaWRKY76 tienen menor contenido de
superoxido que las rosetas de las plantas salvajes. Izquierda: figura ilustrativa del
ensayo de inhibicion de la reduccion del NBT de plantas estresadas durante 5 dias.
Derecha: medida de densitometria proveniente de las hojas tefiidas con NBT. Las
barras de error corresponden a desviaciones estandar de quintuplicados bioldgicos.
Se realiz6 una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las
letras representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.

Por otro lado, las cuantificaciones de carbohidratos plasmadas en la Figura 31
muestran que las plantas HaWRKY76 consumieron este recurso de forma
racionalizada, comparadas con las salvajes. En el caso de la glucosa, las plantas
HaWRKY76 tenian al comienzo del ensayo la misma concentracidon que las salvajes y
durante el estrés consumieron menos cantidad de este carbohidrato: mientras que las
plantas salvajes a lo largo del estrés consumieron el 90 % de la glucosa con la que
contaban al inicio del tratamiento, las transgénicas consumieron en promedio el 80%.
Respecto a la sacarosa, las plantas HAQWRKY76 contaban con mayor contenido cuando
comenzé el tratamiento estresante y lo consumieron en mayor medida al comienzo del
mismo (control-2 dias). Tanto las plantas salvajes como las transgénicas no mostraron
una gran variacion en el consumo de sacarosa entre los dos y los cinco dias, lo que se
condice con la estrategia de quiescencia adoptada por Arabidopsis. En cuanto al
almiddn, todas las plantas al inicio del tratamiento presentaron la misma cantidad y lo
consumieron de la misma forma desde el inicio del tratamiento; sin embargo, al quinto
dia del tratamiento estresante, las plantas transgénicas tenian levemente mas almidén
gue las salvajes. Vale destacar que las plantas no presentaron niveles diferenciales de
las salvajes en cuanto al contenido proteico y a la concentracién de clorofila a lo largo

del estrés (resultados no mostrados).
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Figura 31: Las plantas HQWRKY76 presentan un consumo racional de los recursos
energéticos de sus hojas de roseta cuando son sometidas a inundacidn total. Las
plantas fueron sometidas a inundacién como se indica en M&M. Las muestras de
hojas de roseta se tomaron en los tiempos que se indican en la figura. Izquierda,
arriba: contenido de glucosa. Derecha, arriba: contenido de sacarosa. lzquierda,
abajo: contenido de almiddn. Derecha, abajo: tabla que indica el consumo promedio
de los diferentes carbohidratos a lo largo del tratamiento. Las barras de error
corresponden a desviaciones estandar de quintuplicados biolégicos. Se realizd una
prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan
diferencias significativas con un valor p < 0,05.

Dado que el tallo es el 6rgano mas cercano a la superficie y el encargado del transporte
de fotosintatos, se decidié determinar el contenido de azucares solubles en el mismo.
En la Figura 32 se puede observar que no hay un comportamiento diferencial marcado

a lo largo del tiempo en inundacién de las plantas HaWRKY76 respecto de las salvajes.

Para comprender el mecanismo del consumo diferencial de carbohidratos de las
plantas HaWRKY76, se realizaron ensayos de expresién génica. Se midid la expresion
de genes que codifican enzimas clave en el metabolismo de hidratos de carbono en
hipoxia/anoxia que se produce por una o mas vias fermentativas, principalmente la
etandlica o la amino acidica, que juntamente con la lactica forman las tres vias

descriptas. Se cuantificaron los niveles de transcriptos de SUS1 y SUS4, que codifican
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enzimas que catalizan la ruptura de la molécula de sacarosa. Ademas se midio la
expresion de genes que codifican enzimas involucradas en la fermentacion de piruvato
por la via etandlica como piruvato decarboxilasa 1 y 2, alcohol deshidrogenasa-1
(PDC1; PDC2 y ADH1) y de los genes que codifican la alanina amino transferasa y la
aspartato amino transferasa-2 (AAT1 y ASP2), enzimas claves en la fermentaciéon amino
acidica, una de las vias de fermentacion alternativa a la etandlica (Bailey-Serres y

Voesenek, 2008).
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Figura 32: Las plantas HQWRKY76 no muestran un comportamiento diferencial de
las plantas salvajes respecto a los contenidos de carbohidratos solubles en tallos
al final del estrés. Las plantas fueron sometidas a inundacion total como se indica
en M&M. Las muestras de tallos se tomaron en los tiempos que se indican en las
figuras. Izquierda: contenido de glucosa. Derecha: contenido de sacarosa. Las barras
de error corresponden a desviaciones estdndar de cuadruplicados bioldgicos. Se
realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras
representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.

En general, el metabolismo de hidratos de carbono en plantas sometidas a inundacion
esta reprimido (Figura 33). Los niveles de los transcriptos de las enzimas SUS1, SUS4,
PDC1 y ADH1 estan reprimidos en todas las plantas sometidas a estrés por exceso de
agua. Por otro lado, los niveles de transcriptos de las enzimas PDC2 y ASP2, no se

vieron afectados por el estrés.

Ademas, las plantas transgénicas mostraron menores niveles de transcriptos de SUS1y
ADH1 respecto de las salvajes y no se observaron diferencias en el resto de los
transcriptos que se midieron en este ensayo. Esto indicaria que, durante el estrés, se
utilizé6 menos sacarosa en las plantas HaWRKY76 respecto de las salvajes, con lo cual se

produciria menos piruvato. En concordancia con esto ADH1 también se encontré
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Nivelesde expresion

Niveles de expresion

Nivelesde expresion

reprimida, lo que tiene sentido dado que, al haber menor cantidad de piruvato (por la

menor degradacion de sacarosa), la enzima ADH1 tendria menos sustrato para actuar

(Figura 33).
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Figura 33: Las plantas HAWRKY76 sumergidas por tres dias presentan reprimidos en
comparacién con las salvajes varios genes que codifican enzimas involucradas en el
consumo de azucares. Niveles de transcriptos de genes que codifican enzimas
involucradas en el consumo de carbohidratos en plantas crecidas en condiciones control
y sumergidas por tres dias. En la parte inferior de cada grafico se encuentra el nombre
abreviado del gen y la condicién en la que se midid su expresion. Los niveles de
expresion se midieron por RT-qPCR. Se tomd el genotipo WT en condiciones control y se
le asignd el valor de 1 arbitrariamente. Las barras de error corresponden a desviaciones
estandar de triplicados bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba
Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p <
0,05. Abreviaturas: SUS1 (Sacarosa sintasa 1); SUS4 (Sacarosa sintasa 4); PDC1 (Piruvato
DeCarboxilasa 1); PDC2 (Piruvato DeCarboxilasa 2); ADH1 (Alcohol DesHidrogenasa 1);
ASP2 (ASPartato aminotranferasa 2).
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IV.1II.II — Recuperacion del estrés por inundacion total

Para comprender las caracteristicas del mecanismo de tolerancia en esta fase, en la
gue la planta debe retomar su crecimiento y tolerar la deshidratacién, se midieron las
cantidades de distintos carbohidratos, se determind la pérdida de agua de las hojas y
el porcentaje de estomas abiertos. Las mediciones se hicieron un dia luego de retirar a

la planta del estrés por inundacién.

Las plantas pertenecientes a las lineas de alta expresién de HaWRKY76 mostraron una
acumulacién de sacarosa levemente mayor a la de las plantas salvajes. No se
observaron diferencias en el contenido de glucosa y almidén (Figura 34). Ademas,
cuando se midié la respuesta frente a la deshidratacién, luego de que se quitd el
exceso de agua, se observd que las plantas HaWRKY76 perdieron menos agua que las
salvajes. Esto pudo haberse debido, al menos en parte, a que cerraron sus estomas de

manera anticipada (Figura 35).
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Figura 34: Las plantas HQWRKY76 muestran un leve incremento en sus niveles de
carbohidratos en la roseta respecto de las salvajes tras un dia de recuperacidn.
Plantas recuperadas durante un dia tras un estrés por inundacién de cinco dias. Se
midieron los distintos carbohidratos como se indica en M&M. Las barras de error
corresponden a la desviacién estandar de quintuplicados bioldgicos. Se realizé una
prueba de ANOVA seguida de una prueba de Fisher LSD post-hoc. Las letras
representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.
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Figura 35: Las hojas de roseta escindidas de las plantas HaWRKY76 pierden menos
agua que las de sus pares salvajes durante la recuperaciéon de un estrés de cinco
dias de inundacién. Ensayo de pérdida de agua de hojas de roseta escindidas. Las
plantas se mantuvieron sumergidas durante 5 dias. Inmediatamente tras quitar el
excedente de agua se tomé la muestra inicial. El peso de las hojas en deshidratacion
se midid en los tiempos indicados en la figura y se refirid al peso inicial. lzquierda:
cinética de deshidratacién. Derecha, arriba: porcentaje de estomas abiertos a la hora
de iniciado el estrés. Derecha, abajo: fotografia representativa de los estomas en el
tiempo en que se tomé la medida. Las barras de error corresponden a la desviacién
estandar de triplicados/cuadruplicados biolégicos. Se realiz6 una prueba ANOVA
seguido por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias
significativas con un valor p < 0,05.

Las caracteristicas descriptas anteriormente tienen incidencia en la recuperacion de las
plantas. Luego de que transcurre una semana de pasadas a condiciones de crecimiento

normal, las plantas transgénicas se visualizan menos afectadas que las salvajes debido

a que tienen menor numero de hojas senescentes. El hecho de que hayan estado mas

saludables, luego se vio reflejado en un pequefio incremento en su produccidn.

Mientras que las salvajes produjeron en promedio 144 mg, las transgénicas produjeron

200 mg, que equivale a un 40 % mas en promedio. La linea de HAWRKY76 que mas

produjo en promedio alcanzé valores de 240 mg, que representan un 67 % de

incremento en la produccién comparado con el de las salvajes (Figura 36).
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Figura 36: Las plantas HaWRKY76 se recuperan mejor que sus pares salvajes y
producen levemente mas semillas. Las plantas fueron sometidas a estrés por
inundaciéon durante 5 dias, luego de ese tiempo se retird el exceso de agua y se las
dejo recuperar. lzquierda: figura ilustrativa de las plantas de los diferentes genotipos
después de una semana de recuperacion de un estrés por inundacién de 5 dias.
Derecha: medida de la produccién de semillas por planta. Las barras de error
corresponden a la desviacion estdndar de cuadruplicados bioldgicos. Se realizé una
prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan
diferencias significativas con un valor p < 0,05.

V.IILIII — Anegamiento e inundacidn parcial

Muchas veces, las plantas que crecen en zonas que sufren estrés por exceso de agua se
ven afectadas por anegamiento, que es una situacién en las que el agua no supera el
nivel del suelo, e inundaciones parciales, que se dan cuando el agua traspasa el nivel
del suelo pero no cubre completamente a la planta. En este sentido, nos resulté
interesante observar la respuesta de las plantas HAQWRKY76 frente al estrés en estas

dos condiciones.

Se apllicaron los tratamientos correspondientes y no se observaron diferencias entre
transgénicas y salvajes en su aspecto general. Decidimos medir otros pardmetros
indicativos de la respuesta frente al estrés. Para evaluar si existia un crecimiento
diferencial en condiciones de anegamiento, se midid el peso de la roseta y su
contenido de proteinas y no se observaron diferencias (resultados no presentados).

También se evalué el dafio celular por medio de ensayos de conductividad y se
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determiné que las hojas de las plantas HaWRKY76 presentaban menos dafio luego de 5

dias de anegamiento (Figura 37).

Como se describié anteriormente, una estrategia muy importante para enfrentar el
exceso de agua es el desarrollo de aerénquima, que es una estructura que favorece el
intercambio gaseoso. Las plantas de Arabidopsis son capaces de generar aerénquima
de tipo lisogénico. Se realizaron cortes histoldgicos para observar la morfologia de los
tallos de las plantas inundadas parcialmente. Las plantas HaWRKY76 fueron capaces de
desarrollar entre tres y cinco veces mads aerénquima lisogénico que las plantas salvajes

en las médulas de sus tallos (Figura 37).

El menor daiio celular y el mayor nimero de aerénquima les darian a las plantas
HaWRKY76 una ventaja a la hora de tolerar el estrés. Por este motivo se decidié

observar si esta mayor adaptacion se veia reflejada en la produccion.

Como muestra la Figura 38, las plantas HQWRKY76 produjeron mds semillas que las
salvajes luego de recuperarse tras estar sometidas a anegamiento. El incremento
porcentual promedio de las transgénicas sobre las salvajes fue de alrededor de un 30
%. Mientras que la linea de HaWRKY76 que mas produjo en esta condicién superd en

50 % a la produccién promedio de las salvajes.
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Figura 37: Las plantas HAWRKY76 presentan menor daio celular en anegamiento y
mayor desarrollo de aerénquima en inundacidn parcial que las salvajes. Las plantas
se sometieron a estrés por exceso de agua como se describe en M&M para cada
ensayo en particular. Izquierda, arriba: Medida de conductividad de hojas de roseta
de plantas anegadas durante 2 y 5 dias. lzquierda, abajo: Cuantificacion del
contenido de aerénquima en los tallos de las plantas a los 5 dias de iniciado el estrés
por inundacién. Derecha: fotografias representativas de cortes transversales de tallos
de los distintos genotipos a los cinco dias de iniciado el estrés. Los asteriscos indican
la presencia de aerénquima lisogénica. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una
prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un
valor p < 0,05.
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DISCUSION

Uno de los medios a través de los cuales la evolucién se abre camino son las
mutaciones. Las mutaciones dan origen a gran parte de la variabilidad genética y
fenotipica. Subyace en esta variabilidad la capacidad de las plantas a adaptarse a los

cambios del ambiente y a tolerar distintos tipos de estrés.

| — El factor de transcripcion HAWRKY76 une una secuencia de ADN diferente a la

canonica unida por los factores de transcripcion WRKY

HaWRKY76 posee dos mutaciones por sustitucion en el dominio WRKY, en lugar del
motivo WRKYGQK, ampliamente descripto y muy conservado, presenta el novedoso
motivo WKKYGEK. A raiz de esto, surgio la hipdtesis de que este FT podria unir una
secuencia diferente a la secuencia candnica (C/T)TGAC(T/C). Para corroborar este
postulado se realizaron ensayos de retardo en geles que indicaron fehacientemente
gue HaWRKY76 no une la caja W descripta como unida por los FTs de tipo WRKY con
preferencia sobre una secuencia al azar (Figura 5), y en consecuencia resulté muy
interesante determinar la secuencia de ADN que une este FT. Como se observa en la
Figura 6, se mantiene relativamente el core TGAC de la caja W candnica, pero la
relevancia en la conservacion de las bases es diferente respecto a la caja W. Si bien es
tentador relaizar un andlisis a partir de estas ocho secuencias, debemos ser estrictos
dado que el SELEX no estd terminado. Habria que lograr obener la proteina
recombinante funcional de forma reproducible nuevamente, dado que por algun
motivo desconocido en las purificaciones ulteriores a la ronda 4 de SELEX, aunque se
lograba purificar HQWRKY76, ésta muchas veces no era capaz de unir ADN. A persar de
variados intentos que incluyeron suplementacién del medio de cultivo con Zn,
diferentes tiempos de induccion e incubacion con la columna y formas de conservacién
una vez purificada la proteina, no se logré lograr nuevamente un protocolo robusto y

reproducible para obtener HQWRKY76 funcional.
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Il — La requlacion de HOWRKY76 en raices y su posible funcion especifica en

asterdceas y la relacion con el fenotipo de las plantas HaWRKY76 de Arabidopsis

Como primera aproximacidon para caracterizar la posible funcién de HaWRKY76 en
girasol, se determiné en qué partes de las plantas se expresa este FT. En plantulas de 5
dias HOWRKY76 se expresé mayormente en raices e hipocotilos (Figura 7). En relacién
con estos resultados de expresion génica, en la bibliografia estd informado que algunos
FTs de tipo WRKY podrian estar involucrados en el desarrollo de la raiz por lo que seria
posible que HaWRKY76 también cumpliera una funcién en este drgano. El analisis del
mapa transcriptdmico en raices de Arabidopsis indicd que numerosos FT WRKY se
expresan en zonas especificas de la raiz sustentando la posibilidad de una funcién
especializada en esas células (Birnbaum y col., 2003). Tamibén en maiz, un analisis de
expresion realizado en diferentes 6rganos indicé un enriquecimiento de FTs de tipo
WRKY expresados diferencialmente en este érgano (Jiang y col., 2012). Por otro lado,
hay ejemplos de FTs de tipo WRKY que cuando son sobreexpresados les confieren a las
plantas fenotipos radiculares que difieren de las salvajes como el de las plantas de
arroz que sobreexpresan OsWRKY31 que tienen raices mas cortas y menor formacién
de raices laterales (Zhang y col., 2008). Indicando una funcién opuesta, pero también
en raices, las plantas de Arabidopsis transgénicas que sobreexpresan el FT WRKY de
soja GmWRKY13 desarrollaron mayor cantidad de raices laterales (Zhou y col., 2008) y
las mutantes de Arabidopsis en el gen AtWRKY75 presentaron un incremento en el
numero y longitud de sus raices laterales y en el numero de pelos radiculares (Devaiah

y col., 2007).

Las plantas de Arabidopsis que expresaban de forma ectdpica y constitutiva
HaWRKY76, presentaron raices mas largas a las dos semanas y mayor biomasa
radicular en estadios mdas avanzados de desarrollo, asi como también un mayor
diametro (Figuras 14 y 15). Ademas se determind que las células del xilema de la raiz
primaria de estas plantas tendrian menor didametro que los de las salvajes (Figura 16).

Todo estos resultados se correlacionan con la expresion diferencial de HaWRKY76 en
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raices de girasol, aunque no hay que dejar de lado que estos podrian ser un artefacto,

producto de la expresién ectdpica de este FT.

Dado que la raiz es la interfase entre la planta y el complejo ambiente terrestre, tiene
un papel esencial en la absorcion de agua y minerales del suelo que se utilizan
finalmente para la produccién de semillas. Ademads, se sabe que la modificacién de su
arquitectura afecta la respuesta de las plantas ante los distintos tipos de estrés
(Meister y col., 2014) Las caracteristicas diferenciales que la expresién de HOWRKY76
le confiere a las raices de plantas transgénicas podrian ser aprovechadas para mejorar
la productividad y la tolerancia a estrés, siempre que estas caracteristicas diferenciales

se conserven al transformar cultivos de interés agrondmico.

Como el clado al que pertenece HaWRKY76 es hasta el momento exclusivo de las
asterdceas y la caracteristica en comun mas relevante que presentan estas plantas es
su inflorescencia, decidimos observar si la expresion del gen variaba a medida que se
desarrolla el capitulo y los aquenios. HOWRKY76 mostré dos picos de expresién, uno
durante el desarrollo de los capitulos en si y el otro en el llenado de semillas y
desarrollo de los embriones (Figura 7). Estos resultados concuerdan con la hipotesis
planteada: las proteinas del clado WKKY estarian involucradas en vias de desarrollo y
morfogénesis especificas de las asterdceas, como lo es el capitulo y sus aquenios.
HaWRKY76 no seria el primer FT de tipo WRKY descripto como involucrado en parte de
este proceso. AtWRKY10 de Arabidopsis, regula el tamafo de la semilla (Luo y col.,
2005) y AtWRKY44 esta encargado de regular la sintesis de tanino y mucilago en la
cubierta seminal (Johnson y col., 2002). Ademas, OsWRKY78 regula el desarrollo de
semillas en arroz (Zhang y col., 2011), GaWRKY1 regula la maduracién de frutos en
algodoén (Xu y col., 2004) y SCWRKY1 regula el desarrollo del embridén en papa (Lagacé y
Matton, 2004).

En Arabidopsis, si bien las plantas HAWRKY76 no presentaron cambios en la
morfologia de su inflorescencia ni de sus vainas y tampoco difirieron de las salvajes en
cuanto a su largo, grosor y numero de semillas por vaina si tuvieron una mayor

produccién de semillas.
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Il — HaWRKY76 un WRKY “trabajador” en pos del fitomejoramiento

La problematica del incremento de la poblacién y la creciente demanda de alimentos
se ha tornado un tema central en los debates de distintas organizaciones mundiales.
Un trabajo del 2013 indicé que el incremento proyectado en el rendimiento de los
cultivos de mayor importancia econdmica no satisfaria la demanda mundial de
alimentos para el afio 2050 (Ray y col., 2013). La mayor produccion de semillas que la
alta expresion de HaWRKY76 le confiere a las plantas de Arabidopsis es una
caracteristica muy interesante que habilita a la postulacion de este FT como

herramienta biotecnoldgica para colaborar a enfrentar esta situacién.

Resulta atractivo que las plantas HaWRKY76 logren mayor produccién, aun cuando su
ciclo de vida es idéntico al de las salvajes. Este hecho motivé los ensayos para intentar
explicar el motivo de este incremento en la produccién respecto de las plantas salvajes
gue permitieron determinar que las diferencias mas notables entre plantas salvajes y
transgénicas se encuentran al final del ciclo. A las siete semanas de vida las plantas
HaWRKY76 tienen mds ramificaciones que las salvajes (Figura 18). El seguimiento de la
biomasa de su roseta indica que cuando las plantas salvajes dejan de crecer al dia 29,
las plantas transgénicas contintian creciendo, y de esta forma al dia 35 se diferencan
de las salvajes. También se midi6 la cantidad de proteinas presentes en las hojas de las
rosetas y se observd que hasta el dia 21 no habia diferencias entre las plantas salvajes
y las transgénicas, pero si se detectan diferencias el dia 29, las cuales desaparecen el
dia 35. Esto podria estar relacionado en parte con el incremento de la biomasa de las
transgénicas entre el dia 29 y el dia 35. En el dia 35, todas las plantas tienen menor
concentracién de proteinas en la roseta que en estadios anteriores, dado que ya estan
en estadio reproductivo y las hojas de la roseta pasan a ser fuente de fotosintatos para
la estructura reproductiva de las plantas (Figura 19). Ademas, en el dia 29 las plantas
HaWRKY76 tienen en promedio un 80 % mas de sacarosa que las salvajes (Figura 20).
Sumado a estos datos hay que considerar que a las 5 semanas de vida las plantas

HaWRKY76 tienen mayor biomasa radicular y sus raices son mds anchas que las de las
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plantas salvajes (Figura 15). Todas estas caracteristicas en conjunto podrian estar

aportando para lograr una mayor produccién de las plantas HaWRKY76.

IV —HaWRKY76 y la respuesta al estrés abiotico

|V.l — Déficit de aqua

Las diferentes condiciones medioambientales adversas como la sequia, las altas
temperaturas, la salinidad, las inundaciones y los elevados niveles de CO, afectan el
crecimiento y la productividad de las plantas y plantean una amenaza creciente a la
agricultura sustentable. A estas consecuencias por si mismas negativas, se suma la
preocupacion por los efectos de la intensificacién de las condiciones mencionadas,
experimentada en las ultimas décadas, en la seguridad alimentaria y la biodiversidad
de los cultivos. Entonces, la adaptacién de las plantas a los distintos tipos de estrés es
un tema clave que merece ser investigado en profundidad (Ahuja y col., 2010). La
tolerancia a sequia en las plantas podria contribuir a incrementar la produccién,
mejorando el uso de suelos ya degradados, y reducir la utilizacidn de agua por parte de

la agricultura (Warwick y col., 2009).

IV.l.l— HaWRKY76, sus homologos y la requlacion por estrés abiotico

Segun ensayos previos realizados en hojas y discos de hojas de girasol, la expresion de
HaWRKY76 es reprimida por citoquininas, giberelinas, auxinas, manitol, ACC y JA e

inducida por SA (Giacomelli y col., 2010).

Sabiendo que la expresién de HQWRKY76 presenta un pico en raices de plantulas de 5
dias, se realiz6 una evaluacidn de la respuesta a otras variables en plantulas de esta
edad. Las plantulas completas fueron enfrentadas a tratamientos hormonales y a
distintos tipos de estrés abidticos. Se concluyé que HaWRKY76 estd regulado por
estrés hidrico, salino y por anegamiento en raices. Ninguno de los tratamientos
hormonales cambid el nivel de la expresién de este FT de forma significativa, a

diferencia de lo observado anteriormente (Figura 8). Estas diferencias se pueden deber
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al sistema de trabajo usado en las dos oportunidades. En el trabajo de 2010, se
utilizaron hojas de plantas de 13 dias y los ensayos se realizaron pincelando las [dminas
o cortando discos de las mismas e infiltrandolos con soluciones conteniendo los
diferentes tratamientos. En el presente trabajo, se utilizaron plantulas completas y los
tratamientos se realizaron por subirrigacién. Ademas de estas importantes
consideraciones, la diferencia mas significativa entre los dos trabajos es que en esta

oportunidad, la expresidon se evalud en las raices.

Se investigaron las posibles funciones de los FTs homodlogos de HaWRKY76 en el grupo
Ild, hermano del clado WKKY y algunos de los datos de expresion diferencial obtenidos
para HaWRKY76 se condicen con el comportamiento de sus posibles homdlogos mas
proximos. En Arabidopsis AtWRKY11 estd descripto como un regulador negativo de la
resistencia basal frente a Pseudomonas syringae (Journot-Catalino y col., 2006), pero
su expresion también se incrementa en estrés hidrico (Ding y col., 2013) y por anoxia
(Mustroph y col., 2009), por lo que podria estar interviniendo en respuestas a estrés
abidtico. En asteraceas, HaWRKY76 presenta una alta identidad de secuencia con
CmWRKY3 y CmWRKY12 de crisantemo. Los niveles de transcriptos de los genes que
codifican estas proteinas aumentan como consecuencia de la infeccion con afidosy de
tratamientos con polietilenglicol y bajas temperaturas. CmWRKY3 ademas es
reprimido en tratamientos con metil jasmdénico y CmWRKY12 se induce también en

raices crecidas condiciones de alta salinidad (Song y col., 2014).

Los ensayos de estrés abidtico severo en estadios tempranos del desarrollo resultan
utiles como un indicador preliminar de funcién, pero las condiciones en las que se
realizaron los mismos pueden mejorarse. Por este motivo, elegimos dos condiciones
en las que HaWRKY76 se expresara de forma diferencial y sometimos plantas de
girasol a estrés hidrico por déficit o exceso, disefiando las condiciones para que fueran

mas parecidas a las que las plantas enfrentan en el campo.

Se realizaron ensayos de alrededor de dos semanas de duracién en los que las plantas
de girasol fueron sometidas a estrés severo y se tomaron muestras a lo largo del
tiempo. Se eligié en un principio estrés severo como tratamiento, aunque como hemos

descripto en la Introduccién del presente Capitulo no sea el mdas habitual porque
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influye de forma mds notable la expresién de genes asociados a estrés hidrico y
entonces era mas probable poder evaluar el momento del estrés en el que el FT en
estudio era regulado. Las pequenas fluctuaciones en el nivel de estrés hidrico, que
suelen producirse en los prolongados ensayos de estrés moderado, hubieran
dificultado esta medicién. De esta manera, se determind que HaWRKY76 es regulado
por estrés hidrico en las etapas finales del mismo y su pico de expresidén se da un dia
antes de que las plantas mueran (Figura 10). De forma semejante, los transcriptos de
AtWRKY11, que codifica la proteina de Arabidopsis con la que HaWRKY76 presenta
mayor identidad de secuencia, también se inducen en etapas tardias del estrés hidrico

(Ding y col., 2013).

IV.l.l1l — HaWRKY76 y el fenotipo que les confiere a las plantas de Arabidopsis que lo

expresan de forma ectdpia y constitutiva

Muchos FTs de tipo WRKY confieren tolerancia a sequia a las plantas que los expresan
diferencialmente, ya sea por sobreexpresion o represion de sus transcriptos, seguin los
casos (Niu y col., 2012; Shen y col., 2012; Wang y col., 2009b; Xiong y col., 2010). En
ese mismo sentido, la expresion ectdpica y constitutiva de HaWRKY76 en plantas de
Arabidopsis les confiere una mayor tolerancia a estrés hidrico. Las plantas HaWRKY76
fueron mas tolerantes que las salvajes a estrés hidrico severo cuando el mismo
comenzd en estadio vegetativo o reproductivo (Figura 21) y mostraron mayor
contenido de clorofila y menor dafio celular tanto en estrés hidrico severo como
moderado (Figuras 22 y 24). Ademas, a lo largo del estrés hidrico moderado, las
plantas HAQWRKY76 consumieron menos agua que las plantas salvajes principalmente
al comienzo del tratamiento (Figura 25). Los datos de medicién de pérdida de agua en
hojas escindidas sugieren que las plantas HQWRKY76 en condiciones estandar sintieron
el estrés antes y cerraron sus estomas mas rapido que las plantas salvajes. Esta
caracteristica se exacerbd en hojas de plantas sometidas previamente a estrés hidrico
leve, dado que la diferencia entre las plantas transgénicas y las salvajes se hizo
estadisticamente significativa en tiempos de tratamiento mas cortos que en

condiciones estandar (Figura 26). Esto indica una correspondencia de esta
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caracteristica (menor pérdida de agua) con la tolerancia de las plantas al estrés. Como
el cierre estomatico inhibe la fotosintesis (Cornic, 2000) hay numerosos estudios que
plantean una correlacién directa entre la tolerancia al estrés por cierre estomatico y la
menor productividad de las plantas que se adaptan de esta forma a dicho estrés
(Brodribb y Holbrook, 2003; Ghannoum, 2009; Jung y col., 2008; Price y col., 2002). De
hecho, los genotipos de alto rendimiento de algoddn, trigo y arroz tienen mayor
conductancia estomatica y transpiran mds en estrés hidrico (Araus y col., 2002; Blum y
col., 1982; Izanloo y col., 2008; Sanguineti y col., 1999). Entonces a la hora de pensar a
HaRWRKY76 como una herramienta biotecnolégica, el hecho de que uno de los
mecanismos probables por los que tolere el estrés sea el cierre estomatico plantea una
controversia. Sin embargo, las plantas HaWRKY76 no presentaron detrimento en la
produccién en distintos niveles de estrés hidrico medio/moderado e incluso
presentaron un leve incremento en la produccidn con respecto a sus controles cuando
el estrés hidrico comenzé en el estadio vegetativo (Figura 24 y resultados no
presentados). Ademas, las medidas de transpiracion e intercambio gaseoso en
condiciones de estrés hidrico leve no tuvieron diferencias significativas entre las
plantas salvajes y las transgénicas (resultados no presentados). El conjunto de estas
observaciones nos llevé a la pregunta clara de cdmo es posible que estas plantas
disparen el mecanismo de cierre estomatico para tolerar estrés hidrico pero al mismo
tiempo no presenten la esperada pérdida de productividad de estos casos. La
respuesta no es simple y seran necesarios estudios posteriores para poder

completarla.

Con el fin de describir el mecanismo por el cual las plantas HaWRKY76 toleran mejor
gue sus pares salvajes el estrés hidrico, se evaluaron los niveles de transcriptos de
distintos genes involucrados en la biosintesis y sefializacién de la hormona ABA. Los
resultados que arrojaron estos ensayos indicaron que en las plantas HaQWRKY76 la
biosintesis de ABA no estaria afectada de forma diferencial respecto de las salvajes,
pero si lo estarianlas las vias de sefalizacidon. ABI1, ABI2, ABI3 y ABI5 se indujeron
menos por estrés hidrico en las plantas transgénicas que en las salvajes. ABI1 y ABI2
son reguladores negativos de la respuesta a ABA, que se inducen por estrés y las

mutantes en estos genes presentan problemas en el cierre estomatico y muestran un
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fenotipo de marchitez
(https://www.arabidopsis.org/abrc/catalog/mutant_seed_1.html). ABI3 y ABI5 son
reguladores positivos de la respuesta a ABA (Carles y col., 2002; Hirayama y Shinozaki,
2007; Leung y col., 1994; Schroeder y col., 2001). A su vez, RD29A, RD29B, RAB18, EM6
y ADH, que son regulados directamente por ABI5, también se indujeron menos por
estrés hidrico en las transgénicas que en las salvajes. Los genes exclusivos de la
respuesta independiente de ABA, COR47 y COR15A, no mostraron diferencias de
expresion entre transgénicas y salvajes (Figura 28). Nos sorprendié que tanto los
reguladores negativos como los positivos se indujeran en menor medida en las plantas
HaWRKY76 que en las salvajes. Estas observaciones concuerdan con la complejidad
descripta para las vias de senalizacién de ABA; si bien hay muchos trabajos que
describen parcialmente estas vias (Nakashima y col., 2014; Pinheiro y Chaves, 2011;
Raghavendra y col., 2010; Roychoudhury y col., 2013; Umezawa y col., 2010) el
escenario general comprendiendo todas ellas no estd detallado en ninguno de forma
completa. Un claro ejemplo de esta complejidad estd representado por RD29A y
RAB18 que pertenecen a las dos vias de sefializacién de ABA, la dependiente y la

independiente (Roychoudhury y col., 2013).

Por otro lado, ABI1 y ABI3 estdn regulados en situaciones de escasez de agua en
Arabidopsis y cebada independientemente del tipo de estrés (agudo o crénico) y su
intensidad y hay evidencias que plantean que estan involucrados en la relacién entre
sequia y fotosintesis (Parcy y Giraudat, 1997; Pinheiro y Chaves, 2011). Durante la
deshidratacion se produce el cierre estomatico, cuya funcién es reducir la evaporacién
de agua a través de las hojas (Finkelstein y Rock, 2002; Sirichandra y col., 2009). Este
mecanismo, mediado por la fitohormona ABA, evita que las plantas pierdan agua por
evapotranspiracién pero reduce la fotosintesis concomitantemente con la reduccién
del intercambio gaseoso (Finkelstein y col., 2002; Taiz y Zeiger, 2006). Ademas las
mutantes abil son menos sensibles al ABA e incapaces de regular el cierre de sus
estomas de forma correcta y por este motivo transpiran mas (Parcy y Giraudat, 1997).
Estas evidencias son notorias, dado que las plantas HaWRKY76 son mas tolerantes que
las salvajes a sequia posiblemente porque pierden menos agua debido a que cierran

sus estomas mas rapidamente que las salvajes y, sin embargo, presentan menores
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niveles de transcriptos de ABI1. De todas formas, hay que tener en cuenta que ABI/1 no
es el Unico transcripto cuya expresidn esta afectada y que el fenotipo de las plantas
HaWRKY76 puede estar dado por la regulacién diferencial en conjunto de la via de

respuesta a ABA.

A partir de los nuestros datos experimentales podemos concluir que la via de
sefalizacion de ABA en general estd menos inducida en las plantas HQOWRKY76 que en
las plantas de tipo salvaje, a diferencia de lo que ocurre en otras plantas tolerantes a
sequia (Figura 27). Esto puede tener origen en que todos estos genes son regulados
por ABI5 y la expresién de ABI5 no varia en las plantas transgénicas sometidas a estrés
comparadas con los controles. Sin embargo, no hay que dejar de lado que puede haber
otros factores que influyan en el fenotipo de tolerancia. A su vez, una modulacién en la
regulacién diferencial de estos genes en las plantas HaWRKY76 podria explicar su
mayor produccion y contenido de clorofila en estrés, si se le suman las caracteristicas
fenotipicas favorables que estas plantas desarrollan normalmente y las posicionan

mejor frente al estrés como tamano, longitud y didmetro de la raiz.

Desde el punto de vista biotecnldgico la regulacion de los niveles de ABA es muy
importante para las plantas en funcion de tolerar el estrés hidrico, sobrevivir, y no
perder en productividad (Govind y col., 2011; Sreenivasulu y col., 2012). La expresion
diferencial de los genes medidos en las plantas HaWRKY76 podria ser parte de una
respuesta de homeostasis de ABA distinta a la que tienen las plantas salvajes,
indicando la existencia de mecanismos de respuesta a estrés diferentes. Sin embargo
seria imporatnte definir si las plantas HQWRKY76 estdn poniendo en juego otras vias

desconocidas aun para generar el fenotipo diferencial .

Los FTs de tipo WRKY son componentes clave en la sefializacion de ABA (Rushton y
col., 2012). AtWRKY40, AtWRKY18 y AtWRKY60, pertenecientes al grupo lla han sido
descriptos como reguladores negativos de la sefalizaciéon de esta hormona (Shang y
col., 2010). La mutante en AtWRKY63, miembro del grupo lll, es hipersensible a ABA en
estadios tempranos del desarrollo y presenta, de forma contraria, menor sensibilidad a
ABA en el cierre estomatico y menor tolerancia a estrés hidrico (Ren y col., 2010).

AtWRKY2 es un regulador negativo del mantenimiento de la dormancia por ABA (liang
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y Yu, 2009). Estos datos sumados a muchos otros presentes en la literatura
demuestran que los FT WRKY constituyen multiples nodos en las redes de sefializacién
de ABA. En girasol, a través de un analisis de microarreglos hecho a partir de plantas
crecidas a campo y sometidas a estrés hidrico se mostré curiosamente que sélo un FT
WRKY cambid su nivel de expresién en el genotipo en estudio y éste correspondia a un

homdlogo de AtWRKY40 (Roche y col., 2007).

IV.l.1l —éQué papel tendria en la tolerancia a estrés hidrico de las plantas HaWRKY76

su desarrollo radicular diferencial?

Sumado a las caracteristicas que se desarrollaron en respuesta a la escasez de agua, no
hay que dejar de lado que las plantas HaWRKY76 estaban mejor preparadas para
enfrentar el estrés al presentar mayor biomasa radicular, mayor didmetro de raiz
primaria y, aparentemente, células xilematicas de la raiz de menor didmetro que el de

las salvajes (Figuras 15y 16).

Las caracteristicas fenotipicas mencionadas no generan necesariamente una ventaja
adaptativa en todos los ambientes en los que hay sequia. Sin embargo, la mayor
biomasa radicular podria estar colaborando a que las plantas HQWRKY76 tomen agua
del suelo de forma mas eficiente que las plantas salvajes. Las raices de didmetro
pequefio con mayor largo de raiz especifico® les permiten a las plantas incrementar la
eficiencia de conductancia hidraulica aumentando el area de la superficie en contacto
con el suelo y el volumen de suelo que puede ser explorado en busca de agua (Comas y
col., 2012; Herndndez y col., 2010; Leung y col., 1994; Rieger vy Litvin, 1999; Solari y
col., 2006). En este sentido, el menor didametro de las raices ha sido propuesto como
una caracteristica favorable para incrementar la adquisicién de agua y la productividad
de las plantas en sequia (Wasson y col., 2012). Las plantas HaWRKY76 por su parte
tienen mayor didametro en su raiz primaria al final de su ciclo de vida (Figura 15). Nos
proponemos en un futuro realizar ensayos para investigar qué sucede con la
abundancia y el didmetro de las raices secundarias de las plantas HaWRKY76 en

comparacion con las salvajes con el objeto de determinar si el origen de la diferencia

4 , e . .
El largo de raiz especifico es el largo de raiz/masa radicular
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en la biomasa radicular entre salvajes y transgénicas estd dado por diferencias en el
grosor o numero de las raices secundarias ya que el largo total es igual (resultados no
presentados). Ademas del didmetro de la raiz, el diametro de los vasos del xilema
también afecta la conductividad hidraulica y puede afectar la productividad de las
plantas en sequia (Tyree y col., 1994; Zimmermann, 1983). En general, las plantas con
mayor diametro de vasos xilemadticos tienen mayor conductividad hidraulica pero
presentan un uso del agua poco conservativo y ademads corren mayores riesgos de
sufrir de cavitaciéon® que aquellas con vasos de menor didmetro (Alder y col., 1996;
Gallardo y col., 1996; Richards, 2006; Sperry, 2011; Tyree y col., 1994). La columna de
agua presente en las raices termina saliendo de la planta por la evaporacion en la
superficie de las hojas, cuando la fuerza de tension que empuja al agua es mayor que
la fuerza que mantiene a las moléculas de agua unidas, la columna de agua se rompe y
el aire ocupa su lugar. En estrés hidrico es mas probable que esto suceda, dada la
escasez de agua. Hay pocas especies con diametros de vasos anchos que se adaptan a
ambientes secos (Pockman y Sperry, 2000). Por otro lado, si pensamos en esta
caracteristica como una herramienta para el fitomejoramiento nos encontramos con
gue estd descripto que una disminucién general en el diametro de los vasos puede
limitar el potencial de crecimiento maximo de las plantas (Passioura, 1972). Sin
embargo, las plantas HAQWRKY76 no muestran un detrimento en el crecimiento ni en la
productividad; por lo contrario, en condiciones normales de crecimiento, producen

mas semillas que las salvajes.

IV.1l — Exceso de agua

IV.1l.1 — Las plantas HOWRKY76 y su fenotipo frente a estrés por inundacion y

anegamiento

En la Figura 11 se ve claramente que los niveles de transcripto de HaWRKY76 no
variaron significativamente a lo largo del ensayo de inundacién de la planta completa
pero si mostraron un pico luego de que las plantas se recuperaron durante una hora.

Sin embargo, HaWRKY76 expresado de forma ectépica y constitutiva en Arabidopsis,

5 s .z . .
La cavitacion es el llenado de una traqueida o elemento del vaso con aire.
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les confirié a estas plantas mayor tolerancia a estrés por exceso de agua. Las plantas
HaWRKY76 sobrevivieron mas que las salvajes cuando fueron sometidas a inundacién
durante 5 6 6 dias (Figura 36). Como estas plantas no mostraron un crecimiento
diferencial respecto de las salvajes al estar inundadas es légico sugerir que se adaptan

por medio del mecanismo de quiescencia y no el de escape (Figura 29).

El suplemento con sacarosa (y no con glucosa) incrementa la tolerancia a estrés por
anoxia de las plantas sometidas a este tipo de estrés (Germain y col., 1997; Loreti y
col., 2005). También el mayor contenido de azUcares esta correlacionado directamente
con una mayor tolerancia al estrés por exceso de agua, posiblemente por proveer la
energia necesaria para mantener el metabolismo mediante la respiracion anaerdbica
(Das y col., 2005; Sarkar y col., 1996; Vriezen y col., 2003). Las plantas HQWRKY76
presentaron mayor concentracion de sacarosa en sus hojas de roseta al comienzo el
estrés y ademds consumieron sus reservas de carbohidratos de manera conservativa

(Figura 31). Estas caracteristicas estarian colaborando al fenotipo de tolerancia.

Para profundizar en la caracterizacién de este fenotipo, se midié la expresién de genes
involucrados en el metabolismo de los hidratos de carbono y la fermentacién. Todas
las plantas a los tres dias de iniciado el estrés tuvieron reprimidos los transcriptos de
SUS1, SUS4, PDC1 y ADH1 respecto de sus niveles en condiciones estandar. Sin
embargo, los niveles de transcriptos de PDC2 y ASP2, no se vieron afectados por la
anoxia/hipoxia (Figura 33). Esto fue llamativo en un principio, dado que esta
ampliamente descripto que, apenas se inicia el estrés por hipoxia, las plantas
incrementan los transcriptos de genes que codifican enzimas involucradas en la
fermentacion de los hidratos de carbono disponibles como SUS, ADH y PDC, entre
otras (Bailey-Serres y Voesenek, 2008; Banti y col., 2013; Klok y col., 2002; Loretiy col.,
2005). Al principio del tratamiento estresante las plantas deben adaptarse al mismo y
seria esperable que tengan que fermentar carbohidratos en este proceso. Sin
embargo, cuando el estrés se prolonga y las plantas desencadenan el mecanismo de
guiescencia, disminuyendo a niveles basales su metabolismo, la fermentacién de sus
hidratos de carbono se ve reprimida preservando las reservas (Loreti y col., 2005). A
los tres dias de estrés, las plantas HQWRKY76 presentaron reprimida la expresion de

SUS1 y ADH1 comparada con la de las salvajes, lo que podria explicar su consumo
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restrictivo de carbohidratos. Al ingresar menos sacarosa a la via por represién de SUS1,
se produce menos piruvato para fermentar en las plantas HQWRKY76 y podria ser el
motivo de la represion de ADH1. A su vez, ninguna otra via fermentativa estd
favorecida en las plantas transgénicas dado que AAT (alanina amino transferasa,
resultados no presentados), ASP1 y ASP2 no mostraron niveles de expresién

diferenciales entre los distintos genotipos (Figura 33).

La recuperacién es un parametro muy importante a la hora de evaluar el desempeio
de una variedad frente a estrés por exceso de agua. De nada sirve que la planta tolere
el estrés si cuando éste cesa el organismo muere. Es paraddjido en apariencia, pero las
plantas sufren deshidratacién luego de que el estrés por exceso de agua culmina
(Fukao y col., 2011; Setter y col., 2010). Ademads cuando se exponen nuevamante al
medio, los niveles de EROs se incrementan de forma notoria. En concordancia con
esto, se puede incrementar la tolerancia a la deshidratacion mediante la manipulacién
de genes que codifican proteinas relacionadas con la detoxificacién de EROs y sus
reguladores (Badawi y col., 2004; Davletova y col., 2005; Lu y col., 2007; Mittler, 2006;
Wang vy col., 2005; Wu y col., 2008).

Las plantas HQWRKY76 mostraron un menor contenido de EROs a los 5 dias de estar
sumergidas (Figura 30) y ademas se deshidrataron menos (perdieron menos agua) en
la recuperacién, posiblemente porque el cierre estomatico fue mas rdpido que en las
salvajes (Figura 35), lo que sefiala a HaWRKY76 como un intercomunicador en los

mecanismos de respuesta a la falta y al exceso de agua.

Este menor contenido de EROs, y probablemente el menor dafio celular a los cinco dias
del estrés, podrian colaborar a una mejor recuperacion de las plantas cuando los
niveles de EROs se incrementan. Sumando a esto la menor pérdida de agua explicaria,
al menos en parte, la mayor superviviencia de las plantas HaWRKY76 al estrés por

inundacion.

Las plantas que contienen mayores niveles de carbohidratos cuando el estrés por
exceso de agua cesa, muestran mejor recuperacién (Das y col., 2005; Ismail y col.,
2013; Luo y col., 2011). Las plantas HQWRKY76 tenian un poco mds de sacarosa que las

salvajes tras recuperarse durante un dia (Figura 34) pero no presentaron diferencias en
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el contenido de proteinas de sus hojas (resultados no presentados). Luego de una
semana de recuperacién de la inundacién completa, las plantas HQWRKY76 se vieron
mas saludables y lograron producir levemente mas semillas que las salvajes (Figura
36). En el mismo sentido, produjeron mas semillas tras estar sometidas a inundacion

por seis dias (Figura 38).

El estrés por anegamiento suele ser menos severo para las plantas que el estrés por
inundacion total de la planta, esto se ve reflejado en que las plantas de todos los
genotipos producen menos semillas luego de ser sometidas a estrés por inundacion de
la planta completa que cuando se enfrentan a anegamiento. Las plantas anegadas no
se encuentran completamente cubiertas de agua. Entonces tienen la posibilidad de
transportar oxigeno desde la zona en normoxia a la que se encuentra en anoxia. Las
plantas tienen mecanismos para favorecer este transporte de oxigeno de forma tal que
sea mas eficiente. Uno de estos mecanismos, es la generacion de arerénquimas
(Bailey-Serres y Voesenek, 2008; Muhlenbock y col., 2007; Parlanti y col., 2011). Las
plantas de Arabidopsis tanto salvajes como transgénicas generaron aerénquima
lisogénica en la médula de los tallos en condiciones de inundacién parcial pero las
transgénicas lo hicieron en mayor medida (Figura 37). Esta diferencia no se observé en
raices de plantas anegadas, ni en tallos de plantas sumergidas (resultados no
presentados). Ademas, a los cinco dias presentaron menor dafio celular que sus pares
salvajes, lo que podria estar relacionado con un mejor control de las EROs. Parlanti y
col (2011) presentaron datos con los que correlacionaron el mecanismo de tolerancia
frente a inundacién con la manera en la que se desencadena la formacion de
aerénquima. Estd descripto que las plantas que toleran inundacién total por el
mecanismo de quiescencia generan aerénquima dependiendo principalmente de las
especies reactivas del oxigeno, mientras que en las plantas que escapan del estrés
elongando el tallo, la formacion de aerénquima estaria gobernada principalmente por

la acumulacién de etileno (Parlanti y col., 2011).

En la literatura, se han informado sélo dos FTs de tipo WRKY denominados MtSTP de
Medicago truncatula y su homodlogo de Arabidopsis AtWRKY12, relacionados con la
anatomia del tallo. La mutacién de este FT en Arabidopsis genera crecimiento de pared

celular secundaria ectdpica en la médula, lo que sugiere que su funcién seria mantener
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las células de la médula en su estado parenquimatoso (Wang y col., 2010). Por otro
lado, se sabe que AtWRKY22, AtWRKY29 y AtWRKY30 incrementan su expresién en
plantas de Arabidopsis sometidas a anoxia durante 12 horas. En particular AtWRKY22
estaria relacionado con la mayor tolerancia a infecciones de plantas de Arabidopsis

luego de que el periodo de inundacién total termina (Hsu y col., 2013).

V — HaWRKY76 como herramienta para mejorar cultivos

Muchos factores de transcripcion producen fenotipos complejos cuando son
expresados constitutivamente en las plantas (Cabello y col., 2012; Dubouzet y col.,
2003; Manavella y col., 2008). Los FTs de tipo DREB1/CBF, DREB2, AREB/ABF y NAC
regulan la expresion de genes asociados con la aclimatacién al estrés osmético
(Dubouzet y col., 2003; Hossain y col., 2010; Matsukura y col., 2010; Nakashima y col.,
2000). La sobreexpresion de estos genes incrementa la tolerancia de las plantas a
muchos estreses, incluyendo sequia, salinidiad y bajas temperaturas en arroz y
Arabidopsis. SUB1A es un FT de tipo ERF cuya expresion define que la planta de arroz
desarrolle el mecanismo de quiescencia. Las plantas de arroz que sobreexpresan
SUB1A tienen mayor tolerancia a inundaciones y toleran mejor la deshidratacion que
se produce luego de sufrir aquel estrés y ademds son mds tolerantes a estrés hidrico
(Fukao y col., 2011). Por el contrario, GhWRKY17, un FT de tipo WRKY de algodén
perteneciente al grupo lld, hace mas suceptibles al estrés hidrico y salino a las plantas

de tabaco que lo expresan de forma constitutiva (Yan y col., 2014).

HaWRKY76 se encuentra dentro de este amplio grupo de FTs que produce fenotipos
complejos cuando son expresados de forma ectdpica y/o constitutiva en plantas. Las
plantas de Arabidopsis HQWRKY76 muestran un fenotipo diferencial en condiciones
normales de crecimiento en cuanto a la arquitectura de sus raices, la biomasa radicular
y foliar y la produccién. Cuando son expuestas a escasez y al exceso de agua generan
un fenotipo de tolerancia, en algunos casos incluso con mayor produccién. Todas estas
respuestas en Arabidosis se pueden correlacionar con los patrones de expresién de
HaWRKY76 en girasol y con la induccion de este FT en plantas tratadas con exceso de

agua y deshidratacién. Si bien para cada caracteristica diferencial mencionada
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anteriormente se plantearon mecanismos por los cuales HaWRKY76 podria estar
regulando estas respuestas, quedan muchos interrogantes a responder para lograr
describir con mayor precisién el lugar que ocupa este FT en las vias moleculares.
Cuando el genoma de girasol se encuentre disponible en forma procesada seria muy
interesante buscar “cajas WKKY” en los promotores de genes que estén regulados
diferencialmente en las vias de interés. Ademds, un mayor conocimiento sobre la
expresion de HaWRKY76 y sus genes blanco nos permitira dilucidar qué fenotipos son
artefactos generados por su expresion ectépica y cudles podrian relacionarse con

mecanismos conservados en plantas.

El conjunto de resultados presentados en este capitulo indica que HaWRKY76 podria
ser utilizado como una herramienta biotecnoldgica con potencial para el mejoramiento
de cultivos tanto en condiciones de crecimiento normales como bajo condiciones de

estrés abidtico por exceso o defecto de agua.
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CAPITULO II: HOWRKY10 estd involucrado en la acumulacion de

sustancias de reserva y tiene un papel en la germinacion de las

semillas

INTRODUCCION

1 — El ciclo de vida de las plantas y la transicion entre sus estadios

El ciclo de vida de las plantas comienza con la germinacion, que permite la generacién
de tejidos y drganos, sigue con la fase vegetativa y finalmente la reproductiva. La
duracidn de cada etapa varia ampliamente entre las especies y el momento en el que
estas transiciones ocurren estd muy regulado. Esta regulacidon asegura que las fases
mas vulnerabbles del ciclo ocurran en condiciones ambientales favorables y en la
temporada adecuada. Dos de los mecanismos que controlan las transiciones en las
distintas etapas del desarrollo estan asociados a la dormancia (Graeber y col., 2012). La
dormancia de brotes previene su crecimiento en plantas perennes en invierno (Rohde
y Bhalerao, 2007; Suttle, 2004) y la dormancia de las semillas previene la germinacién

de éstas aun si son viables, estan intactas y en condiciones favorables (Bewley, 1997).

Il = La dormancia de la semilla: ¢ por qué es tan importante?

En forma general, la dormancia de la semilla puede definirse como un estado de
guiescencia, si bien hay diferentes tipos de dormancia entre las especies de plantas.
Este estado puede ser a su vez clasificado en dormancia fisioldgica, morfoldgica,
morfo-fisioldgica, fisica y combinaciones de fisioldgica y fisica. La dormancia fisioldgica,
dada por la pérdida de agua y la quiescencia metabdlica y génica, es la que prevalece
en plantas como Arabidopsis, girasol, lechuga, tabaco y muchos cereales. Esta forma
de dormancia se divide a su vez en tres tipos: profunda, intermedia y no profunda. La

Ultima es la mas comun y se caracteriza porque el embridn inmaduro, escindido de la
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semilla, puede generar una plantula normal, cuando naturalmente la dormancia se
pierde por la estratificacion o maduracién completa de la semilla (Baskin y Baskin,
2004; Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Graeber y col.,, 2012; Kucera y col.,
2005).

Ademas, la dormancia que se instala en la fase de maduracién de la semilla es
denominada dormancia primaria. No obstante, en algunas especies, el bloqueo a la
germinacion se establece luego de la dispersién de la semilla y es inducido por ciertas
condiciones de estrés o por un ambiente desfavorable a la germinacidn, caracterizando
otro tipo de dormancia, denominada secundaria (Bewley, 1997; Finch-Savage y

Leubner-Metzger, 2006).

La dormancia va disminuyendo a medida que pasa el tiempo desde que la semilla
termina de formarse. En este proceso decae la concentracién de ABA y se incrementa
la sensibilidad a GA o su requerimiento y puede ocurrir que el rango de temperatura
en el que la semilla pueda germinar se amplie y se den otros cambios especificos de la
especie (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Por ejemplo, en girasol, este proceso
estd asociado con la oxidacién de ARN mensajeros, lo que altera su traduccién. Esta
oxidacion seria selectiva y tiene como blancos transcriptos que jugarian papeles
especificos en la dormancia de la semilla (Bazin y col., 2011).

La dormancia de la semilla es una propiedad innata que define las condiciones
medioambientales en las que las semillas pueden germinar (Finch-Savage vy
Leubner-Metzger, 2006). A su vez, estd determinada por factores genéticos y es muy
influenciada por el ambiente en que se desarrollaron las plantas madres, ademas de
ser una forma de adaptarse a los distintos habitats. El estado durmiente (o el nivel de
dormancia) de las semillas es un factor importante en el desempefio de las plantas
(Donohue y col., 2010; Huang y col.,, 2010). Las semillas poco durmientes pueden
germinar antes de las condiciones ambientales favorables, con riesgo de no sobrevivir.
Por otro lado, las semillas que presentan dormancia incrementada demoran en
germinar, con lo que la duracién de la temporada de crecimiento favorable para la

planta se ve reducida.
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Una de las caracteristicas agronémicas buscadas en las semillas es que sean capaces de
germinar rapidamente, dado que es el agricultor quien define el momento de
germinacion de las semillas al sembrarlas en condiciones favorables para el proceso.
De hecho, durante la domesticacion se han seleccionado semillas con menores niveles
de dormancia y germinacién sincronizada (Kilian y col., 2009). Por otro lado, semillas
muy poco durmientes generan una reduccién en la calidad de la semilla para sembrary
pérdidas en la productividad, como es el caso de semillas viviparas de los cereales que
pueden brotar antes de separarse de la planta madre (Gubler y col., 2005). Entonces,
es necesario un balance apropiado entre las condiciones que determinan el nivel de

dormancia de la semilla.

Debido a la plasticidad fenotipica (Introduccion General), las caracteristicas con las que
se desarrollan las plantas dependen de las condiciones en las que germinaron las
semillas. En Arabidopsis, por ejemplo, las rosetas son mads grandes y la reproduccion
ocurre en mayor medida cuando las semillas germinan en otofio que cuando lo hacen
en primavera. (Donohue, 2003; Donohue y col., 2005; Korves y col., 2007). Otro claro
ejemplo se da en girasol: cuando las semillas son tratadas con campos magnéticos® se
ve un incremento en la velocidad de germinacién, en el largo, area y volumen de la raiz
de la planta y en el peso seco de la misma al mes de vida (Vashisth y Nagarajan, 2010).
El momento de germinacion también puede influir sobre el tiempo de floracién, como
ocurre en el caso de Campanula (strum) americanum, en el que la temporada en la que
germina define si el ciclo de vida de la planta es anual o bianual (Galloway, 2001).
Como consecuencia, todos estos fenotipos tienen un impacto directo en Ia

productividad de los cultivos.

6. . s . ) . ,
Tratamiento con campos magnéticos: tratamiento fisico de la semilla que se postula como tecnologia
para el incremento del vigor de la plantula y el establecimiento del cultivo.
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lll = La semilla y su germinacion

La mayoria de las plantas con flores se reproducen por semillas. Las semillas de las
dicotileddneas contienen en su interior un embrién que presenta cuatro estructuras

bien definidas:

- la radicula o raiz embrionaria, érgano que crece, protruye a través del
tegumento, fija la planta al sustrato y absorbe agua y sales minerales,

- dos cotiledones u hojas embrionarias, 6rganos que en la germinacién de
semillas (como las de girasol y Arabidopsis) contribuyen principalmente al
almacenamiento de sustancias de reserva,

- el hipocotilo, eje caulinar, muy corto, entre cotiledones y radicula, y

- la plumula, apice del vastago portador de los primordios foliares.

El éxito en la germinacién de la semilla y en el establecimiento de la plantula son
caracteristicas determinantes para la propagacidon de una especie. Debido a la gran
vulnerabilidad al dafio que la semilla tiene en germinacién, a enfermedades y a
estreses medioambientales, la germinacidon es considerada la fase mas critica en el
ciclo de la planta. Cuando las semillas germinan se generan muchas situaciones de
transicién: pasan de ser organismos heterétrofos a autétrofos, de estar protegidos por
la cubierta seminal a encontrarse expuestos al ambiente y de ser quiescentes a
convertirse en fisiolégicamente activas (Donohue y col., 2010). Es por esto que muchas
plantas han evolucionado germinando solamente en condiciones ambientales muy
particulares o secuencias muy especificas de estas condiciones. Hay muchos factores
gue regulan la germinacion de las semillas (Bentsink y Koornneef, 2008), entre los que
se destacan la luz (cantidad y calidad), la temperatura y las hormonas ABA y GA (Figura
1, arriba). Recientemente, se han comenzado a identificar nuevos reguladores de este
proceso como modificaciones exigenticas, ARN de interferencia pequefios y ARN no

codificantes largos (Nonogaki, 2014).
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La germinacién comienza cuando la semilla seca se embebe y sigue por la expansién
del embrién. La toma de agua es trifasica, presenta una toma inicial rdpida (Fase I),
seguida por una fase estacionaria (Fase Il) y un incremento final (Fase Ill) cuando el
embrién elonga su eje y protruye su envoltura para completar la germinacién
(Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006, Figura 1, abajo).

| luz
Testa

/ Endosperma

Auxina

Fitocromo

7Hipocoti|o = Induccién de
I \/ ABA —— A  BR la dormancia
N\
Azucar
\ Potencial de Radicula
i 5 crecimiento
— del embrién P, pctorsdals

/' cubierta seminal

™ Endosperma micropilar
Semilla Semilla

Frio
Plantula ¢ I'E
embebida germinada

() Fasell () ase lll

Fasel

Contenido de agua de la semilla

JD

Semilla madura seca

Tiempo

Figura 1: Regulacidon general de la semilla en germinacion y toma de agua. Arriba:
Representacidon esquematica de los factores que afectan la germinacién en Arabidopsis.
Los promotores del desarrollo estan indicados con flechas verdes y los represores con
flechas rojas (adaptado de Bentsink y col., 2008). Abajo: se grafica el contenido de agua
de la semilla versus el tiempo. En color verde se representa lo que sucede cuando es
embebida en agua (adaptado de Rajjou y col., 2014).
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El botanico aleman Julius von Sachs fue el primero en proponerla existencia de las
hormonas al postular en la segunda mitad del siglo XIX que las plantas producian,
transportaban y percibian “sustancias formadoras de drganos”, responsables de la
formacidn y el crecimiento de los érganos. Las hormonas son mensajeros quimicos y
permiten la comunicacion entre las células, tejidos y érganos de las plantas superiores.
El contenido, la sefializacién y las interacciones hormonales tienen un papel muy
importante en determinar el estado fisiolégico de las semillas y en regular el proceso
de germinacién. Las hormonas ABA, GA, etileno, brasinosteroides, auxinas,
citoquininas y otras moléculas sefializadoras tienen efectos profundos en el desarrollo
de la planta aun en concentraciones casi indetectables por métodos modernos. En la
Figura 2 se muestra un resumen de la accidon de las principales hormonas en la

germinacion de semillas de tabaco.

Disminucion de los
niveles y de Ia

sensibilidad a ABA ABA| Etileno
Incre.lror?le-egtz er(13A la Luz Luz
sensiplida d o]
pérdida de P ga —
requerimiento de GA ® GA GA I |BR|
?  am | ? ¢,
Semilla Ruptura Ruptura del
guardada de la testa ) endosperma
. . End .
Semilla é Semilla rr'mifgzlﬂ':f é Semilla
dormante pGlu-| no RGlu | germinada
dormante EREBP

Figura 2: Interacciones hormonales durante la regulacién de la ruptura de la dormancia
de la semilla de tabaco. Abreviaturas: BGlu-l (glucanasanas B-1,3 de clase 1), EREBP
(proteina de unién a un elemento de respuesta a etileno, adaptado de Finch-Savage y col.,
2006).
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IV.l— ABA: un requlador positivo de la induccion de la dormancia y un requlador

neqativo de la germinacion

La fitohormona ABA es un compuesto sesquiterpeno resultante del clivaje de
carotenoides, que se sintetiza en pldstidos, pasa al citosol y se transporta
mayoritariamente a través del floema. El ABA regula muchos aspectos del desarrollo
de la semilla y etapas tempranas posteriores a este estadio, que son muy importantes
a nivel agronémico. Tiene un rol en la sintesis de proteinas y lipidos de reserva, en la
tolerancia a la desecacion de las semillas, en la dormancia, en la germinacién y en el
crecimiento de la plantula (Finkelstein y col., 2002; Kucera y col., 2005; Nambara y col.,

2010).

El ABA acumulado en semillas en dormancia decae a valores relativamente bajos luego
de que la semilla es embebida debido al catabolismo por hidrolasas especificas de la
familia citocromo P450 CYP707A. (Finkelstein y col., 2008; Okamoto y col., 2006). En
muchas especies el nivel de ABA enddgeno determina la induccién y probablemente el
mantenimiento del estado de dormancia (Hilhorst, 1995; Koornneef y col., 2002;
Kucera y col.,, 2005; Nambara y Marion-Poll, 2003). Ademas, la sobreexpresién de
genes de biosintesis de ABA o la aplicacion exdgena de la hormona lleva al incremento
del contenido de ABA y conjuntamente de la dormancia de la semilla o del atraso de su
germinacion (Frey y col., 1999; Nambara y Marion-Poll, 2003; Thompson y col., 2000).
En el mismo sentido, la deficiencia de ABA durante el desarrollo de la semilla estd
asociada con la ausencia de la dormancia primaria en la semilla madura y las semillas
gue no presentan la dormancia inducida por ABA son capaces de germinar sin GA
(Bentsink y Koornneef, 2008; Finkelstein y Gibson, 2001; Nambara y Marion-Poll,
2003). Por otro lado, el ABA aportado por el tejido materno o la aplicacion exdgena de
ABA durante el desarrollo de la semilla que no es capaz de sintetizar esta hormona no
logra inducirla dormancia, lo que implica que se trata de un proceso dependiente de la

biosintesis de ABA por parte del embrién en cuestién (Kucera y col., 2005)

El ABA no inhibe la toma inicial de agua, el crecimiento extensivo inicial del embrion o

la ruptura de la testa. Como se observa en la Figura 2, el ABA inhibe la ruptura del
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endosperma. Ademas, esta hormona inhibe la expresién de los genes que codifican las
glucanasanas B-1,3 de clase | (BGlu-l) que estan inducidos en el endosperma micropilar
inmediatamente antes de su ruptura. La luz, las giberelinas y el etileno promueven la
expresion de BGlu-l y la ruptura del endosperma, mientras que el ABA, la alta

concentracion osmoética y la oscuridad la inhiben (Kucera y col., 2005).

Se han identificado muchas proteinas involucradas en la respuesta a ABA, incluyendo
los Factores de Transcripcién ABI3, ABI4 y ABI5, que fueron descubiertos por los

fenotipos que presentan las plantas mutantes en estos genes.

Las mutantes abi3, abi4 y abi5 muestran expresion reducida de varios genes
involucrados con la maduracién de semillas, pero sélo las mutantes de abi3 son no
durmientes e intolerantes a la desecacién. Las mutantes abi4 y abi5 no muestran
dormancia diferencial ni fenotipos asociados a la maduracién de la semilla pero son
insensibles a ABA (Finkelstein y col., 2008; Finkelstein y Lynch, 2000; Nambara y col.,
1992). Los genes que codifican estos dos FTs se expresan mayormente en semillas en
desarrollo y maduras, y son reguladores positivos de la sefializacién de ABA (Penfield y

col., 2006).

ABI4, al que le vamos a prestar especial atencidon por su participacidon clave en la
movilizacion de reservas en semillas, es un FT de la familia AP2/ERF (del inglés,
APETALA2/Ethylene-Responsive element binding Factor). Los miembros de esta familia
unen de forma especifica los elementos ABRE (del inglés, ABA Responsive Element) en
los promotores de los genes que regulan (Mizoi y col., 2012). Como se muestra en la
Figura 3, mientras los otros genes ABI (ABI3 y ABI5) se expresan en el endosperma,
ABI4 se expresa en el embridn, su expresién decae en plantulas en desarrollo y luego
tiene otro pico de expresion en la siguiente generacion de semillas en maduracion

(Wind y col., 2013).
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Figura 3: Expresion y funcion de ABI4 en el ciclo de vida de la planta. AB/4 se
expresa en germinacion y desarrollo de semillas. Se muestra también la expresion de
ABI3 y ABI5 en el desarrollo de la planta y se ve la coexpresién con ABI4. Se indican
ademas los roles de ABI4 en los distintos estados del desarrollo (adaptado de Wind y
col., 2013).

En semillas en germinacién, ABI4 reprime la ruptura de lipidos y regula su movilizacién
en el embriéon (Penfield y col., 2006). En esta fase, los TAGs son movilizados y usados
en la via de la gluconeogénesis para proveer al embrién la energia necesaria hasta el
momento en que pueda fotosintetizar. AB/4 es inducido en el embridén por ABA y su
expresion determina la sensibilidad de la semilla a esta hormona en la movilizacién de
lipidos de reserva (Wind y col., 2013). AB/4 también se induce fuertemente por glucosa
(Arenas-Huertero y col.,, 2000; Cheng y col., 2002). En este sentido, se han
caracterizado distintas mutantes involucradas en el metabolismo de azlcares que se
postularon como alelos de ABI4. Esto seria consistente con una regulacion cruzada
entre la sefializacion de ABA y azlcares o con un papel de ambos en vias paralelas

(Finkelstein y Gibson, 2001; Ledn y Sheen, 2003; Wind y col., 2013).
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IV.ll — GAs: requladoras positivas de la germinacion

El efecto inhibitorio de ABA tiene que ser contrarrestado para que la semilla pueda
germinar. En este proceso son claves las hormonas GAs. Las GAs son diterpenos
tetraciclicos sintetizados principalmente en plastidos de tejidos apicales del vastago,
gue sufren un procesamiento hasta su forma activa en reticulo endoplasmatico y luego
en citosol, y son transportadas via floema. Las Gas regulan de manera negativa
proteinas que reprimen la germinaciéon y son esenciales en la activacién de este
proceso (Rajjou y col.,, 2012). Las mutantes deficientes en GA son incapaces de
germinar sin el agregado de GAs exdgenas y la sintesis de Novo de GA es necesaria en
la imbibicion. Ademas, la relaciéon ABA/GA regula la transicion metabdlica necesaria

para la germinacion (Rajjou y col., 2012).

Los niveles de GA son inducidos en fases tempranas de la germinacion por la madurez
de las semillas, el frio y la luz. Estos factores afectan la regulacion de la expresion de
genes involucrados en su biosintesis, los cuales codifican enzimas denominadas
giberelina-oxidasas o GAox. GA3ox y GA20ox son enzimas clave en la biosintesis de GA
bioactiva, mientras que GA2ox es la enzima encargada de catalizar el pasaje de GA
bioactiva a su forma inactiva. Los niveles relativos de expresién de estos genes

determinan el predominio de una u otra forma de la hormona (Yamaguchi, 2008).

En la germinacién de cereales, la GA es secretada desde los embriones a las células de
la aleurona para promover la expresiéon de enzimas hidroliticas como la a-amilasa.
Estas enzimas son necesarias para la utilizacién de los carbohidratos de reserva
almacenados en el endosperma de las semillas, para su germinacién y en el
establecimiento de la linea (Lovegrove y Hooley, 2000; Ritchie y Gilroy, 1998). Estd
descripto que en Arabidopsis la capa de células de la aleurona responden a GAy ABA y,
aunqgue no hay descriptos mecanismos claros de regulacion, esta capa es necesaria y
suficiente para establecer la dormancia (Bethke y col., 2007).

Las evidencias obtenidas de estudios hechos en Arabidopsis, tabaco y tomate indican

gue la GA producto de la biosintesis de novo reprime la expresidon de genes represores
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de la germinacién, como por ejemplo RGL2'de Arabidopsis (Wen y Chang, 2002), y al
mismo tiempo induce la expresién de enzimas hidroliticas de tipo B-1-3-glucanasas
(Leubner-Metzger y Meins, 2000), endo-B-manaza (Nonogaki y col., 2000), distintas
expansinas (Chen y col., 2001), xiloglucano-endotransglicosilasa (Chen y col., 2002)y
AtEPR1, una proteina de tipo extensina de Arabidopsis (Dubreucq y col., 2000). Esta
regulacién culmina en la modificacién de la pared celular y el debilitamiento del

endosperma, lo que facilita la germinacioén (Lee y col., 2002; Peng y Harberd, 2002).

V — Sustancias de reserva en germinacion

Una vez que la germinacion se desencadena, los embriones deben lograr establecerse
como plantulas. Antes de poder realizar la fotosintesis estos organismos utilizan
sustancias de reserva como fuente de energia. En su desarrollo, las semillas acumulan
en general tres tipos de sustancias de reserva: proteinas, carbohidratos (sacarosa o
almiddn) y lipidos (en general triacilglicéridos o TAGs). Las distintas especies de plantas
muestran grandes variaciones en las proporciones de carbohidratos, aceites vy
proteinas que acumulan en sus semillas. Por ejemplo, la mayoria de los cereales
contienen alrededor de 85% de almiddn, mientras las leguminosas como la soja
contienen alrededor del 40% del peso seco de sus semillas ocupado por proteinas y
muchas de las oleaginosas como Arabidopsis y girasol producen entre 50 y 70% de
aceite (Eastmond y Graham, 2001; Lehner y col., 2006; Li-Beisson y col., 2013; Pfeiffer
y Kutschera, 1996; Siloto y col.,, 2006; Theodoulou y Eastmond, 2012). En estas
especies el almacenamiento eficiente de lipidos en las semillas es esencial para el
establecimiento de la linea, que a su vez es de importancia fundamental para el
desempefio de la planta en el campo. En la Figura 4 se muestran esquemas de las

semillas de girasol y Arabidopsis, objeto de estudio de esta Tesis.

'RGL2: es una proteina de tipo DELLA, reguladora negativa de respuesta a GA
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Figura 4: Morfologia de las semillas de girasol y de Arabidopsis. lzquierda, se
detallan las partes de una semilla de girasol. Derecha, se indican las estructuras de
una semilla de Arabidopsis (adaptado de Finch-Savage y col., 2006).

Las sustancias de reserva son generalmente compuestos insolubles que tienen la
propiedad de permanecer intactos aun cuando la semilla se encuentra seca por
periodos prolongados. En la germinacion deben ser movilizadas y convertidas
rapidamente en metabolitos solubles disponibles para que la planta logre establecerse

antes de que se agoten (Graham, 2008).

En semillas oleaginosas durante las primeras horas de embebidas, el embrién obtiene
la energia que necesita principalmente de la degradacion de carbohidratos de reserva.
Luego de la germinacién, comienza a consumir en mayor medida lipidos, que son
principalmente TAGs (Chia y col., 2005; Eastmond, 2006; Eastmond y Graham, 2001;
Graham, 2008; Penfield y col., 2005).

Los TAGs son ésteres derivados de una molécula de glicerol y tres acidos grasos que se
sintetizan en el reticulo endoplasmatico y se encuentran empaquetados en “gotas de
aceite” (GdA). Las GdA provienen del reticulo endoplasmatico y estan rodeadas por
una monocapa de fosfolipidos con proteinas asociadas. Estas proteinas se denominan
oleosinas y estdn involucradas en determinar el tamafo de las GdA (Huang, 1992;
Siloto y col., 2006). La movilizacion de los TAGs contenidos en las GdA involucra la
induccidon coordinada de distintas rutas metabdlicas en diferentes localizaciones

subcelulares (Figura 5). El primer paso en la ruptura de TAGs es realizado por lipasas
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(EC: 3.1.1.3), que catalizan la hidrdlisis de los TAGs liberando acidos grasos y glicerol.
Los acidos grasos ingresan en los glioxisomas, donde la B-oxidacién los convierte en
acetil-CoA que luego se condensa en un compuesto de 4 carbonos por medio del ciclo
delglioxilato. Este compuesto de 4 carbonos es transportado a la mitocondria,
convertido a oxalacetato via malato y puede seguir dos caminos: ser transportado al
citosol donde sera sustrato de la gluconeogénesis o eventualmente seguir la via de la
respiracion, aunque este Ultimo proceso esta desfavorecido en semillas en
germinacion. Si se utiliza en gluconeogénesis, la enzima fosfoenolpiruvato-
carboxiquinasa (PEPCK) cataliza la conversion de oxalacetato en PEP como primer paso
de la via que culmina en la produccién de sacarosa (Figura 5, Eastmond y Graham,
2001; Graham, 2008; Kelly y col., 2011; Li-Beisson y col., 2013; Penfield y col., 2005;
Quettier y Eastmond, 2009).

Este proceso es muy importante principalmente en el crecimiento posgerminativo de
la plantula. Las mutantes de Arabidopsis en una lipasa clave en este estadio
denominada “dependiente de azucar 1”(SDP1, del inglés Sugar DePendent 1) no logran
establecer la linea regularmente sin el agregado de sacarosa exdégena dado que no son
capaces de consumir los TAGs de reserva. Asimismo, las plantas que tienen silenciado
el gen codificante de PEPCK necesitan del agregado exdgeno de sacarosa para lograr
establecerse normalmente como pldntulas. Estas lineas tienen comprometida su
habilidad para utilizar los lipidos y las proteinas de reserva en la producidn de azlcares

solubles por medio de la gluconeogénesis (Eastmond, 2006; Rylott y col., 2003).
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Figura 5: Transicion metabdlica de crecimiento heterdtrofo a autétrofo en una semilla
oleaginosa durante el crecimiento posgerminativo. En la figura se muestra el cambio del
metabolismo en las células de un embrién heterdtrofo (a) a autdtrofo (b). Los niumeros
representan enzimas y reacciones catalizadas por las mismas: 1 (triacilglicerol-lipasa); 2
(enzimas de la B-oxidacion de los acidos grasos); 3 (citrato-sintasa); 4 (aconitasa); 5
(isocitrato-liasa); 6 (malato-sintasa); 7 (malato-deshidrogenasa); 8 (PEPCK:
fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa); 9 (gluconeogénesis); 10 (fosfoenolpiruvato-
carboxilasa); 11 (piruvato-quinasa); 12 (rutas biosintéticas por ejemplo, aminodcidos,
purinas, clorofila, etc; adaptado de Eastmond y col., 2001) .

VI - ¢éComo se acumulan las sustancias de reserva en las semillas?

El desarrollo de la semilla se divide en dos etapas sucesivas aunque levemente
solapadas, la morfogénesis del embridén y la maduracion de la semilla. En la fase de
maduracién se acumulan las sustancias de reserva y se induce la dormancia mediante
la adquisicion de la tolerancia a la desecacién y finalmente de la quiescencia
metabdlica (Graeber y col., 2012; Graham, 2008). En la Figura 6 se muestra el perfil de

acumulacién de las distintas sustancias de reserva a lo largo del desarrollo de la

semilla.
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Las rutas metabdlicas por las que se sintetizan los compuestos de reserva son
ampliamente conocidas pero los factores que determinan las proporciones relativas en
las que se sintetizan no han sido descriptos integramente. La acumulacién de las
distintas sustancias de reserva requiere la coordinacidon de muchos genes que codifican
las enzimas de cada via (Baud y col., 2008; Ruuska y col., 2002). Dado que las plantas
oleaginosas, acumulan mds TAGs que cualquier otra sustancia de reserva y que, para
este capitulo, la acumulacién y movilizacidon de los TAGs es de relevancia, se describira

a seguir el rol que los FTs tienen en la acumulacion de los TAGs en la semilla.

VI.| — El papel de los factores de transcripcion en la acumulacion de reservas en las

semillas

Los programas de expresion génica relacionados con el proceso de acumulacién de
sustancias de reserva se activan en la fase de maduraciéon de las semillas y se apagan
en las fases vegetativas del desarrollo de las plantas (Baud y Graham, 2006; O'Hara y
col., 2002). En la Figura 7 se muestran los datos de un estudio de microarreglos en el

gue se determinaron los niveles de ARNm en semillas de Arabidopsis en formacion y, a

177



Introduccién- Capitulo 11

Expresion génica relativa

través de sus resultados, se infirid el patron de expresién de genes involucrados en la
sintesis de sustancias de reserva durante el llenado de semillas (Ruuska y col., 2002).
Estos resultados sugieren que diferentes redes génicas regulan estas vias de sintesis

separadamente.

Figura 7: Resumen de los patrones de
----- Almidén expresion  temporal de  genes
—— Acidos grasos . , .
. e Proteinas relacionados con la sintesis de las
distintas sustancias de reserva. En
linea discontinua se muestra el patrén
de los genes involucrados en el
almacenamiento de almidén, en linea
solida, de lipidos y en linea punteada
de proteinas. Las mediciones de la
expresion génica se comenzaron a
realizar a partir del dia 6 pos-antesis en
Tiempo ( dias pos-floracion) plantas de Arabidopsis Col-0 (adaptado
de Ruuska y col., 2002).

A través de los resultados de otros estudios genéticos realizados en maiz y Arabidopsis,
se identificaron tres FTs que son clave en el control de los programas de expresién
génica que acompafian la maduracién de la semilla: LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1), LEC2,
y FUSCA3 (FUS3), todos ellos con un dominio de unién a ADN “B3”. Estos activadores
interaccionan con otros FTs como PICKLE, ABI5 y WRI1 que participan en el desarrollo
de las semillas y en la acumulacidn de las sustancias de reserva y también estdn
involucrados en las vias de sefializacion de azucares y hormonas (Baud y Lepiniec,
2010; Graeber y col., 2012; Santos-Mendoza y col., 2008). En general, mutantes con
pérdida de funcionalidad de estos genes presentan defectos severos en la acumulacién
de lipidos (Baumlein y col., 1994; Focks y Benning, 1998; Meinke y col., 1994; Stone y
col., 2001).
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VI.Il — Los factores de transcripcion WRKY y las semillas

Los FTs de la familia WRKY son reguladores claves en el desarrollo de las semillas, en su
germinaciéon y en el crecimiento posgerminativo. En cebada, un FT del grupo | de la
familia WRKY denominado SUSIBA2 regula la sintesis de almidén en el endosperma
(Sun y col., 2003). Otras proteinas de tipo WRKY regulan la embriogénesis (Lagacé y
Matton, 2004), el tamanio de la semilla (Luo y col., 2005) y el desarrollo de la envoltura
seminal (Johnson y col., 2002).

Ademas, se encuentran disponibles muchos trabajos que vinculan a los FT de tipo
WRKY con la respuesta/sefializacion hormonal en germinacion y desarrollo
posgerminativo (Cheny col., 2012; Ren y col., 2010; Rushton y col., 2012; Shang y col.,
2010; Xie y col., 2006). Por ejemplo, en avena silvestre las proteinas de tipo WRKY,
ABF1 y ABF2 se unen a una caja en el promotor de la a-amilasa (una enzima clave en el
clivaje de los carbohidratos usados para germinar), que también es regulado por GA
(Rushton y col., 1995). En cebada, HYWRKY38 actla como un represor transcripcional
de los genes de respuesta a GA en las células de la aleurona y es regulado por GA, ABA
y SA (Xie y col., 2007; Zou y col., 2008). OsWRKY71 y OsWRKY51 de arroz se reprimen
por GAs y se inducen por ABA en las células de la aleurona, y la sobreexpresién
conjunta de estos FTs inhibe la expresion de la a-amilasa (Xie y col., 2006; Zhang y col.,
2009). AtWRKY2 de Arabidopsis es una proteina de respuesta a ABA que media el
bloqueo de la germinacion y del desarrollo posgerminativo provocado por esta

hormona (Jiang y Yu, 2009).

VIl — Biotecnologia y fitomejoramiento de la mano: plantas oleaqginosas como

biofdbricas de materia prima para la industria

Los TAGs son utilizados para alimentacién indispensable de animales y como
potenciales reemplazos sustentables de los combustibles fésiles para aplicarlos en
areas que van desde lubricantes, polimeros, pinturas y solventes a tintas, colorantes,
cosméticos y surfactantes (Graeber y col., 2012; Graham, 2008; Jaworski y Cahoon,

2003; Metzger y Bornscheuer, 2006). Ademas, sumados a los de las microalgas, los
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aceites derivados de las plantas también estan siendo utilizados en la produccién de

biodiesel (Durrett y col., 2008; Hill y col., 2006; Lu y col., 2011).

Como las plantas producen en total mas de 500 tipos de acidos grasos con distintas
caracteristicas, se plantean oportunidades para lograr, por medio de la biotecnologia,
una nueva generacién de cultivos oleaginosos (Cahoon y col.,, 2007; Graham y col.,
2007; Napier, 2007; Somerville y Bonetta, 2001). Sin embargo, el abastecimiento de
estos compuestos ricos en energia es limitado por los rendimientos actuales y la

disponibilidad de tierras arables (Weselake y col., 2009).

La pregunta que surge inmediatamente es ¢cdmo producir mas aceite? En general el
flujo a vias metabdlicas particulares se puede controlar incrementando el
abastecimiento de sustratos, es decir, incrementando los sustratos que sirven de
fuente, o bien, aumentando la demanda del sumidero cuando es insuficiente para

aprovechar los fotosintatos producidos en la fuente (Batesy col., 2013).

En un principio, se aplico el método clasico de seleccidn de filiales provenientes de
cruzamientos y, mas recientemente, se ha sumado la genética molecular y la ingenieria
metabdlica. Hasta el momento, los mejores resultados buscados a través de los
ultimos métodos surgieron de la expresion diferencial individual de la secuencia
codificante de distintas enzimas del metabolismo de los TAGs. Sin embargo, hay
estudios recientes en los que se modifica la expresién de mas de un gen, entre ellos

algunos que codifican FTs, con resultados favorables y hasta sorprendentes (Tabla 1).

Otra aproximacién para suplir la demanda creciente de aceites vegetales es introducir
cultivos nuevos o subutilizados, que sean capaces de crecer en climas daridos o
semidridos o en suelos menos fértiles y no aptos para los cultivos tradicionales, como
la soja o la colza. También existe la posibilidad de aplicar la ingenieria metabdlica a
cultivos oleaginosos no comestibles con el fin de crear nuevas composiciones de

aceites para aplicaciones industriales (Sanjaya y col., 2011).
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Plantaenla | Incremento en
Gen que se Proceso biolégico en que se el contenido de - ,
.. . . Bibliografia
sobreexpresa el que participa observé el aceite respecto
fenotipo del control
Acetil- Metabolismo Arabidopsis 6,25% (Roeslery col.,
CoAcCarboxilasa P 15270 1997)
Glicerol-3-fosfato . o (Vigeolas y col.,
deshidrogenasa Metabolismo B. napus Entre 32y 50% 2007)
Gli [-3-fosfat
|cgro ostato Metabolismo Entre7y 22 % | (Jainy col., 2000)
aciltransferasa
(Jakoy col.,
Maiz, 2001; Weselake
DGAT1 Metabolismo Arabidopsis, Entre5y 8% y col., 2007;
B. napus Zhengy col.,
2008)
, . . Lardizabal L.,
DGAT2 Sintesis de TAGs Soja Entre 11y 13% | (Lrdizabaly co
2008)
Transcripcion . . o (Cernacy
WRI1 Arabidopsis | Entre 10y 20% Benning, 2004)
. Transcripcion . . Entre 5.3y (Wangy col.,
FT det DOF Arabid
e tipo rabidopsis 9.1%, 2007b)
Transcripcion , o (Sheny col.,
LEC1 Maiz 48% 2010)
Transcripcion 17-31% (Sheny col
LEC1 + WRI1 P Maiz (dependiendo y €O,
2010)
del promotor)
. Metabolismo (AGPR) . . , (Sanjayay col.,
AGPRNAIi-WRI1 Transcripcion (WRI1) Arabidopsis 5 veces mas 2011)
. Casi 100 veces
DGAT-WRI1 Metabo.llsr.rlo (DGAT) Tabaco s (Vanhercke y
Transcripcion (WRI1) (hojas) col., 2013)

Tabla 1: Genes que confieren a las plantas que los expresan de forma diferencial
mayor contenido de aceite de reserva respecto a las plantas no transformadas. Se
muestran en la tabla los genes en cuestién, su relacién con la acumulacion de lipidos,
la especie en la que se observa el fenotipo, el incremento respecto de su control
salvaje y la bibliografia de la que se tomaron los datos.

En este Capitulo nos propusimos caracterizar a HaWRKY10 (Heliantus annuus

WRKY10), un FT de girasol de tipo WRKY que pertenece a la familia lld pero que, a

diferencia de HaWRKY76, presenta un dominio de unién a ADN tipico.
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RESULTADOS

I— HaWRKY10 se expresa diferencialmente en la germinacion de semillas de girasol y

es requlado por ABA y GA

Para comenzar la caracterizacién de HaWRKY10 se decidié determinar su patron de
expresion, para lo que se realizaron ensayos usando muestras de distintos érganos y
estadios de desarrollo. Las plantulas de girasol de siete y trece dias no mostraron una
expresion diferencial de HaWRKY10 entre los diferentes drganos. También se
realizaron ensayos en plantulas de una semana de vida sometidas a tratamientos
hormonales y de estrés abidtico y no se observaron diferencias significativas en la
regulacion de HaWRKY10 en ninguna de las condiciones ensayadas (resultados no

presentados).

En consecuencia, se exploraron otros estadios y 6rganos. A continuacién, se determiné
el patron de expresion de HaWRKY10 en semillas en dormancia y en semillas
germinadas al cabo de un dia. HaWRKY10 se encontré reprimido en semillas un dia

luego de embebidas, comparadas con aquellas en dormancia (Figura 8).

Figura 8: HaWRKY10 es regulado
en germinacion. Niveles de
transcripto de HaWRKY10 en
1,5 - embriones de  semillas en
dormancia y germinadas durante
1,0 - un dia. Se le asignd arbitrariamente
el valor 1 a los niveles de
transcriptos en dormancia. Las
0,5 1 b barras de error corresponden a
| ! J triplicados bioldgicos. Se realizd
0,0 - T 1 {una prueba ANOVA seguida por
Dormancia 1 diade una prueba Fisher LSD post-hoc.
germinacion Las letras representan diferencias

significativas con un valor p < 0,05.

2,0 -

niveles de expresion
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Como al dia de estar embebidas las radiculas ya logran protruir a través del
tegumento, y por lo tanto se producen cambios fisioldgicos significativos, se decidid
evaluar el patron de expresion de HaWRKY10 en semillas en germinacion, desde la
imbibicidn de la semilla hasta la emergencia de la radicula. Como el ensayo planteado
requeria tomar muestras a intervalos previos a la observacién directa de cualquier
fenotipo evidente, fue necesario recurrir a una variable que permitiera estimar que
todas las semillas estuvieran en el mismo estadio fenoldgico. Para eso, se utilizé como
herramienta la absorcion de agua trifasica que presentan las semillas, ilustrada en la
Figura 1. De esta forma, se considerd que los individuos que incorporasen el mismo
porcentaje de agua, relativo al peso inicial de la semilla, germinarian en forma

semisincronizada y estarian en el mismo estadio fenolégico.

Se evaluaron distintas lineas de girasol que presentaron variabilidad en los porcentajes
de agua absorbida (Figura 9) y en los tiempos de germinacién (resultados no
presentados). Las semillas del genotipo CF31 mostraron valores de toma de agua
menos fluctuantes que los de los genotipos HA89 y CF33. Aln asi se distinguieron dos
grupos, uno que presentd una tasa baja de incorporacién de agua y otro grupo que
tomdé mas rdpidamente agua y germind antes. Por esta razén, se trabajé con este
ultimo grupo y todos los ensayos con girasol detallados a continuacién se realizaron

con el genotipo CF31.

HA89 CF31 200 CF33
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012 3 458678 91012 01234567 8 91012
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180
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100

% del peso inicial

% del peso inicial
% del peso inicial

012 3 456 7 8 91012

horas horas horas

Figura 9: La variedad CF31 presenta un comportamiento mas parejo en la toma de
agua que las variedades CF33 y HA89. Peso de treinta semillas a lo largo del tiempo
expresado como porcentaje del peso inicial. Las semillas se pesaron antes de
embeberse y se continuaron pesando a lo largo del tiempo en los momentos
indicados en los graficos. Cada curva representa el comportamiento de una semilla
individual.
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En la Figura 10 se muestra que HaWRKY10 presentd un pico de expresién a las nueve
horas de embebida la semilla y luego decayd una vez que la radicula habia protruido a
través del tegumento a las 24 horas. Estos resultados muestran una tendencia de
disminucion de la expresion de HaWRKY10 al dia de germinadas las semillas, que se

condice con lo observado en la Figura 8.

-

Niveles de expresion

O RPN WP UL O
o
—

5 6 9 12 24

Figura 10: HaWRKY10 tiene un pico de expresion a las 9 horas de embebida la
semilla. Arriba: niveles de expresién de HaWRKY10 en embriones germinados
durante las horas que indica la figura, medidos por RT-gPCR. A la muestra de tres
horas se le asignd valor 1 de forma arbitraria. Abajo: fotografia de los embriones al
momento de la toma de muestra. Las barras de error son la desviacidn estandar de
cuadruplicados bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba
Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p <
0,05.

Con la informacién de que HaWRKY10 presentd un pico de expresion
aproximadamente a las nueve horas de embebida la semilla, se decidié determinar el
impacto del tratamiento con hormonas. Se eligieron para el ensayo GA y ABA que son
las hormonas vinculadas a la regulacion de la germinacion con mas informacién
acumulada al respecto. A su vez, se decidid evaluar si la expresion del gen era
diferencialmente regulada en los érganos del embridn: radicula o raiz embrionaria

(junto con el hipocotilo) y cotiledones (junto con la plumula).

184



Resultados - Capitulo 11

Como se observa en la Figura 11, en condiciones control los niveles de los transcriptos
de HaWRKY10 no difirieron entre raices y cotiledones a las nueve horas de embebida
la semilla. Sin embargo, cuando las semillas fueron tratadas con 10 6 100 uM de ABA
se observé una clara represion exclusivamente en los cotiledones. De la misma
manera, cuando las semillas se trataron con 100 uM de GA se observé una induccién
de alrededor de 8 veces en los cotiledones de los embriones comparados con los
cotiledones control. Esto indica que la expresién de HaWRKY10 esta regulada durante

la imbibicién de la semilla y por las hormonas ABA y GA, especificamente en

cotiledones.
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Figura 11: HaWRKY10 esta regulado por las hormonas ABA y GA. Expresion de
HaWRKY10 en semillas germinadas durante nueve horas en los distintos
tratamientos que se indican en la figura. Arriba: control y tratamiento con ABA 10
UM y ABA 100 uM. Abajo: control y tratamiento con GA3 100 uM (GA bioactiva). En
ambos casos los niveles de transcriptos se relativizaron a los de raiz en condiciones
control, que se tomaron como 1 arbitrariamente. Se separaron los embriones en
raices y cotiledones como se ilustra en la fotografia (abajo a la derecha). Las barras
de error son la desviacién estandar de triplicados bioldgicos. Se realizé una prueba
ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan
diferencias significativas con un valor p< 0,05.
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Il — HaWRKY10 y su relacion con el consumo de las sustancias de reserva

Como el cotiledén es el 6rgano que, en especies como el girasol, tiene por funcién
esencial acumular las sustancias de reserva y HaWRKY10 estd regulado de forma
especifica en este organo, se planted que HaWRKY10 podria participar en funciones
asociadas con la acumulacién, movilizacion o consumo de sustancias de reserva. En
consecuencia, se realizaron cinéticas de la germinacion y del crecimiento
posgerminativo en condiciones estandar de cultivo. Durante la germinacién se
midieron los niveles de carbohidratos, de lipidos y de proteinas totales en los
embriones. Durante el crecimiento posgerminativo, se midieron los niveles de
carbohidratos, de lipidos y también de clorofila, cuyo incremento marca la transicidn
entre hetetrofismo y autotrofismo. Los niveles de proteinas no se cuantificaron
durante el crecimiento posgerminativo debido a que en la bibliografia no se describe

su importancia en el establecimiento de las lineas de semillas oleaginosas.

En la Figura 12 se muestran las curvas obtenidas durante la germinacion. Si se analizan
las curvas en forma global y se las compara con los niveles de expresion de HaWRKY10,
se concluye que, sélo en el caso de los lipidos, la reserva a lo largo de las horas
disminuyd de forma inversamente proporcional a la expresion de HaOWRKY10 (p®=-1 p<
0,05). Por otra parte, las curvas pueden analizarse en tres periodos. Entre las tres y las
siete horas de embebida la semilla se consumieron principalmente los azlcares
solubles (70 % de la reserva de glucosa y 25 % de la de sacarosa en promedio), aunque
también hubo una movilizacién importante de lipidos (26 %) y de proteinas (16 %).
Entre las siete y las nueve horas se movilizaron las reservas de almidén (24 % en
promedio) y continuaron movilizandose las de lipidos (23 %). Los niveles de glucosa y
de sacarosa se mantuvieron probablemente por su consumo inmediato. Entre las
nueve y las doce horas el consumo de sacarosa se vio reflejado en la caida de sus
niveles (se consumié en promedio en este tiempo el 28 % de la sacarosa). En este

periodo el resto de las sustancias de reserva no mostraron cambios mayores.

8 . . .z
p : coeficiente de correlacidn de Spearman
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Figura 12: Los embriones utilizan lipidos y carbohidratos como fuente de energia
para germinar. Se realizé una cinética del contenido de sustancias de reserva
durante las doce primeras horas de germinacién. Las semillas se embebieron en
agua y se cuantificé el contenido de glucosa, sacarosa y almiddn (violeta), proteinas
(anaranjado) y lipidos (colorado) en los tiempos que se indican en las figuras. Las
barras de error corresponden a la desviacidn estandar de triplicados/cuadruplicados
bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-
hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p< 0,05.
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La Figura 13 muestra el patron de expresion de HaWRKY10 en el desarrollo
posgerminativo. El incremento en la expresién de este FT fue notable a los 4 dias y se
mantuvo al menos hasta el dia 7. Un analisis global nuevamente revelé que las
reservas de lipidos variaron con el tiempo siguiendo un patréon inversamente
proporcional al aumento de los niveles de transcriptos de HOWRKY10 (p=-0,94 p<0,05).
En cuanto a los carbohidratos, en los primeros 2 dias se consumid principalmente
sacarosa (39 %) que luego se mantuvo constante. La glucosa fue aumentando
lentamente, posiblemente con el aumento de clorofila y la capacidad de fotosintetizar

de la planta. El almiddn no registré cambios.

Todos estos datos sugirieron que HaWRKY10 tendria un papel en el proceso de
germinacion y en el crecimiento posgerminativo, asociado a la movilizacion diferencial

de sustancias de reserva, particularmente lipidos.

188



Resultados - Capftulo 11

300 - HaWRKY10 d s 3 GLUCOSA
c = 1
2 l cd ) 25
Q oo
= 200 ¢ 2
g bc ! E
o 215
o S
8 100 21
g o
2 E 0,5
da
0 i T T T 1 0 T
1 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
dias dias
0,5 LiPIDOS o 3 SACAROSA
o d ]
o4 | | g2}
QU
= l ® 5
®03 - b £ b
< 0 b 215 5 b b
-8 0,2 1 ] g ] b b
= L c c ® 1 | —
0,1 L - = a
£ '%0,5 1
0 T 1 0 T
1 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
dias dias

CLOROFILA o 0°
o 03 3
2025 - b tf b b ‘T 04
= T -|- =
£ 02 | T b 1 £
[<1+] 1 1 i
E 0,15 | | L 5
i ! 2
£ 01 | $02 -
50,05 T
2 0 a 201
[T T T 1 o8
E 1 2 3 4 5 & 7 < 9 .
dias 1 2 3 4 5 6 7
dias

Figura 13: El patron de expresion de HaWRKY10 es inversamente proporcional al
perfil de utilizacion de lipidos. Niveles de expresion de HAWRKY10 medidos por RT-
gPCR en los dias indicados en la figura. Se tomd arbitrariamente el dia 3 y se le
asignoé el valor de 1 (barras anaranjadas). Cinética de medicidon de carbohidratos
(linea violeta), lipidos (linea colorada) y clorofila (linea verde) durante los 7 dias
siguientes a embeber la semilla. Las barras de error representan la desviacion
estandar de triplicados/cuadruplicados bioldgicos. Se realizé6 una prueba ANOVA
seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias
significativas con un valor p< 0,05.
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1l — HaAWRKY10 se expresa diferencialmente en el llenado de aquenios

Debido a que las sustancias de reserva se acumulan durante el llenado de semillas
hacia el final del ciclo de vida de plantas como las de girasol, se midi6 el
comportamiento de HaWRKY10 y la acumulacién de sustancias de reserva durante el
desarrollo de la inflorescencia desde el estadio R5 al R9 y luego en el embridn, durante

su formacidn desde el estadio R5.6 al R5.9 (Schneiter y Miller, 1981).

Como se observa en la Figura 14, HaWRKY10 tuvo un pico de expresién en los
aquenios en la primera fase del desarrollo (R5.6), cuando las sustancias de reserva
comenzaron a acumularse. Tanto los niveles de almidén como de glucosa aumentaron
poco después (R5.9), si bien los de glucosa cayeron abruptamente y se mantuvieron en
niveles basales una vez que el llenado de aquenios comenzd, lo que podria deberse a
su inmediata utilizaciéon. En cambio, los niveles de almidén cayeron paulatinamente.
Los lipidos siguieron una trayectoria inversa: se incrementaron hasta R7, se
mantuvieron estables hasta R8 y luego cayeron levemente en R9, como consecuencia
del gasto energético necesario para terminar de definir la dormancia de la semilla

(Baud y col., 2008).
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Figura 14: HaWRKY10 tiene un pico de expresion en aquenios al inicio del
desarrollo. Las muestras se tomaron en los momentos que se indican en la figura.
En la parte superior centrada de cada grafico se indica la sustancia de reserva
cuantificada. Izquierda, arriba: Se muestra la expresion de HaWRKY10 medidos por
RT-gPCR en los estadios de desarrollo indicados en la figura. Se tomé
arbitrariamente el estadio R9 y se le asignd el valor de 1 (barras naranjas). Derecha,
arriba: fotografias ilustrativas del estadio de desarrollo de un corte longitudinal del
aquenio y del capitulo en cada punto de muestreo. También se midieron los
carbohidratos (lineas violetas), las proteinas (lineas anaranjadas) y los lipidos (lineas
coloradas). Las barras de error representan la desviacion estandar de
triplicados/cuadruplicados bioldgicos. Se realizd6 una prueba ANOVA seguida por
una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con
un valor p< 0,05.
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IV — Las semillas de plantas transgénicas que expresan HaWRKY10 constitutivamente

son mds susceptibles al ABA en la germinacion y en el establecimiento de la linea

Con el fin de ahondar en el estudio de la funcion de HAWRKY10 en girasol, se
generaron lineas transgénicas de Arabidopsis cuyos fenotipos fueron caracterizados.
Primeramente, como la secuencia completa del ADNc de HaWRKY10 no estaba
disponible en bases de datos, se obtuvo la region codificante desconocida por 3° RACE
y luego se cloné el ADNc de HaWRKY10 completo, bajo el control del promotor 35S.
Entre las distintas lineas obtenidas correspondientes a inserciones independientes del
transgén se eligieron tres que presentaron niveles de expresién elevados pero
diferentes entre si (las lineas 1, 16 y 30) y con ellas se continuaron los ensayos (Figura
15). A partir de este momento, las plantas transgénicas se denominaran, en general,
plantas HQWRKY10, y las lineas, A, B y C, respectivamente. En las figuras se utilizardn
las denominaciones W10-A, W10-B y W10-C en el caso de las distintas lineas de las

plantas HaQWRKY10 y WT para referirse al genotipo salvaje.

Con el fin de caracterizar estas plantas se midieron diferentes parametros de
crecimiento como el tamano de la roseta y el nimero de hojas que presentaban en el
desarrollo, el momento del pasaje del estadio vegetativo al reproductivo, la longitud
de la vara floral y la de su raiz principal. Las plantas HaWRKY10 no mostraron

diferencias con las plantas salvajes en ninguna de estas cualidades (resultados no

presentados).
Figura 15: Las plantas de
25 Arabidopsis HaWRKY10
muestran lineas con expresion
20 - diferencial. Se presentan los
niveles de transcriptos de
15 4 HaWRKY10 en 15 lineas
independientes de plantas
107 HaWRKY10. Para continuar con
s \ los ensayos se eligieron las lineas
rodeadas por un dvalo verde. Se
0o W/ u i~y U \l/ W L 4 Mo U | U | relativizaron todos los valores a la
1 3 6 8 10 16 17 23 25 30 40 43 54 63 82 |linea 8, a la que se le asignd

Linea arbitrariamente el valor 1.
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Dado que HaWRKY10 se expresé diferencialmente en embriones de semillas de girasol,
se decidid evaluar algunas caracteristicas de las semillas, como el tamaiio, la
produccién total de semillas por planta y su porcentaje de germinacién en condiciones
normales de crecimiento. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre las plantas transgénicas y salvajes en ninguno de estos pardmetros (resultados
no mostrados). Dado que habiamos observado que el ABA regula la expresién de
HaWRKY10 en semillas en germinacion de girasol, se realizaron ensayos de
germinaciéon de semillas y de crecimiento posgerminativo de plantulas en presencia de

ABA.

Las semillas de las plantas HaWRKY10 resultaron mas susceptibles en su etapa de
germinacion a tratamientos con ABA. Como se observa en la Figura 16, mientras que
las semillas salvajes germinaron casi en su totalidad tras un tratamiento con ABA 1 uM,

solo el 60% en promedio de las semillas transgénicas germinaron.
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Figura 16: Las semillas de plantas HQWRKY10 son mas susceptibles a ABA que las
salvajes. Arriba, porcentaje de semillas germinadas a los dos dias en las condiciones
gue se indican en la figura. Abajo: fotografia representativa de placas en condiciones
control y tratadas con ABA 1 puM a los cinco dias. Se trabajé con placas en
condiciones control, 0,5y 1 uM de ABA. Las barras de error representan la desviacidon
estdndar de cuadruplicados bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por
una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con
un valor p< 0,05.
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En la Figura 17 se observa que las plantulas HaWRKY10 expuestas a ABA desde la
germinacion presentaron un desarrollo mas afectado en comparacién con las plantulas
salvajes. Este efecto fue evidente en la expansién incompleta de sus cotiledones y en
el menor desarrollo del primer par de hojas de estas plantulas expuestas a ABA 1y 2
UM. Un resultado semejante al del ensayo anterior fue observado en pldntulas

expuestas a ABA luego de germinadas (resultados no presentados).
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Figura 17: Las plantulas HQWRKY10 muestran mayor sensibilidad a ABA durante el
crecimiento posgerminativo. Las plantas fueron germinadas y crecidas en las
concentraciones indicadas en la figura. Arriba: se muestra el porcentaje de plantas
gue expandieron completamente sus cotiledones. Abajo: fotografias ilustrativas del
fenotipo de las plantulas. Las barras de error representan la desviacion estandar de
cuadruplicados biolégicos. Se realizd una prueba ANOVA seguida por una prueba
Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p<
0,05.

V — Algunos genes de las vias de ABA y GAs estdn requlados diferencialmente en las
semillas HaWRKY10

Como consecuencia de los resultados de respuesta diferencial a ABA se decidié medir
los niveles de transcriptos de genes de las vias de ABA y GA, como hormonas de accién
antagonica en el proceso de germinacion. Para este fin se utilizaron semillas

germinadas durante dos dias en condiciones estandar.
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Los genes ABA2 (biosintesis de ABA), ABI1, ABI3 y ABI5 (sefalizacién positiva de ABA)
no mostraron variaciones estadisticamente significativas entre las plantas transgénicas
y las salvajes (resultados no presentados). Sin embargo, ABI4, que también esta
involucrado en la senalizacion positiva de ABA, mostré una reduccién de entre 20 y
35% en las plantas transgénicas respecto a las salvajes (Figura 18). Curiosamente, los
niveles de transcriptos de GA2ox (que codifica una enzima encargada de pasar GA a su
forma inactiva) aumentaron alrededor de 30% en las plantas HQWRKY10 y los niveles
de GA200x y GA3ox (que codifican enzimas clave en la biosintesis de GA activa)
disminuyeron o tendieron a disminuir en las plantas transgénicas comparadas con las

salvajes (Figura 18).
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Figura 18: La biosintesis de GA y la sefializacion de ABA estan reguladas de forma
diferencial en las semillas de las plantas HQWRKY10. Se midieron por medio de RT-
gPCR los niveles de transcriptos de los genes indicados en la parte superior de cada
grafico. Se tomd arbitrariamente el genotipo WT y se le asignd el valor de 1. Las
barras de error representan la desviacién estandar de triplicados bioldgicos. Se realizé
una prueba ANOVA seguida por una prueba de Fisher LSD post-hoc. Las letras
representan diferencias significativas con un valor p< 0,05.
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VI — Las semillas HAWRKY10 contienen mds lipidos y proteinas y menos carbohidratos
que las salvajes

Los genes regulados de forma diferencial que se visualizan en la Figura 18 estan
involucrados en la movilizacion de las sustancias de reserva en semillas. Este hecho,
sumado a la relacion entre la expresion de HaWRKY10 y el consumo de reservas en
girasol, nos llevo a determinar primeramente el contenido de sustancias de reserva de

las semillas HaWRKY10 como asi también de las semillas salvajes.

Todas las lineas de las plantas HAQWRKY10 presentaron mayor contenido lipidico en sus
semillas que las salvajes (5 % en promedio). Sélo dos lineas de las plantas HQWRKY10
presentaron niveles proteicos significativamente mayores a los de las semillas salvajes.
Por otro lado, las semillas HQWRKY10 mostraron menor contenido de sacarosa y

almiddn a las dos horas de embebidas® (Figura 19).

9 . . . . .
No fue posible detectar glucosa en muestras de semillas en dormancia o en vainas en estadios
avanzados de desarrollo con el kit utilizado.
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Figura 19: Las semillas de las plantas HQWRKY10 tienen mayor cantidad de lipidos y
proteinas y menor contenido de carbohidratos que las salvajes. Medidas
correspondientes a semillas de plantas inmediatamente luego de cosechadas en
dormancia (lipidos y proteinas) y de semillas embebidas dos horas
(carbohidratos).Las barras de error representan la desviacién estandar de triplicados
bioldgicos. Se realizdé una prueba ANOVA seguida por una prueba de Fisher LSD post-
hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.
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Debido al creciente interés en la cantidad y calidad de los aceites de las plantas
oleaginosas y a que las semillas presentaron mayor contenido de lipidos, se decidid
estudiar el perfil proteico de las oleosinas de estas semillas y ademds observar por
medio de microscopia confocal las caracteristicas morfoldgicas de las mismas. En el
mismo sentido se realizaron determinaciones del perfil de dcidos grasos de las semillas
de las plantas salvajes y transgénicas.

En la Figura 20 se observa que las semillas de las plantas HaWRKY10 no presentaron
diferencias en el perfil de oleosinas ni en la proporcién de los diferentes acidos grasos
gue componen sus TAGs. Ademas, a través del analisis de la proporcion de cada uno de
los 15 &cidos grasos medidos se concluyd que no hubo un enriquecimiento diferencial
en ninguno de ellos (resultados no presentados). Por otro lado, el andlisis por medio
de microscopia confocal no reveld diferencias notorias entre las plantas salvajes y las

transgénicas (resultados no presentados).

W10-B WT WI10-C LMW 40 4
35
97
66 | =30 { i
S
45 B 25 M saturados
g 20 - M 1 insaturados
3 i 2 insaturados
€15 -
30 c H 3 insaturados
S 10
OLEO2 l
5
OLEO4 20 o
OLEO1 I Wt W10-A W10-B W10-C

Figura 20: Las plantas HQWRKY10 no presentan diferencias con las salvajes en su
perfil de oleosinas ni en su contenido relativo de los distintos acidos grasos.
Izquierda: gel de proteinas SDS-PAGE en el que se sembrd el extracto de oleosinas
provenientes de semillas de los genotipos indicados en las parte superior de las calles.
Se indican en el gel las bandas correspondientes a oleosina 1, 2 y 4 (OLEO 1, 2 y 4,
respectivamente). Derecha: contenido relativo de 4cidos grasos saturados
(correspondiente a los 4dcidos palmitico, estedrico, araquidico, behenico vy
tatracosanoico), con 1 insaturacion -1 saturados - (correspondiente a los acidos oleico,
octadecenoico, eicosenoico C11 y docosaenoico), 2 insaturaciones - 2 saturados -
(correpondiente a linoleico y eicosadienoico) y 3 insaturaciones - 3 saturados -
(correpondientes a linolénico y eicosatrienoico). Las barras de error representan la
desviacién estandar de triplicados biolégicos.
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VIl — Las semillas HAWRKY10 consumen mds lipidos y menos carbohidratos durante

su germinacion y en el establecimiento de la linea

Dado que la proporcidn relativa de las sustancias de reserva estd alterada en las
semillas HaWRKY10, se decidié determinar el consumo de carbohidratos y lipidos
durante la germinacién y el crecimiento posgerminativo.

Mientras que en dormancia las semillas HOWRKY10 presentaron alrededor de 5% mas
lipidos que las salvajes, los niveles en las plantulas de 2 dias fueron similares en todos
los genotipos y se mantuvieron al menos hasta los 4 dias de vida (Figura 21). A su vez,
los niveles de sacarosa de las plantulas transgénicas de 2 y 4 dias de vida no variaron
de forma significativa respecto de las semillas embebidas 2 horas'. En cambio, las
salvajes consumieron sacarosa durante todo el periodo. Se observaron resultados
similares en la curva de consumo de almidén con el adicional de que las plantas
HaWRKY10 mostraron una tendencia a acumularlo (Figura 21). Por otra parte, los
niveles de glucosa no presentaron diferencias entre los genotipos a lo largo de la

cinética (resultados no presentados).

10 . . . . .
No fue posible detectar glucosa en muestras de semillas en dormancia o en vainas en estadios
avanzados de desarrollo con el kit utilizado.
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Figura 21: Las plantulas HQWRKY10 consumen mas lipidos y menos carbohidratos
que sus pares salvajes en la germinacién. Las muestras se tomaron en los
momentos que indican las figuras. Arriba, izquierda: cinética del contenido de
sacarosa. Arriba, derecha: cinética del contenido de almiddn. Abajo, izquierda:
cinética del contenido lipidico. Abajo, derecha: fotografia ilustrativa de la apariencia
de las semillas en dormancia/2 horas de germinacion y luego de germinar durante 2
y 4 dias. Las barras de error representan la desviacion estandar de triplicados
biolégicos. Se realizd una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-
hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p< 0,05.

El mayor consumo de lipidos por sobre el de carbohidratos en las plantulas HaWRKY10
respecto de las salvajes, condujo a la hipdtesis de que la via de la gluconeogénesis
podria estar favorecida en las transgénicas. De esta forma, el consumo de lipidos
podria suplir la demanda energética que no seria abastecida en por el uso de los
carbohidratos de reserva (sacarosa y almidon) en las plantulas HQWRKY10 debido al
menor consumo de éstos que presentan respecto a las salvajes.

Por este motivo se midieron los niveles de transcriptos de SDP1, una lipasa clave en el

clivaje de los TAGs en semillas, cuyos constituyentes son sustratos para la
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gluconeogénesis. También se midid la actividad de la PEPCK, que es una de las enzimas
clave en la gluconeogénesis dado que estd involucrada en catalizar el pasaje
unidireccional de oxaloacetato a fosfoenolpiruvato, utilizado en la sintesis de glucosa
(Figura 5).

En la Figura 22 se observa que la actividad de la enzima PEPCK fue 32 veces mayor en
semillas HOWRKY10 en germinacidon que en las salvajes en el mismo estadio. También

estuvieron incrementados los niveles de transcriptos de SPD1.
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Figura 22: Las semillas HAQWRKY10 muestran mayor actividad de la enzima PEPCK
y mayores niveles de transcriptos de la lipasa SPD1 que las semillas de las plantas
salvajes. lzquierda: actividad de la enzima PEPCK a las 36 horas de germinadas las
semillas. Derecha: niveles de transcriptos de SDP1 medidos por RT-qPCR. Las barras
de error representan la desviaciéon estdndar de triplicados técnicos para la
medicion de PEPCK y triplicados bioldgicospara la medicién de SPD1. Se realizé una
prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan
diferencias significativas con un valor p< 0,05.
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DISCUSION

Los primeros estudios de expresién de HaWRKY10 fueron realizados hace algunos afios
por Giacomelli y sus colaboradores (Giacomelli y col., 2010). En ese trabajo previo se
observd que la expresion de HaWRKY10 se regulaba en hojas de plantas de 21 dias con
diversos tratamientos, entre ellos varias hormonas. Esos resultados no guardan
relacion con los obtenidos de los experimentos de este Capitulo. Las diferencias
observadas pueden atribuirse en parte a que los estudios que se presentan en este
Capitulo se llevaron a cabo con plantas mas jévenes o en estadio reproductivo.
Ademas, los ensayos de Giacomelli y sus colaboradores se realizaron pincelando las
[dminas e infiltrando discos de hojas, mientras que en los ensayos de tratamientos

hormonales realizados en esta Tesis, se usaron plantas o embriones enteros.

A raiz de la induccién de HaWRKY10 observada en semillas en dormancia y en

germinacion, se propuso investigar el posible papel del FT en estos estadios.

La calidad de las semillas es un punto clave a tratar en la problematica de la seguridad
alimentaria dado que son alimentos concentrados y ricos en nutrientes, faciles de
conservar y no requieren de mayores cuidados en su transporte. En esta Tesis se hizo
hincapié en que, para alcanzar la seguridad alimentaria, es importante el trabajo
conjunto de la biotecnologia y el fitomejoramiento. Mejorar el conocimiento en
bioquimica y metabolismo de los aceites de las semillas es util para el desarrollo de
cultivares oleaginosos capaces de producir mayores rendimientos y de mejor calidad
(Graham, 2008). La caracterizacion funcional de HaWRKY10 no sélo contribuye a
dilucidar el papel que este FT tiene en girasol sino también a comprender el

metabolismo de las sustancias de reserva, principalmente de los aceites, en semillas.
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I — HaWRKY10 y sus homdlogos

Una vez aislada la secuencia codificante de HoWRKY10 se buscaron en las bases de
datos otras con elevada identidad de secuencia, junto con la informacién bibliografica

gue pudiera ser de utilidad a la discusién sobre la funcién de HaWRKY10.

Dentro de las Asteraceas, la proteina con mayor identidad de secuencia localizada por
alineamientos fue CmWRKY14, un FT de crisantemo con el que HQWRKY10 presenta 72
% de identidad de secuencia. CmWRKY14 se expresa en elevados niveles en hojas, a
diferencia de HaWRKY10, y se reprime por tratamientos con ABA, en forma similar a

como se comporta HaWRKY10 en semillas (Song y col., 2014).

En Arabidopsis las proteinas con las que presenta mayor identidad de secuencia
HaWRKY10 son AtWRKY7 (47 % de identidad de secuencia), AtWRKY11 (46 % de
identidad de secuencia) y AtWRKY15 (45 % de identidad de secuencia). Sin embargo,
aungue hay varios estudios realizados sobre estas proteinas, no hay informacién que

las vincule con las funciones de HaWRKY10 que se han estudiado en la presente Tesis.

En arroz, OsWRKY51 es la proteina mas semejante a HAQWRKY10, con la que comparte
41 % de identidad de secuencia. OsWRKY51 y OsWRKY71 (con elevada identidad de
secuencia con HaWRKY2, otro FT de tipo WRKY de girasol) se reprimen por GA y se
inducen por ABA, de forma opuesta a HAQWRKY10. La sobreexpresién de estos FTs de
arroz en conjunto inhibe la expresion de la a-amilasa, una enzima clave en la
utilizacién de los carbohidratos para germinar (Xie y col., 2006; Zhang y col., 2009).
Estos resultados podrian ser comparables con los obtenidos para HaWRKY10, dado
que la expresion de este FT en Arabidopsis genera que se consuman menos
carbohidratos, si bien la regulacién de OsWRKY51 por GA y ABA es opuesta a la

regulaciéon de HaWRKY10 por estas hormonas.
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Il — HaWRKY10 en semillas en germinacion y su relacion con ABA

HaWRKY10 estd regulado de forma especifica en etapas tempranas de la germinacién.
Mostrd un pico de expresidon a las nueve horas de embebida la semilla y cuando la raiz
protruyd sus niveles de transcriptos decayeron (Figura 10). Durante el pico de
expresion, el tratamiento con ABA reprimié y el tratamiento con GA indujo la
expresion de este FT (Figura 11). Sumado a este hecho, las plantas HAQWRKY10 de
Arabidopsis fueron mas susceptibles a ABA en la germinacion (Figura 16) y también en
el establecimiento de la linea (Figura 17). Esto sugiere que HaWRKY10 tendria un papel
en la regulacién hormonal de la germinacion e indica que, de algin modo, HaWRKY10
intensifica la respuesta a ABA en Arabidopsis. Una causa podria ser que las semillas
transgénicas presentaran mayor concentracion de esta hormona que las salvajes, o
gue sus vias de sefializacién se encontrasen reguladas de forma positiva. Si las plantas
transgénicas tuvieran una mayor concentracién de ABA, esperariamos que germinaran
mas tarde que las salvajes pero, aunque se observd una tendencia en este sentido, no
hubo diferencias significativas. Ademds, tampoco se observaron diferencias
significativas entre las plantas HaWRKY10 y las salvajes en los niveles de transcriptos
de ABA2, un gen que codifica una enzima importante en la biosintesis de ABA. Por otro
lado, los niveles de expresion de los genes de la via de regulacidén positiva de ABA,
ABI1, ABI3 y ABI5, no presentaron cambios, mientras que los de ABI/4, se encontraron
reprimidos en aparente controversia con lo propuesto (sobre este tema se ahondara
mas adelante, Figura 18). Otra hipdtesis es que HaWRKY10 fuese un regulador
negativo de la germinacién, pero queda descartada al no haberse observado que las
semillas transgénicas germinaran con retraso respecto de las salvajes en condiciones
estandar. Una cuarta hipdtesis es que haya otro regulador de este proceso (sobre esto

también se volverd mas adelante).

La respuesta a ABA de las semillas transgénicas podria explicarse también por el
balance ABA/GA. Las hormonas GA y ABA son antagonistas en la germinacion. En las
semillas de Arabidopsis HaWRKY10, GA2 se encontrd inducido y GA20, reprimido
(Figura 18). Las enzimas que codifican estos genes estan involucradas en el pasaje de

GA bioactiva a inactiva y en la biosintesis de GA, respectivamente. Por lo tanto, las
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semillas HaWRKY10 podrian tener menor concentracion de GA bioactiva que las

salvajes, lo cual generaria mayor sensibilidad a ABA en la germinacion.

En las plantas de Arabidopsis salvajes estd descripto que el ABA decae al final de la
maduracion de las semillas y durante la imbibicién de las mismas debido a su
catabolismo por 8’-hidroxilasas. Las proteinas P450 constituyen una superfamilia de
enzimas, con al menos 272 miembros en Arabidopsis (Werck-Reichhart y col., 2002),
gue catalizan la oxidacién de varios compuestos de bajo peso molecular. Las proteinas
de la familia CYP707A, pertenecientes a la superfamilia P450, codifican 8 -hidroxilasas
de ABA y se expresan en distintos estadios de maduracién de la semilla y las plantas
mutantes de distintos miembros muestran acumulacién de ABA (Okamoto y col.,
2006). A través de ensayos de microarreglos en los que se compararon los perfiles de
expresion génica de discos de hojas de girasol transformados con la construccion
35S5:HaWRKY10 en pBI121 y con el pldsmido vacio, se identificaron varios genes
regulados diferencialmente en los discos sobreexpresantes de HOWRKY10 (resultados
no presentados). Los niveles de transcriptos de una de las proteinas de la superfamilia
P450, cuyo homdlogo putativo de Arabidopsis es CYP76C7, se encontraron reprimidos.
La informacién disponible en bases de datos indica que CYP76C7 en Arabidopsis se
expresa en semillas en maduracién y secas exclusivamente (Winter y col., 2007). Si
CYP76C7 estuviera asociada al catabolismo de ABA y la represidn del gen se tradujera
en menor actividad, las semillas HAQWRKY10 podrian tener mayor concentracion de
ABA que las salvajes al momento de la germinacién por tener menor degradacion de la
hormona. En consecuencia, los niveles de ABA podrian caer lo suficiente para permitir
la germinaciéon pero no en la medida de evitar una mayor sensibilidad al agregado de
ABA exdgeno. Para esclarecer el papel de HaWRKY10 en la germinacién y el
establecimiento de la linea y su relacidon con las hormonas seria necesario ademas

medir el contenido de ABA y GA de las semillas en dormancia y durante su desarrollo.
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Il — HAWRKY10 y la movilizacion de las sustancias de reserva de la semilla

En girasol los cotiledones son los drganos en los que se deposita la mayor proporcién
de sustancias de reserva (Lehner y col., 2006) y la expresién de HaWRKY10 cambia
especificamente en este organo frente al tratamiento con hormonas asociadas a la
germinacion, a la movilizacion de las reservas y al crecimiento posterior. Esta relacién
nos estimulé a estudiar el balance de las sustancias de reserva en semillas de girasol y
de Arabidopsis que expresan de forma constitutiva HaWRKY10 durante la germinacién
y el crecimiento posgerminativo en condiciones estandar. Sumado a esto, se

determiné el perfil de expresién de HaWRKY10 en esos estadios.

El aumento en los niveles de expresion de HOWRKY10 en girasol fue proporcional al
consumo de lipidos (Figura 13), durante las primeras horas de germinacion y durante
el crecimiento posgerminativo. Ademas, las semillas HaWRKY10 de Arabidopsis
consumieron mas lipidos que las salvajes durante el establecimiento de la linea (Figura
21), pero menos sacarosa y almidén (Figura 21), sin presentar ningin cambio
fenotipico significativo (el uUnico efecto que observamos fue que las plantulas
HaWRKY10 son levemente mas pequefias los primeros dias de vida, resultados no
presentados). El agregado de azlcares exdgenos retarda la utilizacién de los lipidos de
reserva (Dekkers y col., 2004; To y col., 2002) y en el mismo sentido, la menor cantidad
de carbohidratos en las semillas HaWRKY10 comparadas con las salvajes podria

desencadenar un consumo anticipado de los lipidos al principio de la germinacion.

Como ya se menciond, las semillas HQWRKY10 de Arabidopsis presentaron niveles
reducidos de ABI/4 a los dos dias de germinadas comparadas con las salvajes. ABI4
inhibe la ruptura lipidica (Penfield y col., 2006), por lo que su represion favoreceria el
mayor consumo de lipidos por parte de las plantas transgénicas. El consumo de lipidos
se inicia con la actividad de las lipasas sobre los cuerpos de aceite, entonces se midid la
expresion de SDP1, que codifica una lipasa clave en el establecimiento de la linea. Los
niveles de SDP1 se encontraron incrementados 50 % en promedio en las semillas

germinadas transgénicas respecto de las salvajes. Si la induccidn a nivel transcripcional
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se refleja en mayor cantidad de SDP1 funcional, las semillas HQWRKY10 podrian utilizar

mas lipidos que las salvajes.

A partir de estos resultados y de que la conversién de lipidos en carbohidratos usados
como fuente de energia es predominante en oleaginosas, se planted la hipdtesis de
que las plantulas HAQWRKY10 utilizarian preferentemente la via de la gluconeogénesis y
por este motivo consumirian carbohidratos en menor medida. El producto principal de
la gluconeogénesis es sacarosa que es transportada a la parte axial del embrién donde
es usada durante la germinacion y en el establecimiento de la linea en semillas
oleaginosas (Rylott y col., 2003). Sin embargo, el hecho de que ingresen mas lipidos al
metabolismo no necesariamente implica que estos recursos sean destinados a
gluconeogénesis, dado que otros productos son sintetizados en cotiledones a partir de
catabolitos lipidicos y usados para el mantenimiento y diferenciacién en érganos
fotosintéticos (Trelease y Doman, 2013). Por este motivo se midié la actividad de
PEPCK, que cataliza el pasaje del oxaloacetato, proveniente del ciclo del acido
tricarboxilico, a fosfoenolpiruvato. La actividad PEPCK se encontré incrementada unas
32 veces en promedio en las semillas germinadas transgénicas respecto de las salvajes
en las mismas condiciones, lo que indicaria que esta via es mas activa en las plantas

HaWRKY10 que en las salvajes.

IV — ¢Cudl seria la conexion entre ABA, la movilizacion de sustancias de reserva y el

factor de transcripcion HaWRKY10?

Hay varios estudios que describen la conexién entre hormonas, especialmente el ABA,
con la sefializacion de azucares (Finkelstein y col., 2002; Gazzarrini y McCourt, 2001;
Ledn y Sheen, 2003). Los niveles bajos de azucar inhiben la actividad de ABA en la
germinacion, por lo que los menores niveles de azicar medidos en las semillas
HaWRKY10 respecto de las salvajes podrian permitir la germinacién normal de esas
semillas en condiciones estdndar, contrarrestando el efecto de los mayores niveles de

ABA propuestos. Por otra parte, Pritchard y colaboradores (2002) realizaron
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experimentos de germinacién con semillas de Arabidopsis tratadas con 10 uM de ABA
exogeno y evaluaron la movilizacion de las reservas a lo largo de varios dias. A los tres
dias, detectaron que en las semillas tratadas se acumulaba sacarosa proveniente de
gluconeogénesis en lugar de utilizarse como en las semillas no tratadas (Pritchard y
col., 2002), lo que concuerda con el menor consumo de sacarosa registrado en las
plantulas HAWRKY10. Ademas, los autores registraron un menor consumo de lipidos
en las semillas tratadas en comparacién con las semillas no tratadas a los seis dias de
embebidas lo que es en principio diferente de lo observado en este trabajo. Sin
embargo, los autores confirmaron que la rotura de los TAGs continuaba ocurriendo y el
consumo de acidos grasos se producia aunque en forma reducida. Por lo tanto, el
agregado de ABA, aun en concentraciones de 10 uM, no bloqued la movilizacién de
lipidos. Si las semillas HQWRKY10 tuvieran niveles mayores de ABA respecto de las
salvajes por disminucion de su degradacion, la concentracion enddgena (que estd en el
orden de 100 pmol/g peso fresco, Shu et al. 2013) seria muy inferior a la agregada en
forma exdgena en el estudio citado (en el orden de 10 nmol/g peso fresco). Hay que
considerar también que las semillas tendrian atenuado el efecto de ABA por la menor
concentracién de azucar que se detectd al inicio de la germinacién. Por lo tanto, el
efecto sobre el metabolismo lipidico también seria menor, particularmente al inicio de
la germinacidn y crecimiento posgerminativo, cuando se registré el mayor consumo de

lipidos de las transgénicas.

ABI4 también esta involucrado en el metabolismo de azucares. Este FT es inducido por
glucosa y sacarosa y su sobreexpresién confiere hipersensibilidad a glucosa,
frenandose la fotosintesis. En el mismo sentido, las mutantes en abi4 son insensibles al
azucar de forma tal que varios genes asociados a la fotosintesis no son reprimidos
(Finkelstein y Gibson, 2001; Huijser y col., 2000; Laby y col., 2000; Ramon y col., 2007;
Rook y col., 2001). Las semillas HQWRKY10 podrian presentar niveles reducidos de AB/4
respecto de las salvajes debido a que mostraron menor contenido de sacarosa al inicio
de la germinacién respecto de las salvajes. Por otro lado, el metabolismo diferencial de
los azlcares de estas plantas podria deberse, al menos en parte, a la expresion

diferencial de ABI4 en las semillas de las transgénicas. Esto genera una “referencia
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circular” que indica la necesidad de mas experimentos que brinden datos para

establecer con mayor claridad el mecanismo de respuesta de las semillas HaWRKY10.

Por otro lado, las GA juegan un papel antagénico a ABA y en los cereales estas
hormonas estan involucradas con la utilizacién del almidéon de reserva en la
germinacion (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Finkelstein y col., 2008;
Finkelstein y col., 2002; Graeber y col., 2012; Linkies y col., 2009). En el mismo sentido,
en Arabidopsis, tomate y tabaco la hormona GA esta asociada con la modificacion de la
pared celular y el debilitamiento del endosperma (Chen y col., 2001; Lee y col., 2002;
Leubner-Metzger y Meins, 2000; Peng y Harberd, 2002). Las semillas provenientes de
plantas HaWRKY10 tuvieron inhibida la expresion de GA20x e inducida la de GA200x,
lo que podria haber llevado a menores niveles de GA. En consecuencia, los efectos
antagoénicos de la hormona GA sobre el ABA serian menores en las semillas

transgénicas que en las salvajes.

V — HaWRKY10 durante el desarrollo de las semillas

El proceso de desarrollo tiene un gran impacto en las condiciones con las que va a
germinar la semilla. En el llenado de vainas, se define la dormancia y se acumulan las
sustancias de reserva que va a utilizar la semilla para germinar y establecer la linea. Por
ese motivo se observd el patréon de expresiéon de HOWRKY10 durante el llenado de los
aquenios de girasol. Como se observa en la Figura 14, HaWRKY10 presentd un pico
luego de la polinizacién (R5.6) y después comenzd a decaer hasta R9. Esto fue
llamativo dado que, como las semillas HQWRKY10 de Arabidopsis presentaron mayor
contenido lipidico, lo esperado era que los transcriptos de HaWRKY10 tuvieran una
curva similar a la de acumulacién de lipidos. Sin embargo, varios estudios indican que
los genes que codifican proteinas que participan en la acumulacién de lipidos en
semillas de oleaginosas, aumentan su expresion tempranamente con un patrdn similar

al de HaWRKY10 (Ruuska y col., 2002; Troncoso-Ponce y col., 2011).
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Figura 23: HaWRKY10 presentaria un perfil de expresion similar al de los genes de
Arabidopsis que codifican proteinas que participan en la sintesis de lipidos. Arriba,
izquierda: cinética de acumulacion de proteinas y acidos grasos en el llenado de
vainas de Arabidopsis. Arriba, derecha: cinética de expresién de genes que codifican
proteinas involucradas en la acumulacién de lipidos (linea sélida), almidén (linea
entrecortada) y proteinas (linea punteada, adaptado de Ruuska y col., 2002). Abajo:
grafico ilustrativo de las cinéticas de expresion de HaWRKY10 y de la acumulacién de
lipidos en aquenios de girasol.

En la Figura 23 se observa que en las semillas salvajes de Arabidopsis los lipidos
comienzan a acumularse a partir de los dias 10 a 12 luego de que ocurre la floracion.
En ese momento, los genes que codifican las proteinas que estdn involucradas en la
sintesis de lipidos presentan su pico de expresion, que disminuye a medida que los
lipidos se acumulan. El patron de expresiéon de HaWRKY10 y el de acumulacién de

lipidos en girasol son similares a los descriptos.
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Para determinar si este comportamiento en girasol se correlaciona con lo que sucede
en semillas de Arabidopsis de HAQWRKY10 se realizd6 una curva de acumulacién de
lipidos. En la cinética se observé que recién hacia el final del desarrollo las vainas
HaWRKY10 mostraron una inclinacion a acumular mas lipidos que las salvajes (Figura
24). Esta diferencia se hizo significativa cuando las semillas alcanzaron su madurez
total y fueron cosechadas. Por su parte, la concentracién de almiddn a los siete dias
fue levemente menor en las vainas transgénicas que en las salvajes. A los quince dias
esta diferencia aumentd y se mantuvo en las semillas en dormancia, segun lo indicé un
ensayo en semillas germinadas durante dos horas (Figuras 19 y 24). HQWRKY10 no
seria el primer FT de tipo WRKY involucrado con el metabolismo de azlcares, como ya
se menciond en la Introduccion del presente Capitulo, SUSIBA2 de cebada y OsWRKY51

y OsWRKY71 tienen un papel en este proceso (Sun y col., 2003; Xie y col., 2006; Zhang

y col., 2009).
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Figura 24: Las semillas de Arabidopsis en desarrollo acumulan lipidos y consumen
almidén. Se realizaron cinéticas en el desarrollo de las semillas de Arabidopsis de los
distintos genotipos. Las muestras se tomaron en los tiempos posfloracion que se
indican en la figura. lzquierda: cinética de contenido de lipidos. Derecha: cinética del
contenido de almidodn. Las barras de error representan la desviacién estandar de
cuadruplicados biolégicos. Se realizd6 una prueba ANOVA seguida por una prueba
Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p<
0,05.

éPodrian las semillas HQWRKY10 de Arabidopsis acumular mas lipidos a expensas de
las reservas de almidén? En la literatura hay ejemplos que relacionan la acumulacién
de una sustancia respecto de la otra y ejemplos en sentido contrario. Las mutantes
wril (Focks y Benning, 1998) acumulan mas carbohidratos a expensas del contenido

lipidico y de la misma forma lo hacen las mutantes lec2 (Angeles-Nufiez y Tiessen,
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2011). Por el contrario, cuando se sobreexpresa la enzima glicerol 3-fosfato-
deshidrogenasa se observa un incremento en el contenido de lipidos y no se ve
afectado el contenido de almiddén de reserva (Vigeolas y col., 2007). Del mismo modo,
la sobreexpresion de un FT de maiz similar a WRI1, ZmWrila, genera incremento en el

contenido lipidico sin variacién en el contenido de almidén (Pouvreau y col., 2011).

El 5 % de incremento en el contenido lipidico promedio de las semillas de HaWRKY10
de Arabidopsis respecto de las salvajes es comparable con los obtenidos por la
sobreexpresién de distintas proteinas involucradas en diferentes procesos bioldgicos
(Tabla 1). Enzimas involucradas en el metabolismo lipidico como acetil-CoA-carboxilasa
y glicerol-3-fosfato-aciltransferasa generan un incremento en el contenido lipidico de
entre 6 % y 7-22 %, respectivamente (Jain y col., 2000; Roesler y col., 1997). La
sobreexpresiéon de la enzima diacilglicerol-acil-transferasa (DGAT), involucrado en el
metabolismo de los TAGs, también confiere un fenotipo de mayor contenido lipidico
correspondiente al 5-8 % mads que sus pares salvajes (Jako y col., 2001; Weselake y col.,
2007; Zheng y col., 2008). El FT de tipo DOF genera un aumento en el contenido de
TAGs en semillas del 5-9 % (Wang y col., 2007b).

El contenido lipidico de los aquenios de girasol varia ampliamente segun el cultivar y
aungue se conozca en detalle cémo afectan a la produccidn y a la acumulacién de las
sustancias de reserva distintos aspectos fisioldgicos y factores como la temperatura, la
radiacion y el momento de siembra, poco se sabe de los factores genéticos que
determinan el rendimiento de semillas y el contenido y calidad de los TAGs
(Aguirrezabal y col., 2003; Aguirrezabal y col., 1996; de la Vega y Hall, 2002; Dosio y
col., 2000; Izquierdo y col., 2013; Ledn y col., 2003; Lépez Pereira y col., 1999; Mandel
y col., 2014; Martinez y col., 2012; Rondanini y col., 2003). Por este motivo es muy
atractivo ahondar en los mecanismos por los que HaWRKY10 le confiere a las plantas
de Arabidopsis que lo expresan de forma constitutiva su fenotipo diferencial. Se planea
investigar en las etapas finales del desarrollo de las vainas la expresion de distintos
genes que codifican proteinas involucradas en la acumulacién de sustancias de reserva
como LEC1, LEC2, WRI1, ABI3, ABI4 y ABI5, entre otros, para dilucidar la via que podria
estar regulada por HaWRKY10.
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Un dato interesante es que tanto a los seis meses como al aifo de estar guardadas, las
semillas HAQWRKY10 presentaron menor contenido lipidico que las salvajes, lo que
indica que las semillas consumen lipidos durante el almacenamiento (resultados no
presentados). Ademas los niveles de transcriptos de la lipasa SDP1 estdn
incrementados en las semillas transgénicas almacenadas respecto de las salvajes
(resultados no presentados). Por otro lado, en girasol HaWRKY10 disminuye sus niveles
de transcriptos de forma dramatica en estadios avanzados de desarrollo del embrién
(Figura 14). Esto podria estar indicando que es necesario que este FT esté reprimido

durante el almacenamiento para evitar el consumo de las sustancias de reserva.

Todos los resultados en conjunto indican que HaWRKY10 juega un papel en el llenado
de semillas, en la dormancia de las mismas, en la germinacion y en el crecimiento
posgerminativo de las plantulas. Sin embargo, es necesario desarrollar mas estudios y
colectar mayor cantidad de datos que permitan esclarecer el sitio de HaWRKY10

dentro de las redes de regulacién génica.

213



Capi’culo 11

e/%xxl&

e PIENRY QUE [}
el
PRUEBA LAR@’)@
i

Anonimo



Introduccién - Capitulo 1

CAPITULO lll: OsWRKY47 y la respuesta de las plantas de arroz

frente a estrés hidrico

INTRODUCCION

I = Las citoquininas y el desarrollo de las plantas

Las fitohormonas regulan numerosos procesos bioldgicos, incluyendo la respuesta a
distintos tipos de estrés medioambientales por medio de redes complejas de
sefializacion. Entre estas fitohormonas, las citoquininas (CQs) cumplen muchas
funciones de gran relevancia en el desarrollo de las plantas y en su adaptacién al

medio (Taiz y Zeiger, 2006).

Las CQs se producen principalmente en las raices, son derivados de adenina sustituidos
en el nitrégeno seis y en su sintesis se utiliza AMP como sustrato (Astot y col., 2000;
Kakimoto, 2001; Taiz y Zeiger, 2006). El paso limitante en la biosintesis de estas
hormonas es catalizado por la enzima isopentinil-transferasa (IPT); su accién consiste
en la N-prenilacién de la adenosina 5'-fosfato (AMP, ADP, o ATP) en N® con dimetilalil-
difosfato o hidroximetilbutenil-difosfato (Kakimoto, 2003; Taiz y Zeiger, 2006). La
desactivacion de las CQs se lleva a cabo por la degradacién ejercida por la actividad de
las CQ-dehidrogenasas o por la conjugacién con azlcares. Este ultimo proceso es
utilizado por la planta como una forma de almacenamiento (Kakimoto, 2003;

Sakakibara, 2006; Werner y col., 2006).

La modulacién de las CQs afecta la respuesta al acido abscisico (ABA), tanto de la via
dependiente como de la independiente y viceversa. Esta interaccién entre las vias de
respuesta a ABA y a CQs es fundamental en la adaptacién de las plantas a condiciones
medioambientales adversas (Nishiyama y col., 2011; Tran y col., 2010; Wang vy col.,
2011). Las CQs también participan en la regulacion del desarrollo de las semillas asi

como el flujo y acumulacién de nutrientes y promueven la division celular durante la
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embriogénesis. Las plantas mutantes en CQ-deshidrogenasas, incapaces de degradar
las CQs, presentan inflorescencias y meristemas florales mas grandes, sobreproduccion
de 6vulos y mayor rendimiento, confirmando el papel esencial de las CQs en la
regulacion del desarrollo reproductivo y la produccién de semillas (Bartrina y col.,
2011). A su vez, el transporte de CQs es controlado por sefiales enddgenas y
medioambientales que contribuyen a la traslocacién de nutrientes, la fuerza de la

fuente y el rendimiento de granos (Kudo y col., 2010).

Il = Las citoquininas y el estrés

Los cambios en el contenido endégeno de CQs alteran la tolerancia al estrés abidtico
de las plantas. Para comprender el papel que juegan las CQs en la respuesta a estrés,
hay que considerar todas las funciones fisiolégicas que tienen estas hormonas; entre
ellas el incremento de la divisidon celular que demanda mucha energia, la induccién de
la fotosintesis y la estimulacion de la movilizacién de nutrientes hacia las hojas. Estos
distintos efectos determinan si para la planta es conveniente incrementar o reducir los
niveles de esta hormona dependiendo de la condicion externa en la cual esté. Es por
eso que las CQs estan reguladas de forma dinamica en condiciones estresantes
(Nishiyama y col., 2011; Rivero y col., 2007; Werner y col., 2010). Cuando el estrés es
de tipo moderado o de corta duracién se produce un incremento transitorio de los
niveles de CQs o de su sefalizacién (Havlova y col., 2008), mientras que cuando el
estrés es severo o prolongado, las CQs se reprimen dado que este tipo de estrés esta
normalmente asociado con una reduccion en el crecimiento y relocalizaciéon de los
recursos energéticos limitados (Nishiyama y col., 2011). Los estreses provocados por la
sequia y la elevada salinidad de los suelos, reprimen la produccién y el transporte de
CQs desde las raices. La aplicacidon exégena de CQs es capaz de producir un incremento
de la apertura estomadtica y de la transpiracién y promover la actividad fotosintética

(Hay col., 2012).
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Il = Las citoquininas y la agrobiotecnologia

Los conocimientos de las vias de sintesis y de regulacion de las CQs, asi como sus
funciones frente al estrés, despertaron el interés de manipular por medio de la
biotecnologia su biosintesis, degradacién y sefializacién con el objetivo de aumentar la
tolerancia y productividad de las plantas (Ferreira y Kieber, 2005; Kakimoto, 2001;
Takei y col., 2001; Takei y col., 2004, Figura 1).

Normal | Estresado

Inactivacion de la
sefializacion de CQ

Incremento en los niveles de CQ
por la sobrexpresion regulada

de IPT

Tallo

Raiz

Represion de CQ por
sobrexpresionde CQ
deshidrogenasas o mutacion de
IPT

Figura 1: Estrategias para el desarrollo de plantas tolerantes a estrés por medio de
la manipulacién de CQ (adaptado de Hay col., 2012).

En este sentido trabajaron varios grupos de investigadores en el mundo. Una de las
estrategias de manipulacién fue la fusién al gen IPT de Agrobacterium tumefaciens con
promotores que dirigen su expresién especificamente en semillas. En plantas de
tabaco transformadas con construcciones de este tipo, se produjo un incremento del
peso seco de las semillas y su contenido de proteinas (Ma vy col., 2002; Ma y col., 2008;

May col., 1998).

Otra estrategia para manipular los niveles de CQs fue la de mutar las multiples copias
de IPT y a su vez sobreexpresar la enzima CQ-deshidrogenasa. Las plantas de
Arabidopsis resultantes fueron mas tolerantes al estrés hidrico y presentaron una

mayor sensibilidad al ABA; esta hipersensibilidad explicaria su mejor adaptacion a las
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condiciones de estrés hidrico (Nishiyama y col., 2011). Por otro lado, la sobreexpresiéon
constitutiva de genes involucrados en la degradacion de CQs generd plantas de
Arabidopsis y tabaco con mayor biomasa radicular y menor desarrollo del tallo
(Werner y col., 2010). Esta penalidad se pudo atemperar expresando las CQ-
deshidrogenasas especificamente en raices; las plantas transgénicas asi obtenidas
presentaron una mayor biomasa radicular que estaria ayudando a la supervivencia
frente a estrés hidrico y a la falta de nutrientes. Adema3s, estas plantas no presentaron
penalidades en la biomasa aérea (Werner y col.,, 2010). En contraste, la expresién
constitutiva de IPT en tabaco generé plantas con un fenotipo de menor crecimiento

radicular y mayor susceptibilidad al estrés hidrico (Smigocki y Owens, 1989).

Varios tipos de estrés, entre ellos el generado por sequia disparan mecanismos de
senescencia foliar. Este proceso también se da en condiciones de crecimiento
normales cuando los tejidos envejecen y se caracteriza por la pérdida de clorofila,
lipidos, proteinas y ARNm (Gan y Amasino, 1997). La senescencia tiene un gran
impacto en la productividad de las plantas dado que genera la re-movilizacién de
nutrientes desde los tejidos vegetativos hacia los 6rganos reproductivos, donde se
desarrollan las semillas (Oh y col., 1997). A su vez, la senescencia foliar implica que el
tejido que desencadena este mecanismo deje de ser fuente de fotoasimilados, dado

gue deja de hacer fotosintesis.

Se ha logrado reducir la senescencia foliar en estrés aumentando los niveles de CQs en
forma controlada con la ayuda de promotores inducibles por el mismo estrés
dirigiendo la expresidon de genes que participan en la sintesis de estas fitohormonas.
Esta expresidn controlada aumentd la capacidad de reciclaje de las especies reactivas
del oxigeno (EROs) permitiendo el mantenimiento de la actividad fotosintética en
condiciones de estrés (Merewitz y col., 2010; Qiu y col., 2012; Rivero y col., 2007; Xu y
col., 2010; Xu y col., 2009). Esta estrategia de expresion inducible permitié ademas
mantener el balance entre los niveles de CQs y de otras hormonas en condiciones
controladas de crecimiento, tanto en mono como en dicotileddneas, ya que las plantas
s6lo expresaron el transgén en condiciones estresantes, evitando de esta forma los
efectos pleiotrépicos. En concordancia con esto, los autores de estos trabajos

obtuvieron evidencias experimentales que sugirieron que el incremento de CQs justo
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antes del inicio de la senescencia aumenta la longevidad de las hojas y la capacidad
fotosintética en condiciones de estrés hidrico y térmico. Finalmente, el fenotipo de
tolerancia de estas plantas se caracterizé por no tener penalidades en la productividad
(Merewitz y col., 2010; Peleg y col., 2011; Qin y col., 2011; Rivero y col., 2010; Rivero y
col., 2007; Rivero y col., 2009; Xu y col., 2010).

IV —La expresion de IPT en relacion a la tolerancia al estrés y la productividad

La utilizacién del promotor Psss1,, especifico de senescencia, para dirigir la expresion
de IPT ha tenido resultados exitosos retrasando la senescencia foliar en distintas
especies vegetales como Arabidopsis, lechuga, petunia y tabaco (Gan y Amasino, 1995;

May col., 2008).

Otra herramienta que se ha utilizado es Psazg, un promotor que se induce durante la
maduracién y la senescencia. Psari €S el promotor de un gen que codifica un receptor
de quinasa asociado al proceso de senescencia y ademas se induce por estrés abidtico
(Hajouj y col., 2000). El andlisis bioinformdtico de su secuencia sugirié que este
promotor presenta multiples elementos en cis con los que interaccionarian diferentes
FTs y que en su modulacion también estarian participando distintas hormonas

(Delatorre y col., 2012).

Las plantas de tabaco transformadas con la construccidn Psarg::IPT (de ahora en
adelante, denominadas plantas IPT) mostraron tolerancia a estrés hidrico. En estas
condiciones algunos genes de la via de biosintesis de ABA estan reprimidos, algunos
genes de la biosintesis de brasinoesteroides (BR) estdn inducidos y las plantas
presentaron mayor capacidad fotosintética (Rivero y col., 2010; Rivero y col., 2009). En
plantas de algodén crecidas en invernaculo (Kuppu y col., 2013) y en plantas de mani
sembradas en el campo (Qin y col., 2011) transformadas con la construccion Psagk::IPT
se observé una proteccién de la maquinaria fotosintética contra el deterioro que
generd el estrés y de esta forma, se lograron mayores tasas fotosintéticas y mayor

produccién luego del estrés por falta de agua.
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En las plantas de arroz que expresan /PT bajo el control del promotor Psagk, IPT se
indujo significativamente en estadios avanzados del desarrollo durante la senescencia
natural. Ademads, durante episodios de sequia, los niveles de transcriptos de IPT
también se fueron incrementando durante el periodo de estrés, no sélo en las hojas
mas viejas sino también en hojas jovenes, paniculas y raices, lo que confirma que Psark
responde de forma especifica tanto a la senescencia como al estrés. Estas mismas
plantas, transformadas con la construccidn Psagi::IPT, presentaron menor senescencia
y desarrollaron sintomas tipicos del estrés aplicado de forma tardia comparadas con
las salvajes tanto cuando el tratamiento se aplicé antes o después de la antesis. En
ambos casos toleraron mejor el estrés hidrico que sus pares salvajes. La tolerancia se
hizo evidente en una mayor biomasa y produccién de semillas. En condiciones
normales de crecimiento no se observaron diferencias significativas con las plantas

salvajes en el fenotipo morfoldgico o de desarrollo (Peleg y Blumwald, 2011, Figura 2).

Entre las caracteristicas de las plantas de arroz transformadas con la construccién
Psari::IPT, se destaco que la asimilacién de carbono y nitrégeno no se vio afectada, aln
en estrés, mientras que en las plantas salvajes estas vias se afectaron seriamente en
estas condiciones. En el mismo sentido, las plantas transgénicas en condiciones de
sequia no modificaron su capacidad fotosintética respecto a las condiciones normales
de crecimiento y el contenido de sacarosa en sus hojas bandera fue mayor que en las
hojas bandera de las plantas salvajes (Reguera y col., 2013). Otra diferencia fenotipica
entre las plantas de arroz IPT y sus pares salvajes fue el incremento de los niveles de
transcriptos de genes relacionados con la regulacién y sefalizacién de BR y la
disminucion de los relacionados con las vias de JA. Estos cambios hormonales se
relacionan con la movilizacién de recursos que se produce en una situacion de estrés y
se reflejan en el metabolismo de carbono y nitrégeno, resultando en la modificacién
de la relacion fuente/sumidero. Esta modificacion se hizo evidente en el mayor
rendimiento de semillas, su mejor calidad, contenido de hierro y de zinc, asi como de

almiddn observado en las plantas IPT (Peleg y col., 2011).

220



Introduccién - Captulo 1M

) — WT
B wg g — wed R 3 e IPT-1
Control Estrés hidrico g 251 14,1 o IPT-2
8 5. \ IPT3
& a a
a a :
8 15 l 1 a
c i ] 4=
s ‘
= 10 :
E b :
T s
[}
S
0 i |
(d) 6o
o0 aada B e
~ 504 1 : 1 a
s < a a !
g 40 rh
s b
g b ‘
©
g 20-
2
S 10
0. |
Control Estrés Estrés

Pre antesis Post antesis

Figura 2: Fenotipo de las plantas salvajes y Psagrk::IPT en condiciones control y de
estrés. lzquierda: fotografia ilustrativa del fenotipo de las plantas en condiciones
estandar o sometidas a estrés. Derecha: Produccion de semillas y biomasa de las
plantas en condiciones normales o sometidas a estrés hidrico, antes y después de la
antesis (adaptado de Peleg y col., 2010 y de Reguera y col., 2013).

Con el objeto de dilucidar los mecanismos moleculares a través de los cuales la
expresion de IPT en estrés hidrico genera ventajas biotecnoldgicas en las plantas de
arroz sin penalidad en el en condiciones control, los autores compararon los
transcriptomas de hojas bandera de plantas de arroz transformadas y plantas salvajes,
tanto en condiciones control como en estrés hidrico. Los resultados de estos analisis
pusieron en evidencia que, ademas de otros genes regulados, varios factores de
transcripcién cambiaron su expresion. Entre estos factores de transcripcion nos
interesamos particularmente por OsWRKY47, que pertenece a la familia WRKY,
presenta caracteristicas estructurales divergentes y se expresa muy poco en hojas
bandera de plantas salvajes. Notoriamente, la expresion de OsWRKY47 aumenta

considerablemente en las hojas bandera de plantas IPT sometidas a estrés.
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RESULTADOS

Los factores de transcripcién (FTs) son proteinas modulares que reconocen secuencias
especificas en las regiones regulatorias de sus genes blanco, se unen a ellas a través de
sus dominios de unién y de esa forma, y en combinacidén con la maquinaria basal de
transcripcién, activan o reprimen vias de sefializacion completas. OsWRKY47 es el
Unico FT de tipo WRKY que presenta una regulacién diferencial en el andlisis
transcriptomico de las plantas IPT. Las diferencias de expresién se detectaron tanto al
comparar las plantas transgénicas IPT con las salvajes en condiciones de estrés hidrico
como cuando se compararon las mismas plantas IPT con condiciones estandar con
respecto a las condiciones de estrés hidrico. Es de hacer notar que no se observaron
diferencias de expresién en las plantas salvajes sometidas a estrés hidrico con respecto
a las mismas en condiciones normales, de lo que se deduce que este gen estaria
respondiendo especificamente a la presencia del transgén soélo en condiciones de
estrés. Estas observaciones llamaron nuestra atenciéon y nos llevaron a analizar y
determinar si OsWRKY47 estaria cumpliendo un papel importante en el desarrollo de

alguna de las caracteristicas fenotipicas de las plantas IPT.

I —La expresion de OsWRKY47se induce en las plantas IPT estresadas

Antes de iniciar un andlisis pormenorizado de las posibles funciones de OsWRKY47,
decidimos validar los datos del ensayo de microarreglos que indicaban una regulacién
diferencial de este FT en las plantas IPT con dependencia de las condiciones de
crecimiento estresantes. Se midieron los niveles de transcriptos de OsWRKY47 por
medio de RT-qPCR y los resultados de estos ensayos indicaron que OsWRKY47 se
indujo alrededor de seis veces, tres dias después de aplicar estrés hidrico y la induccion
decayd a partir del cuarto dia de estrés en las plantas IPT (Figura 3), de forma similar al
comportamiento de los niveles de transcripto de /PT en estas plantas (Peleg y col.,

2011). A pesar de este decaimiento, los niveles de transcriptos de OsWRKY47 fueron
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mas altos en las plantas estresadas que en las que se dejaron en condiciones de buena
irrigacién. Cuando las plantas sometidas a estrés hidrico fueron reirrigadas, los niveles
de transcripto de OsWRKY47 volvieron a los valores observados en condiciones
control. No se observaron diferencias significativas en la expresién de este FT entre las
plantas salvajes y las transgénicas en condiciones control, ni en las plantas salvajes
sometidas a los distintos tratamientos, indicando que de OsWRKY47 estaria regulado

de alguna forma por IPT en condiciones de estrés (Figura 3).

50 OsWRKY47 & WT (EH)
840 - @ IPT (EH)
g @ WT (C)
s @ IPT(C)
- 20 -

3 10 |
o O |

Figura 3: La expresion de OsWRKY47 se induce por estrés hidrico en las plantas de
arroz transformadas con Psapi::IPT. Niveles de expresion de OsWRKY47 en hojas
bandera de plantas salvajes y transgénicas medidos por RT-qPCR. Las plantas se
sometieron a estrés hidrico (EH) y se tomaron muestras cuando se inicid el
tratamiento (1), a los 3 dias (2), a los 4 dias (3) y luego de reirrigar a las plantas (4).
Los valores se normalizaron utilizando el factor de elongaciéon de arroz como control
interno (ID: LOC_0s03g08010). Los valores representan el promedio de seis muestras
y su desviacion estandar.

1I- OsWRKY47 une preferencialmente la secuencia GTTGACC in vitro

Continuando con la caracterizaciéon de OsWRKY47 y con el objeto de develar cuales
serian los genes regulados por este FT, se abordé como estrategia de estudio la

identificacién de la secuencia de ADN unida por OsWRKY47, utilizando técnicas in vitro.
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Se realizé un ensayo de seleccion de sitios de unidn asistida por PCR (SELEX) para el
cual, se expresd el dominio de unién a ADN de OsWRKY47 en E. coli como fusién con
GST y la proteina recombinante expresada, se purificé por cromatografia de afinidad.
Se realizaron rondas de SELEX enfrentando la proteina purificada a un oligonucleétido
gue contiene 12 pb aleatorias en el centro y dos brazos conservados que permiten su
amplificacién y clonado posterior. Luego de la séptima ronda no se observaron
mejoras en la afinidad y por ese motivo, se clonaron los productos de PCR. Se eligieron
14 clones individuales para determinar su secuencia. Las secuencias se alinearon y este
alineamiento resulté en un consenso de 7 pb (G/A)TTGAC(T/C) o su secuencia
complementaria, (A/G)GTCAA(T/C). Estas secuencias seleccionadas por OsWRKY47
contenian la caja W candnica (T)TGAC(C/T), (Figura 4). Fue notorio ademas, que las
posiciones -4, -5, 9y 10 mostraran una elevada conservacién de A, lo que enriquecid

la informacion obtenida de este analisis.

Con el fin de resolver la incertidumbre en las posiciones que flanquean la secuencia
consenso central, se disefiaron oligonucleétidos sintéticos doble hebra variando las
posiciones inciertas: 1 (GTTGACT), 2 (GTTGACC), 3 (ATTGACT) y 4 (ATTGACC). Los
mismos se marcaron radioactivamente y se enfrentaron a la proteina recombinante. Se
realizaron ensayos de retardo en geles (EMSA, del inglés Electroforetic Movility Shift

Assay) con y sin oligonucledtidos competidores (Figura 5).
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' I
N NN NfJN N NN NN NIN
1 A A C C|lG T T G A C C|A
2 A°A T G G| G T T G A C C|T T A
3 AT C G T|G T T G A C C|lA A
4 A T C G T|G T T G A C ClA A
5 A A T C C|lG T T G A C CJlJ]C A @G
6 A A C C|lG T T G A C C]|A
7 A°A T A AJ]G T T G A C C|T T
8 A A T GG T T G A C TG A
9 A A A T AlG T T G A C TIJA C
10 G G| G T T G A C TI|A A
11 C AlG T T G A C TI|T A A
12 C Al T T G A C T |T A A
13 AA T G ClA T T G A C CJ|T A A
14 T G ClA T T G A C T|A A G
Posicion -5 -4 -2 41 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 100 40 7 29 14 0 0 0 100 0 O 50 75 63
% C 0 0 20 3% 3% 0 0 0 0 0 10057 7 8 0
T 0 20 40 14 14 100 100 0 0 ©0 43 36 17 12
G 0 0 0 43 21 8 0 0 100 0 0 0 7 0 25
Consenso ATTGACC
' G T w

Figura 4: OsWRKY47 une in vitro la secuencia (G/A)TTGAC (T/C) que contiene la
caja W canodnica. Se muestra la alineacién de las secuencias de 14 clones
independientes correspondientes a los oligonucledtidos seleccionados provenientes
de la ultima ronda de SELEX. En la parte inferior se observa una tabla que muestra la
frecuencia de cada nucleétido en las posiciones indicadas y la secuencia consenso
derivada de este analisis.

En la Figura 5 se observa que el nucledtido en la primera posicidon es determinante
para la unién a ADN de OsWRKY47 mientras que el nucledtido en la séptima posicion
pareciera tener menor importancia. El cambio de G por A en la posicién 1 generd una
disminucion dramatica de la unién mientras que el cambio de C por T en la posicién 7
no produjo grandes variaciones. Para definir con mads precisién la secuencia de unién
preferida por OsWRKY47, se realizé un ensayo de competencia en geles de retardo.
Como se ve en la Figura 5, tanto la secuencia GTTGACC, como la secuencia GTTGACT
fueron unidas fuertemente por OsWRKY47. Sin embargo, la comparacion indicé que la
C en la posicién 7 produjo una unidon mas fuerte. El conjunto de resultados indicoé que

la secuencia de unién preferida por OsWRKY47 es GTTGACC.
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-
W47 + + + + - - - -
GTTGACT *|  + - - - - - -
GITGACC*| - + - - - + - -
ATTGACT *| - - - - - + -

__ATTGAGC*| - - : # | = : : ¥

Ve N

w47 + + + -+ + + - -
GIIGACT* + [ + [+ [ - : : :
GTTGACC* - = 8 | & I & | & | =
GTTGACT | - L . : L2 ~
GTTGACC | + | - - > | F | = : |

Figura 5: OsWRKY47 prefiere unir la secuencia GTTGACC. Arriba: ensayo de EMSA
realizado con OsWRKY47 y con cuatro variantes que incluyen la secuencia consenso
central. Abajo: ensayo de EMSA con oligonucleétidos sin marcar como
competidores para determinar la afinidad de unién a ADN de OsWRKY47. En las
tablas por debajo de las fotografias de las placas de los geles se indica qué
combinacion de oligonucledtidos fue sembrada en cada calle. Los ensayos se
realizaron como se detalla en M&M vy los oligonucleétidos competidores se
agregaron en exceso, alrededor de cien veces, comparados con los
oligonucleétidos marcados.
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Il — Genes gue podrian estar requlados por OsWRKY47

Con el objetivo de detectar qué genes podrian estar regulados por OsWRKY47, una vez
definida la secuencia de unién, se considerd la misma y los resultados del ensayo de

microarreglos aplicando los criterios que se definen a continuacién:

1) Genes cuya expresion fuera distinta en plantas IPT respecto a las plantas
salvajes en condiciones de estrés

2) Genes cuya expresion fuera distinta en plantas IPT estresadas respecto a las
crecidas en condiciones normales

3) Genes que posean en su regién promotora la secuencia unida por OsWRKY47 in
vitro determinada por los ensayos de SELEX

4) Genes co-expresados con OsWRKY47 en plantas salvajes segun lo recabado en
bases publicas de datos

Las condiciones 1) y 2), se fijaron de esta manera dado que son las que se condicen con
el patron de expresién de OsWRKY47 en plantas salvajes comparadas con plantas IPT.
El objetivo fue el de filtrar los genes se regulen en las mismas condiciones que lo hace
el FT en estudio. Al aplicar este filtro, no se excluyeron los genes que ademads de
cumplir con las condiciones 1) y 2) variaron sus niveles de transcriptos en plantas
salvajes sometidas a estrés comparadas con las crecidas en condiciones normales.
Aunque los ensayos de microarreglos indicaron que OsWRKY47 no se regularia por
estrés en plantas salvajes, decidimos en una primera instancia, no descartar este grupo

de genes.

La condicion 3) fue el motivo por el que se hicieron los ensayos de SELEX. Esta
condicion intentd filtrar los genes que ademas de cumplir con las condiciones 1) y 2)
tuvieran en su promotor la secuencia de unién que reconoce especificamente este FT.
Entre éstos es posible encontrar blancos directos. Debido a que OsWRKY47 presentd
una elevada afinidad por las secuencias GTTGACC y GTTGACT y a pesar de que
estrictamente unié con mas fuerza la primera, no se hicieron distinciones entre estas
dos secuencias en este paso de filtrado. La secuencia GTTGAC(C/T) y su

complementaria seran denominadas como “caja W47” a partir de ahora.
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Es pertinente aclarar que no se detectd ningln otro FT de tipo WRKY en el ensayo de
microarreglos, que presente una expresién diferencial entre las plantas IPT y las
salvajes sometidas a estrés y al mismo tiempo que se regule de forma distinta entre las

plantas IPT estresadas con respecto a las mismas en condiciones estandar.

La condicidn 4) se establecié para filtrar los genes que naturalmente se expresen como
lo hace OsWRKY47 seglin las bases de datos (http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/,
http://evolver.psc.riken.jp/seiken/OS/co-express.html). La mayor concentracién de
CQs, debida a la expresion de IPT genera en hojas bandera la expresién de genes que
normalmente no se expresan de manera significativa en ese 6rgano. Con el objetivo de
encontrar blancos naturales de OsWRKY47 en las plantas salvajes fue necesario aplicar

este filtro.

En condiciones estdndar, las plantas IPT comparadas con las salvajes, presentaron
7800 genes regulados de forma diferencial. En las condiciones de estrés hidrico
aplicadas a estas plantas para el ensayo de microarreglos, 1070 genes se regularon de
forma diferencial en las plantas IPT respecto de las salvajes. La interseccion de estos
dos grupos (356 genes) contiene los genes que se regulan de forma diferencial
especificamente en las plantas IPT en condiciones de estrés. Las proteinas codificadas
por estos 356 genes actuando en conjunto serian las responsables del fenotipo de las

plantas IPT en estrés hidrico (Figura 6).

Se realizd un andlisis de estos 356 genes con el programa Mapman, una herramienta
bioinformatica que ubica a los genes regulados en diagramas de vias metabdlicas u
otros procesos celulares. Si bien ninguna via metabdlica o proceso clasificado por este
programa se vio afectado particularmente, si se pudieron identificar genes que
participan de diversos procesos. Se observé que muchos de estos 356 genes estaban
relacionados con el metabolismo general de proteinas y se identificaron varios genes
gue participan del metabolismo secundario, de lipidos, de ARN y en sefializacién. Otros
genes estan involucrados en la sintesis, degradacién y sefializacién de las hormonas
ABA, CQs, auxinas, BR y etileno. Ademas se encontré regulado de forma diferencial el

transporte, el metabolismo rédox y una via de respuesta a estrés bidtico.
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El analisis se continud evaluando la presencia de la caja W47 en la regidon promotora
de estos 356 genes (32 condicidn). Luego de pasar por este filtro, quedaron 82 genes.
Estos serian putativamente genes regulados en forma directa por OsWRKY47 (Figura
6). Un analisis in silico por medio de Mapman arrojo resultados similares a los
obtenidos en el andlisis de los 356 genes; no se observaron vias particularmente

enriguecidas.

Finalmente, se aplicé la condicién 4). Dado que OsWRKY47 se expresa naturalmente en
raices principalmente y muchos de los genes que podrian ser regulados por este FT
tienen otros patrones de expresidon en plantas salvajes, para identificar cuales de ellos
podrian ser blancos naturales, se hizo un andlisis de co-expresion de estos 82 genes
con OsWRKY47. Se utilizaron bases de datos que contienen informacion sobre la
expresion génica en plantas de arroz de tipo salvaje en condiciones control y
sometidas a distintos tipos de estrés: “HanaDB-0s”
(http://evolver.psc.riken.jp/seiken/OS/co-express.html); “Rice Oligonucleotide Array
Database” (http://ricearray.org/); “Rice Genome Annotation
Project” (http://rice.plantbiology.msu.edu/) y procesos biolégicos coexpresados
(http://webs2.kazusa.or.jp/kagiana/cop0911/).

Este andlisis in silico redujo los 86 genes a 26 (Figura 6). De estos 26 genes, 23 se
coexpresan en una sola condicion y tres se coexpresan en mas de una condicién con
OsWRKY47. Estos tres correspondieron a una proteina de unién a calmodulina
(LOC_0s12g36110), un receptor de tipo quinasa (LOC_0s06g36270) y una 3-beta-
hidroxiesteroide-delta isomerasa (LOC_0s01g01369).

El analisis por medio de Mapman de los 26 genes seleccionados develd que la mayoria
de ellos codifican proteinas del metabolismo rédox, hormonal y de proteinas, también
algunas de ellas involucradas en senalizacion, transporte y estrés de tipo bidtico,
manteniendo aproximadamente las proporciones que se observaron en los 356 genes

al inicio del analisis.
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Figura 6: OsWRKY47 podria estar regulando la expresion de al menos cuatro genes
involucrados en el fenotipo diferencial de las plantas IPT. Diagrama de flujo de los
criterios de seleccién utilizados para seleccionar los genes blancos putativos de
OsWRKY47.
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Dado que el analisis ulterior de los putativos blancos no se podia encarar con tantos
genes al mismo tiempo, se decidié elegir sélo dos para una primera etapa. Para esta
eleccién se tuvieron en cuenta los siguientes parametros: a) qué tipo de proteina
codificaban, b) el nivel de la variacién de su expresién en las distintas condiciones; c)
en qué zona del promotor se encontraba/n la/s caja/s W47; d) si esta/s caja/s era/n
la/s de mayor fuerza de unién (Tabla 1). Se detectaron varios genes que contenian en
su region promotora mas de una caja W47, entre ellos podemos mencionar a los genes
gue codifican una rodanasa, un transportador de metales y un transportador de
fosfato inorgdnico, una proteina de matriz repetitiva, FER, una proteina de funcién

desconocida y una proteina rica en leucinas (Tabla 1).

También se consideré si los genes cambiaban su expresion en las plantas salvajes en
condiciones control respecto a las condiciones de estrés (Tabla 1Tabla ). Ademas se
considerd la informacion bibliografica respecto a la posible funcidn de las proteinas
codificadas por los genes blanco putativos, lo que contribuyd a la selecciéon de ocho
genes de los veintiséis, por resultar mas interesantes para su posterior anadlisis. Estos

se validaron por RT-qPCR (Figura 7).

El patron de expresién de cinco de los ocho genes seleccionados se correspondié con
el ensayo de microarreglos. Como se observa en la Figura 7 los genes que codifican la
proteina rica en cisteinas, la proteina de uniéon a calmodulina, el receptor de tipo
guinasa, la proteina con repeticiones ricas en cisteinas y BAK1 se comportaron de
forma muy semejante a OsWRKY47. El gen que codifica la proteina con repeticiones
ricas en cisteinas ademads se indujo en las plantas salvajes sometidas a estrés durante 3
dias, si bien a los 4 dias la variacién se tornd imperceptible. Los genes que codifican el
transportador de Zn, la rodanasa y la proteina de tipo serina/treonina quinasa se
indujeron en las plantas IPT respecto de las salvajes en condiciones control y si bien se
comportaron de forma similar a OsWRKY47 a los 3 dias de estrés como se habia
observado en los ensayos previos, a los 4 dias de estrés no mostraron diferencias
significativas entre las plantas IPT en condiciones control, comparadas con las
condiciones de estrés. El patron de expresién de estos tres genes fue diferente al
observado en los ensayos de microarreglos y por lo tanto, fueron descartados para

continuar con su andlisis (Figura 7). Fue llamativo observar en estos ensayos que
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OsWRKY47, cuyos niveles de transcripto se midieron nuevamente como control,
estaria levemente inducido en plantas salvajes sometidas a estrés, comparadas con las

crecidas en condiciones control (Figura 7).

E ‘ OsWRKY47 EWT(EH) °° Prot. rica en cisteina 100 | Prot. de unién a calmodulina
40 u|PT(EH) 40 - 80 -
30 ‘ “WT(C) 30 60
20 w “IPT(C) 20 20 4
10 - 10 L 20
Receptor de tipo quinasa 500 Prot. con repeticiones de 100 4 BAK1

0 ‘ 400 ‘ cisteina 80 -
300 60 -
200 40 -
" 1 iﬁ 0 i
) &=t . u N i . i ﬂ ) ‘ ‘ ‘

Transportador de Zn 150 Serina/treonina quinasa 15 - Rodanasa
60 -
100 10 -
40 -
35 J 50 5 [
: i I
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Figura 7: Cinco de los genes seleccionados validaron los resultados del ensayo de
microarreglos. Niveles de transcriptos de los genes seleccionados dentro de los
blancos putativos de OsWRKY47 en hojas banderas de plantas salvajes (WT) vy
Psark::IPT (IPT) en condiciones control (C) y en estrés hidrico (EH). Las plantas se
sometieron a estrés hidrico y se tomaron muestras cuando se inicié el tratamiento
(1), alos 3 dias (2), a los 4 dias (3) y luego de re-irrigar a las plantas (4). Los valores se
normalizaron utilizando el factor de elongacién de arroz como control interno (ID:
LOC_0s03g08010). Los valores representan el promedio de seis muestras y su
desviacidn estandar. En la parte superior de los graficos se indican los nombres de las
proteinas codificadas por los genes evaluados.
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ID Descripcidnde la proteina 1 2 3 Caja Localizacion
w47
LOC_0s07g48260 WRKY47 3,3 3,8
LOC 0s01g01369 3-beta-hydroxysteroid-Delta-isomerasa 1,7 | 4,0 2 777
2,1 1 54
LOC_0s02g06290 rodanasa 1,5 2.1 1 92
L 1 672
LOC_0s03g29850 transportador de metales cationicos 32 | 40 | 1,8 5 312
LOC_0Os06g11740 adenosina 5'-fosfosulfato tipo reductasa OsAPRL2 1,8 | 4,3 1,9 1 1303
. - 0,3 1 193
LOC_0s10g30770 transportador de fosfato inorganico 1,7 0.3 0,5 1 3449
LOC 0s03g01210 proteina con dominio rico en cisteina 14 | 3,2 1 558
LOC 0s11g34920 proteina de resistencia ala roya Yr10 28 | 48 | 1,7 1 1
LOC 0s12g36110 proteina de union a calmodulina 35 | 40 1 641
LOC 011845930 proteina de tipo NBS-LRR de resistencia a 20 | 2.8 1 13
- enfermedades
LOC_0s04g43340 | proteina de defensa a enfermedades de tipo RPP13 20 | 2,4 2 73
LOC_0s06g36270 receptor de tipo proteina quinasa 5 2,2 | 33 1 56
LOC _0Os04g42480 receptor de tipo proteina quinasa 1,5 1,8 2 1960
. ) - . ) 2 49
LOC_0s06g46149 proteina de matriz repetitiva serina/arginina 2,8 | 34 1 256
LOC_0s06g46330 proteina con dominio tipo quinasa 20 | 19 1 64
LOC 0s04g57130 proteina involucrada en la estereoselectividad 3,2 | 3,2 2 522
LOC_0s01g42030 chaperona mitocondrial BCS1 1,7 | 2,5 2 380
LOC_0s03g16950 proteina con repeticiones ricas en cisteina 57 | 3,1 1 233
LOC 0s01g58400 proteina con dedos de zinc tipo CsHCs 07 | 1,7 1 873
LOC_0s05g25350 tor de ti [ imil FERONIA 1,8 2,0 2 733
_0s05g receptor de tipo quinasa similar a J 2.0 1 1390
precursor del receptor gquinasa asociado a insensible
LOC_0s08g07760 BR-1 (BAK1) 1,2 1,9 1 206
2 55
LOC 0s01g02130 proteina de funciéon desconocida 39 | 31 1 312
1 1112
LOC_0Os10g33140 roteina rica en leucina 38 |42 |23 2 o1
- g P , , , 1 1317
LOC_0s03gl17860 disulfuro- isomerasa (OsPDIL5-1) 1,6 1,8 2 897
LOC_0Os11g12000 proteina de resistencia a enfermades NBS-LRR 2,7 | 44 2 56
LOC_0s05g35410 canal de potasio AKT2/3 1,9 2,3 2 730
LOC 0s07g44110 citocromo P45072A1 8,0 4,2 1 94

Tabla 1: Andlisis de distintas caracteristicas de los genes blancos putativos de
OsWRKY47. Se muestra el cédigo de identificacion (ID), la descripcion de la proteina.
También se informan las veces de induccidn en distintas condiciones: 1 corresponde a la
diferencia en la expresidn entre plantas IPT y salvajes, ambas sometidas a estrés hidrico; 2
corresponde a la diferencia de expresidn en plantas IPT en estrés hidrico comparadas con
las mismas en condiciones estandar; 3 corresponde a la diferencia de expresién en las
plantas salvajes entre estrés hidrico y condiciones control. Se indica la caja W47 presente
en su promotor, 1 corresponde a la secuencia GTTGACT y 2 corresponde a la secuencia
GTTGACC. Se indica ademas la localizacion de la caja W47 en el promotor corriente arriba
del sitio de inicio de transcripcién (+1). En gris estdn sombreados los genes que se
eligieron para su validacién y en anaranjado los dos genes que se continuaron estudiando.
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Para continuar con la caracterizacion de los posibles genes blanco de OsWRKY47, se

eligieron entonces las siguientes proteinas:

- Proteina de unién a calmodulina (CaPU)

- Proteina con repeticiones ricas en cisteinas (PRRC)

Con el objeto de comprender mejor cudl seria el papel de OsWRKY47 en la definicién
del fenotipo de las plantas IPT, se decidid elegir dos de los genes blanco putativos para
continuar el andlisis molecular. Los genes que codifican la proteina de unién a
calmodulina (CaPU) y la proteina con repeticiones ricas en cisteinas (PRRC) resultaron
los mas interesantes entre los validados, principalmente por la gran variacidon en su
expresion concomitante con OsWRKY47 y porque sus homodlogos putativos de
Arabidopsis fueron descriptos como asociados a fenotipos con alguna similitud con el

de las plantas IPT (Figura 7).

Es necesario considerar que el hecho de que estos genes se co-expresen con
OsWRKY47 y tengan en sus promotores la secuencia de ADN reconocida y unida por
OsWRKY47 in vitro, no significa necesariamente que este FT se una a esta secuencia in
vivo o que regule su expresién. Fue por este motivo es que nos propusimos en primera
instancia, corroborar si OsWRKY47 unia in vitro los segmentos de los promotores de
CaPU y PRRC que contienen las cajas W47 putativas. Para este fin se tomaron
segmentos de alrededor de 140 pb de promotor que contienen las cajas W47 putativas

y se evalué la capacidad de OsWRKY47 de unirlos con elevada afinidad.

En la Figura 8 se observa que OsWRKY47 une Pcepy (calle 1) y Pprac (calle 9) in vitro.
Para determinar si esta unién era especifica se preincubd la proteina OsWRKY47 con
un exceso de un fragmento de ADN que contiene la secuencia TTTGACC, que presenta
un cambio de G = T en la posicidn 1y luego se agregaron los fragmentos marcados de
los promotores en estudio. En las calles 2, 7 y 8 se observa que el fragmento
competidor no fue capaz de desplazar los fragmentos de los promotores. Las calles 3, 4
y 6 corresponden a competencias realizadas de la misma forma pero con los
fragmentos de los promotores sin marcar. Estos fragmentos, al estar en un gran exceso
molar, desplazaron/diluyeron a los promotores marcados, indicando la especificidad

de union de OsWRKY47.
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Figura 8: OsWRKY47 une con elevada afinidad in vitro los fragmentos de los
promotores de CaPU y PRRC. EMSA con fragmentos de los promotores de CaPU
(segmento de 142 pb, 545 pb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcién,
izquierda) y PRRC (segmento de 137 pb, 145 pb corriente arriba del sitio de inicio de
la transcripcion, derecha). Los ensayos se realizaron como se describié en M&M vy las
competencias se efectuaron con un exceso de 100 veces de fragmentos de ADN que
contienen la secuencia especifica de unién al ADN de OsWRKY47 (GTTGACT) y una
secuencia con la posicion 1 cambiada (TTTGACC).

Una vez corroborada la unién in vitro, se realizaron ensayos para determinar si
OsWRKY47 era capaz de unir y regular los promotores en estudio en un sistema de
transformacién transitoria en hojas de tabaco. Se trabajé ahora con los promotores

completos y con mutaciones en las cajas W47 de los mismos.
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Figura 9: OsWRKY47 regula in vivo a los promotores de CaPU y PRRC. Expresion
transitoria en discos de tabaco. Las plantas se transformaron como se indica en M&M
con las construcciones detalladas a la izquierda de cada figura. lzquierda: medida de la
actividad de GUS. Derecha, fotografia ilustrativa de los resultados del ensayo de
histoquimica en discos de hojas transformadas. Abreviaturas: W47 (P355:0OsWRKY47);
Awbox (caja W47 eliminada); C->T (mutacidon puntual dentro de la caja WA47);
P3ss::nulo (pBI101); Psss::GUS (pBI121).

Cuando se transformaron las hojas de tabaco con las construcciones de los promotores
dirigiendo la expresién de GUS se observé una actividad basal. Esta actividad aumentd
entre tres y cuatro veces cuando se cotransformd con Psss::OsWRKY47 con las
construcciones Peuup::GUS y Pprpe::GUS. En el caso de las construcciones Pgupcs1::GUS,
Pcaupawbox:GUS Y Pprreawbox::GUS Awbox, en las cuales la caja W47 ha sido mutada o
elimianada, la co-transformacién con P3ss::0OsWRKY47 no generd variaciones en la
actividad de GUS, como se observa de las medidas de actividad y de los ensayos de
histoquimica (Figura 9). Estos resultados indicaron que OsWRKY47 es capaz de regular
la expresion de CaUP y PRRC in vivo a través de las cajas W47 presentes en sus

regiones promotoras.

El hecho de que OsWRKY47 haya inducido la expresidon de estos dos genes in vivo,
reforzé la hipétesis de que algunas caracteristicas fenotipicas de las pantas de arroz IPT

podrian deberse a la expreisén diferencial de este FT.
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Con el objetivo de determinar si OsWRKY47 era responsable, al menos parcialmente,
del fenotipo de las plantas IPT, se obtuvieron plantas mutantes y sobreexpresantes
(Pupiz:OsWRKY47 ) para OsWRKY47 y se evalud en estas plantas la expresién de CaUPy
PRRC en condiciones control, de estrés y luego de re irrigadas. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 10. Las plantas de arroz sobreexpresantes de
OsWRKY47 (a partir de ahora llamadas plantas WRKY47) presentan niveles de
transcriptos de este gen entre 600 y 1000 veces inducidos respecto de las salvajes en
sus hojas bandera. Por otro lado, los niveles de transcriptos de OsWRKY47 en las
plantas mutantes Oswrky47 (de ahora en adelante denominadas plantas wrky47) estan
reprimidos a la mitad de los niveles de las plantas salvajes. Como se observa en la
Figura 10, los niveles ce CaPU fueron el doble en las dos lineas de plantas WRKY47
comparadas con las salvajes tanto en condiciones control, como en estrés durante tres
dias y luego de re irrigadas. En las plantas wrky47, los transcriptos de CaPU estdn
reprimidos comparados con los de las plantas salvajes en condiciones control y a los
tres dias de estrés. Los niveles de PRRC son mayores en las plantas WRKY47 y menores
en las plantas wrky47 en todas las condiciones ensayadas, comparados con los

medidos en las plantas salvajes (Figura 10).
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Figura 10: La expresion de CaUP y PRRC aumenta en las plantas que sobreexpresan
OsWRKY47 y disminuye en las mutantes Oswrky47. Se midid la expresion de
OsWRKY47, CaUP y PRRC por medio de ensayos de RT-gPCR en hojas bandera de
plantas mutantes y sobreexpresantes de OsWRKY47. En el panel superior se
muestran los resultados de las plantas sobreexpresantes y en el inferior, de las
mutantes. Las muestras se tomaron cuando se inicié el tratamiento (C), a los 3 dias
(3DEH) y luego de re-irrigar (RI). Los valores se normalizaron utilizando el factor de
elongacion de arroz (ID: LOC_0s03g08010) como control interno. Los valores
representan el promedio de seis muestras y su desviacidon estandar. En la parte
superior de los graficos se indican los nombres de los genes medidos. Abreviaturas:
WRKY47 (lineas sobreexpresantes Pypi::0sWRKY47); wrky47 (lineas mutantes de
OsWRKY47).

IV — OsWRKY47 juega un papel en la respuesta a estrés hidrico de las plantas de arroz

Las plantas mutantes y sobreexpresantes de OsWRKY47 fueron caracterizadas en
cuanto a su comportamiento frente a condiciones de estrés hidrico y comparadas con
sus pares sin transformar. Ademads, se cuantificd el rendimiento de semillas en
condiciones control y de estrés hidrico y el contenido de clorofila antes y después de

sufrir estrés hidrico.
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En la Figura 11 se oberva que las plantas wrky47 luego de ser sometidas 4 dias a estrés
hidrico estdn levemente mads afectadas que las salvajes. Esta diferencia fue mas
evidente tres dias después de rehidratarlas y se reflejo en el contenido de clorofila. En
condiciones control las plantas salvajes y las plantas wrky47 tenian el mismo contenido
de clorofila. Sin embargo, cuando fueron sometidas a estrés hidrido, se observé que en
ambos genotipos se redujo la clorofila en la misma medida. Luego de regarlas
nuevamente, a los tres y seis dias, las mutantes tenian menos clorofila que las salvajes.
En el mismo sentido, las plantas wrky47 mostraron una disminucién drastica de la
produccién en condiciones de estrés respecto a sus controles, tanto en condiciones de

irrigacion normal como después del tratamiento de estrés.

De forma opuesta a las mutantes, las plantas WRKY47 se vieron mas saludables que las
salvajes cuando fueron sometidas a estrés hidrico y luego de recuperarse con el riego.
Ademas, produjeron mayor biomasa y semillas que las salvajes después del
tratamiento de estrés. Sin embargo, en condiciones control las plantas WRKY47

tuvieron un rendimiento 20 % menor que las salvajes (Figura 11).

Estos resultados en conjunto indicaron que OsWRKY47 esta invulucrado en la
tolerancia de las plantas frente a estrés hidrico y que las proteinas CaPU y PRRC
podrian tener un rol en esta respuesta, dado que son reguladas de forma especifica

por OsWRKY47.
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Figura 11: Las mutantes de OsWRKY47 producen menos semillas que las salvajes
cuando son sometidas a estrés hidrico y las sobreexpresantes producen mas
semillas que las salvajes luego de sufrir estrés hidrico por 5 dias. En el panel
superior se muestra una foto ilustrativa de plantas WRKY47, wrky47 y de tipo salvaje
en condiciones control, sometidas a estrés hidrico (para wrky47, 4 dias y para
WRKY47, 5 dias) y luego de ser regadas. En el panel inferior, se muestra una foto
ilustrativa de las plantas sobreexpresantes, y su produccidon antes y después del
tratamiento. En este ultimo caso la produccion se relativizé a la produccién de las
plantas salvajes en condiciones control, que se tomd como 100 %.
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En forma paralela a la obtencién de las mutantes y sobreexpresantes de OsWRKY47 en
arroz, se obtuvieron plantas de Arabidopsis que expresan de forma ectépica y
constitutiva OsWRKY47. El objetivo de estos experimentos fue principalmente evaluar
este gen de arroz como herramienta biotecnolégica. Si bien OsWRKY47 no presenta
elevada identidad de secuencia con proteinas de Arabidopsis, el hecho de que esta

especie tenga un ciclo de vida mds corto resulté atractivo para un estudio preliminar.

Se utilizd la construccidn 35S::0sWRKY47 y se obtuvieron lineas homocigotas para

realizar distintas evaluaciones, que llamaremos a partir de ahora plantas OswW47

Para determinar si las plantas OsW47 presentaban un crecimiento diferencial respecto
de las salvajes, se evaluaron los tejidos aéreos y las raices. Se realizaron cinéticas del
peso de roseta y del area de las mismas, asi como del contenido de carbohidratos
solubles e insolubles. Asimismo se estudid la arquitectura de las plantas y se realizaron
cortes transversales de sus tallos y se midid la produccién de las plantas OsW47 y
salvajes en condiciones normales de crecimiento. Como OsWRKY47 en arroz se
expresa en raices principalmente, se midié la longitud de las raices de las plantas
crecidas en placa durante dos semanas, el peso de las raices de plantas de seis
semanas crecidas en arena como sustrato de soporte (para facilitar su aislamiento y
analisis) y se realizaron cortes de las raices para observar diferencias en su morfologia.
Ninguno de estos resultados mostrd diferencias entre las plantas de Arabidopsis

OsW47 y las salvajes.

Ademas, las plantas OsW47 de Arabidopsis fueron evaluadas en su desempeno en la
produccién frente a estrés hidrico leve, medio/leve, medio y fuerte. En ninguna de
estas condiciones se observaron diferencias en la produccion de estas plantas respecto
de las salvajes. Tampoco se observaron diferencias entre transgénicas y controles en
ensayos de pérdida de agua, en el consumo de agua durante el estrés ni el la

arquitectura de las plantas sometidas a estrés hidrico (resultados no presentados).

Los Unicos parametros que estarian levemente afectados en las plantas OsW47
comparadas con las salvajes fueron el contenido de proteinas en semillas y el

desarrollo de la triple respuesta al etileno. Las plantas OsW47 tienen mayor contenido
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proteico que las salvajes y serian mds insensibles al etileno (resultados no

presentados).

El conjunto estos resultados indicé que la sobrexpresién de OsWRKY47 no genera en
Arabidopsis el mismo fenotipo que en las plantas de arroz y que su funcién no estaria

conservada entre estas dos especies.
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DISCUSION

I — OsWRKY47, sus homdlogos y su relacion con el fenotipo de las plantas IPT

OsWRKY47 es un factor de transcripcion (FT) de tipo WRKY que pertenece a la familia
Il (Ross y col., 2007). Los alineamientos realizados con las secuencias disponibles en las
bases de datos publicas indican que OsWRKY47 tiene elevada identidad de secuencia
con HsWRKY4 de Hordeum vulgare, que también esta clasificado en la familia Ill de FTs
de tipo WRKY (Mangelsen y col., 2008), aunque lamentablemente esta proteina no ha
sido caracterizada hasta el momento. Las proteinas de Arabidopsis mds similares a
OsWRKY47 son AtWRKY70, AtWRKY46 y AtWRKY54, pero la identidad de secuencia es
muy baja. AtWRKY70 y AtWRKY54 son muy similares entre si y ambas han sido
asociadas con la senescencia foliar en Arabidopsis (Besseau y col., 2012). Las mutantes
atwrky70 desarrollan un fenotipo de senescencia temprana y, a pesar de su elevada
similitud de secuencia, las mutantes atwrky54 no muestran cambios en la senescencia
(Besseau y col., 2012; Ulker y col., 2007). Sin embargo, las mutantes dobles atwrky54-
atwrky70 desarrollan una senescencia mas temprana que la de las mutantes atwrky70,
lo que sugirié que AtWRKY70 y AtWRKY54 podrian interaccionar de forma sinérgica
para regular de forma negativa el ingreso a la senescencia (Besseau y col., 2012). A
pesar de la baja similitud de secuencia entre OsWRKY47 con AtWRKY70 y AtWRKY54,
resulté interesante el hecho de que estas proteinas de Arabidopsis estén participando
del proceso de senescencia que esta alterado en las plantas IPT, lo que indicaria una

cierta homologia funcional.

Las plantas de arroz transformadas con Psagk::IPT presentan menor senescencia foliar
inducida por sequia que las salvajes, producen mds semillas y desarrollan mayor
biomasa en estrés hidrico que sus pares salvajes, sin penalidades en condiciones
normales de crecimiento (Figura 2, Peleg y col., 2011; Reguera y col., 2013). El analisis
transcriptomico de las plantas de arroz IPT sometidas a déficit de agua mostré que 13

FTs de tipo WRKY cambiaron su expresion en estas plantas IPT cuando fueron

243



Discusién - Capitulo 1M

sometidas a estrés en comparacidon con las mismas irrigadas normalmente. Adema3s,
tres FTs WRKY cambiaron su expresién en pantas IPT respecto de las salvajes, ambas
en condiciones de estrés. El conjunto de genes que cambian su expresién debido a la
presencia de IPT en estrés serian los responsables del fenotipo de estas plantas en esta
condicién adversa. Estos genes estan regulados diferencialmente por el estrés en las
plantas transgénicas y no cambian su expresién o lo hacen de forma no detectable en
las plantas salvajes sometidas al mismo tratamiento estresante. El Unico FT de tipo
WRKY que cambid la expresiéon en ambos andlisis es OsWRKY47 (Peleg y col., 2011).
Como en general los FTs regulan la expresion de muchos genes blanco corriente abajo
en la cascada de sefializacion, el hecho de que un solo FT de tipo WRKY, OsWRKY47,
cambie su expresidn en este grupo de genes nos despertd el interés por determinar
gué secuencias podria estar regulando y junto con esto, la funciéon de este FT en la

generacién del fenotipo de las plantas IPT.

El analisis de microarreglos indicé que OsWRKY47 no cambia su expresion en plantas
salvajes sometidas a estrés comparadas con las crecidas en condiciones control, sin
embargo, los ensayos subsiguientes de RT-gPCR mostraron que este FT es regulado por
estrés en hojas bandera de plantas salvajes, dado que sus niveles se incrementaron al
doble en este 6rgano cuando las plantas salvajes fueron sometidas a tres dias de estrés
hidrico. Esto se podria explicar si una induccion de dos veces fuera muy leve para pasar
los filtros estadisticos de los ensayos de microarreglos. Otra explicacion posible es que
el experimento de varios afios atrds para preparar los ARNs del ensayo de
microarreglos hubiese sido hecho en condiciones levemente diferentes al llevado a
cabo en este trabajo, probablemente con un estrés mas leve. De la mano de la primer
conjetura, la induccion de OsWRKY47 en las plantas IPT fue de alrededor de cuatro
veces. De todas formas, OsWRKY47 se indujo mds en plantas IPT que en plantas
salvajes, ambas sometidas a estrés, por lo que es valido sugerir que esta proteina

participaria con un papel significativo en el fenotipo de las plantas IPT.

El fenotipo de las plantas de arroz mutantes y sobreexpresantes de OsWRKY47
confirmaron la hipdtesis que planteamos: OsWRKY47 esta involucrado en la respuesta

diferencial de las plantas IPT de arroz en condiciones de estrés hidrico. Si bien los
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resultados de la caracterizacidon fenotipica de las plantas WRKY47 en estrés hidrico
fueron alentadores y la expresién constitutiva de OsWRKY47 no afecté el tiempo de
floracién de las lineas transgénicas en condiciones de crecimiento estandar, si produjo
una reduccién del 20 % del rendimiento en plantas irrigadas normalmente. Este tipo de
penalidad es relativamente comun cuando se utilizan promotores constitutivos, en
lugar de inducibles, dirigiendo la expresién de genes claves en la regulacién como son
los FTs (Reguera y col.,, 2012; Smigocki y Owens, 1989). Por este motivo, seria
interesante obtener plantas que expresen OsWRKY47 bajo el control de un promotor
inducible, como por ejemplo Psar¢ ¥ estudiar si con esta estrategia se logra obtener
plantas tolerantes a estrés y que produzcan mayor cantidad de semillas después de
este tratamiento, sin penalidades en condiciones estandar de crecimiento. Ademas se
podria revisar el momento en el que se cosecharon las semillas, dado que las plantas
WRKY47 presentan un retraso en su senescencia respecto de las plantas salvajes y
todas las semillas se cosecharon al mismo tiempo. En este sentido, las paniculas de las
plantas WRKY47 podrian haber tenido la capacidad de desarrollar mas semillas y esto
podria generar que la menor produccidon de las plantas WRKY47 sea un artefacto

debido al momento temprano (para las transgénicas) de la cosecha.

Il — OsWRKY47 y las secuencias de ADN que une

Los factores de transcripcién de tipo WRKY participan en las respuestas de las plantas a
efectores externos que generan estrés como la salinidad, las altas o bajas
temperaturas, la falta o el exceso de agua, etc. (Tripathi y col.,, 2014). Si bien las
funciones especificas en muchos casos aun no estan totalmente claras, se sabe que

contribuyen a la transduccién de la sefializacion celular.

Los FTs WRKY unen la caja W (T)(T)TGAC(C/T), que tiene un centro conservado y
secuencias que flanquean variables; este elemento en cis esta presente en los
promotores de los genes regulados por estos FTs (Rushton y col.,, 2010). Se ha
demostrado que las secuencias que flanquean son importantes para determinar la

especificidad de unidn de estos FT al ADN. Por ejemplo, AtWRKY6 y AtWRKY11 unen
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con mayor afinidad la secuencia GTTGACC que la secuencia ATTGACC, mientras que

AtWRKY38, AtWRKY26 y AtWRKY43 prefieren la secuencia ATTGACC a GTTGACC.

Si bien las secuencias de unién a ADN de los FTs WRKY no han sido estudiadas
exhaustivamente, si hay en la literatura algunos ejemplos interesantes de estudios
funcionales de algunos de estos FTs. AtWRKY18 fue caracterizado funcionalmente y
participa en la seializacion de ABA y en la tolerancia a sal; este FT une in vitro la
secuencia (C/A)TTGAC(T/G) (Ren y col.,, 2010; Shang y col.,, 2010). AtWRKY®,
caracterizado como un regulador de la respuesta a bajos niveles de fosfato inorganico
y de BR (Chen y col., 2009; Kasajima y col., 2010), une de forma especifica GTTGACC,
una secuencia similar a la unida por OsWRKY47 (Ciolkowski y col., 2008). El mismo
elemento en cis que une OsWRKY47 es reconocido también por AtWRKY11 (Ciolkowski
et al., 2008). Si bien su identidad de secuencia con OsWRKY47 es muy baja, es
interesante que AtWRKY11 esté descripto como un regulador positivo de la respuesta

a sequia (Wuy col., 2009).

Las bases de datos disponen de vasta informacion sobre los genes de arroz, sus
secuencias, sus regiones promotoras, sus patrones de expresion, etc. y esto nos
permitio identificar los genes blanco putativos de OsWRKY47. Utilizando como filtro la
presencia de la caja W47 se analizaron las secuencias promotoras de los 356 genes
(entre los que se encuentra OsWRKY47) que orquestados en conjunto le confieren a
las plantas de arroz IPT su fenotipo diferencial.

Dentro de estos 356 genes, 116 genes ademds cambiaron su expresidon en plantas
salvajes sometidas a estrés en comparacién con condiciones control, aunque su
variacion no fue tan exacerbada como en las plantas IPT. Los analisis de microarreglos
indicaron que OsWRKY47 no es un gen regulado por estrés hidrico en hojas bandera,
ya que no cambid su expresion en las plantas salvajes sometidas o no a esta condicion.
Quedaron entonces 240 genes que mostraron un patron de expresion similar al de
OsWRKY47. El conjunto de estos 240 genes mostré un enriquecimiento en cajas W47
dentro de sus regiones promotoras con respecto al total y al grupo de los 116 genes
gue ademas varian su expresion en las plantas salvajes. El 27 % de estos 240 genes
presenta al menos una caja W47 mientras que sélo el 13 % de los 116 genes tienen en

su promotor la caja W47 (Figura 12). En total, 82 genes de los 356 presentan al menos
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una caja W47 en su promotor (Figuras 6 y 12) si bien es claro que no todos ellos son

necesariamente blancos directos de OsWRKY47.
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Figura 12: Analisis de la presencia de cajas W47 en las secuencias promotoras de los
genes que se regulan en las mismas condiciones que OsWRKY47. Abreviaturas: EH
(estrés hidrico), C (control), IPT: plantas IPT, WT: plantas de tipo salvaje.

1l - OsWRKY47 y sus genes blancos

Luego de analizar la coexpresion de estos 82 genes con OsWRKY47 quedaron 26
candidatos, de los cuales se seleccionaron algunos para validar sus niveles de

transcriptos.

Para continuar con su analisis se seleccionaron ocho genes. Los motivos de su eleccién
se basaron principalmente en la informacién bibliografica disponible respecto a sus

posibles funciones y las vias en las que podrian estar implicados.

La validacion descarté a tres candidatos, por lo que los posibles candidatos se
redujeron a cinco. Estos genes se evaluaron con el objeto de seleccionar, en un

principio, dos y profundizar el analisis de su regulacidn por parte de OsWRKY47.

- El receptor de tipo quinasa asociado a BAK1 (Insensible a BRI asociado a receptor
qguinasa (codificado por LOC_0s08g07760) esta descripto como un receptor de tipo

serina/treonina quinasa, miembro de la familia “Somatic Embryogenesis Receptor
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Kinase” (SERK, http://rice.plantbiology.msu.edu/). Opera como un coreceptor de BRI
(insensible a BR de tipo I) en el desarrollo de la planta que depende de BR. La
sobreexpresiéon de OsBAK1 en arroz cambia rasgos de la arquitectura de la planta
como la altura, qué tan erecta es la hoja, las cualidades morfoldgicas de la semillay la
respuesta frente a enfermedades (Li y col., 2009). OsBAK1 estd vinculado con las
respuestas de la planta frente a patdgenos y a herbivoros. OsBAK1 se une a patrones
moleculares asociados a patdgenos/microbios (PAMPs/MAMPs), activa la proteina
guinasa mitogénica 6 y desencadena la produccién de especies reactivas del oxigeno
(Yang y col., 2011). Su homdlogo en Arabidopsis (50 % de identidad de secuencia) es
AtBAK1 (ID: AT4G33430), que es una proteina de tipo serina/treonina quinasa. Se
demostrd que su funcion estd conservada con respecto a OsBAK1 (Li y col., 2009) y se
propuso una funcién en el control de la muerte celular que no dependeria de los BR
(Kemmerling y col., 2007). Esta informacion motivé a realizar la validacion para este
gen. Sin embargo elegimos no continuar con BAK1 ya que se expresé muy poco en el
dia 4 del tratamiento estresante, mientras que OsWRKY47 si se expresa fuertemente
en esa etapa (Figura 7). Ademas habia sido informado en la literatura que las plantas
sobreexpresantes del dominio intracelular truncado de esta proteina en arroz
presentan penalidades como menor biomasa y menor peso de granos (Li et al. 2009),

fenotipo opuesto al observado en las plantas IPT.
Los cuatro genes restantes fueron analizados con mayor detalle:

- La proteina rica en cisteinas tiene una homdloga en Arabidopsis con la que comparte
un 63 % de identidad de secuencia. La expresion de At2g45010 estd inducida en
plantas que sobreexpresan una b-hidroxiesteroide deshidrogenasa (AtHSD) que
presentaron mayor biomasa y produccién que las plantas control (tanto en Arabidopsis
como en cebada). Este fenotipo es similar al de plantas que tienen niveles altos de BR

0 que son mas sensibles a los BR (Li y col., 2007).

- El gen LOC_0s12g36110 codifica una proteina de unién a calmodulina. La regulacion
del calcio y su homeostasis es fundamental para las plantas. El calcio es un catidn
fundamental no sdlo en el metabolismo sino también en la sefalizacién y en la

regulacion de la expresion génica y es fundamental para la respuesta estomatica (Bush,
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1995; Hepler y Wayne, 1985; Ruiz y col.,, 1993). Ademas hay una estrecha relacién
entre el calcio y el metabolismo de carbohidratos (Furuichi y col., 2001; Joham, 1957;
Smeekens, 2000). Las proteinas de tipo calmodulina regulan la transduccién de la sefal
de calcio en la célula y en esta cascada unen a las proteinas de unién a calmodulina. La
expresion de la proteina de unién a calmodulina tiene un patréon de expresion similar a
OsWRKY47 en raices infectadas con Magnaporthe oryzae
(http://rice.plantbiology.msu.edu/analyses_search_trend_plot.shtml). La proteina con
mayor identidad de secuencia en Arabidopsis tiene el cddigo de identificacién
At4g31000, presenta 34 % de similitud y esta regulada en respuesta a BR (Goda y col.,
2004). Por otro lado, fue informado que CBP60g (At5g26920), otra proteina de unién a
calmodulina de Arabidopsis que presenta 32 % de identidad de secuencia con la
proteina de arroz en cuestién, esta involucrada en la tolerancia a estrés hidrico.
CBP60g se expresa en estomas y las sobreexpresantes de Arabidopsis CBP60g
presentan hipersensibilidad al ABA y son mds tolerantes a sequia que sus pares sin
transformar (Wan y col., 2012). CBP60g no es la Unica proteina de unién a calmodulina
relacionada con la respuesta a estrés hidrico, los niveles de transcripto de CAMBP25
(At2g41010) se inducen frente a deshidratacion (Perruc y col., 2004) y ademas fue
informado que CAMBP25 interacciona con distintos FTs de tipo WRKY
(http://thebiogrid.org/4038/summary/arabidopsis-thaliana/cambp25.html). También
se vio que la sobrexpresion de CBP60 en Arabidopsis genera mayor resistencia de la
planta frente a infecciones de con Pseudomonas syringae (Wan vy col., 2012; Wang y
col., 2009a). Del mismo modo, los niveles de transcripto de la proteina de unidn a
calmodulina de arroz estan incrementados frente a infecciones con Magnaporthe
(http://rice.plantbiology.msu.edu/). En relaciéon con este ultimo dato es interesante
recordar que OsWRKY47 juega un papel fundamental en la respuesta a frente a este
patégeno (Wei y col.,, 2013). Mas detalladamente, en las variedades de arroz
resistentes al patégeno, OsWRKY47 esta inducido en comparaciéon con las variedades
no resistentes y las plantas de arroz que sobreexpresan OsWRKY47 fueron mas

tolerantes al ataque de Magnaporthe oryzae que las plantas salvajes (Wei y col., 2013).

-El receptor de tipo quinasa (LOC_0s06g36270) tiene un posible homdlogo en

Arabidopsis al que le corresponde el cédigo de identificacién At3g4629. Este gen fue
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asociado con la elongacién celular durante el crecimiento vegetativo y esta regulado
por BR (Guo y col., 2009). Ademas, su expresion es regulada fuertemente en las
plantas IPT y la caja W47 en su promotor es muy cercana al sitio de inicio de la

transcripcion.

-La expresidon del gen que codifica la proteina con repeticiones ricas en cisteina tiene
una elevada correlacion con la de OsWRKY47 en raices, raices tratadas con arsenato y
hojas tratadas con CK
(http://rice.plantbiology.msu.edu/analyses_search_trend_plot.shtml). Su proteina
homdloga en Arabidopsis corresponde a una proteina de respuesta a karriquina
relacionada con la familia de los receptores de tipo proteina quinasa (ID: At5g48540,
46 % de identidad de secuencia). Esta proteina de Arabidopsis aumenta su expresion
en plantas mutantes abi4 y abi5 en comparacién con la observada en plantas salvajes
(Nakabayashi y col., 2005) y también en plantas salvajes sometidas a escasez de
oxigeno en periodos de tiempo entre 4 y 20 horas, comparadas con las mantenidas en
condiciones normales (Klok y col., 2002). Se puede remarcar que las mutantes de abi4

tienen mayor biomasa que sus controles (Kerchev y col., 2011).

La correlacion positiva entre estos cuatro genes, los conocimientos que sobre ellos se
tiene y el fenotipo de las plantas mutantes y sobreexpresantes de sus homdlogos,
indicaron su posible contribucién a la tolerancia a estrés hidrico observada en las
plantas IPT (Peleg y col., 2011). Las plantas IPT presentaron mayor cantidad de BR, una
mejor respuesta a estrés hidrico y ABA y mayor produccion de biomasa y semillas

(Pelegy col., 2011).

Todos ellos podrian ser posibles blancos de OsWRKY47 segin los resultados
experimentales mostrados en esta Tesis. El estudio se continué con un analisis mas
detallado de dos de los cuatro genes: la proteina de unién a calmodulina (CaPU) y la

proteina con repeticiones ricas en cisteinas (PRRC).

Los analisis in vitro revelaron que OsWRKY47 fue capaz de unir los promotores de
CaPU y PRRC de forma especifica (Figura 8). En el mismo sentido, los andlisis in vivo por
transformacién transitoria de hojas de tabaco demostraron que OsWRKY47 fue capaz

de unir especificamente las cajas W47 de estos promotores y activar su expresion
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(Figura 9). Ademas la caja W47 del promotor de PRRC podria ser reconocida por otros
FT in vivo en plantas de tabaco dado que su mutacién (correspondiente a la
construccion Ppgpeawbox::GUS) produjo menores niveles basales de GUS que cuando se
transformd con en el promotor intacto (correspondiente a la construccion (Ppgpe::GUS).
Esto no fue sorprendente dado que la caja W47 contiene a la caja W candnica y si bien
las bases adyacentes son importantes para determinar la afinidad, muchos otros FTs
de tipo WRKY podrian unir esta secuencia, como se menciond anteriormente en la

discusion.

En concordancia con los datos de unidn in vitro en geles de retardo e in vivo en las
transformaciones transitorias, en las plantas de arroz wrky47, los niveles de CaPU vy
PRRC estan reprimidos en condiciones normales, en estrés hidrico y en el caso de
PRRC, también después de regar las plantas (Figura 10). En el mismo sentido, en las
plantas de arroz sobreexpresantes de OsWRKY47, CaPU y PRRC se encuentran
inducidos en todas las condiciones ensayadas (Figura 10). Se podria postular que la
induccion de estos dos genes en las sobreexpresantes de OsWRKY47 tiene una
correlacién directa con su induccidn en las plantas IPT debida a la mayor expresidon de

OsWRKY47.

Los resultados presentados en conjunto, indicarian una funcién para OsWRKY47 en la
respuesta a estrés de las plantas y una implicancia de las proteinas CaPU y PRRC en las
vias de sefializacion reguladas por este FT de tipo WRKY de arroz. Ademas, OsWRKY47

seria una pieza fundamental en la respuesta de las plantas IPT al estrés hidrico.

Esto ultimo plantea la posibilidad de utilizar a OsWRKY47 como una herramienta
biotecnoldgica. Las plantas de arroz que sobreexpresen este FT serian en principio mas
tolerantes a estrés hidrico y también a infecciones de Magnaporthe oryzae (Wei y col.,
2013), lo que convierte a este FT en una herramienta muy versatil dado que resulta en

fenotipos atractivos tanto frente a estrés bidtico como abidtico.

No se debe dejar de lado que hay que considerar para tal fin la seleccién de

promotores adecuados para evitar penalidades en el desarrollo y producciéon en
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condiciones normales de crecimiento. Otra cuestidn a tener en cuenta es la planta en
la que se busca obtener el mejoramiento. Es importante recordar que en Arabidopsis,
una dicotileddnea, la sobreexpresion de OsWRKY47 no so6lo no confirié tolerancia a
estrés hidrico sino que en condiciones normales de crecimiento casi todos los
pardmetros medidos resultaron idénticos a los de las plantas salvajes. Estos resultados
parecerian indicar que OsWRKY47 no seria una herramienta util para el
fitomejoramiento de plantas dicotileddneas, aunque es dificil concluir en forma tan

general a partir de los estudios hechos sélo en Arabidopsis.
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CONCLUSIONES FINALES

El andlisis de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis permite sacar las

siguientes conclusiones generales:

HaWRKY76:

- HQWRKY76 es un factor de transcripcion de girasol de tipo WRKY divergente que une
con poca afinidad la caja W consenso. Este FT presenta mayor afinidad por la secuencia

(G/A)D(G/A)(A/G)H(T/AV.

- En el estadio vegetativo, HQOWRKY76 se expresa mayormente en raiz e hipocotilo en
plantulas de girasol de 5 dias, mientras que en estadio reproductivo aumenta durante

el desarrollo del capitulo y del embridn.

- El estrés possumergimiento y por carencia de agua generan un aumento de la

expresion de HQWRKY76 en plantas de girasol.

-Las plantas de Arabidopsis que sobreexpresan HaWRKY76 tienen raices mas largas a
las dos semanas de vida en el estadio vegetativo. En el estadio reproductivo tienen
mayor biomasa radicular, mayor didmetro de la raiz principal y menor diametro de las

células del xilema a las cinco semanas de vida que sus pares salvajes.

- Las plantas HaWRKY76 generan mayor rendimiento de semillas y desarrollan mayor
biomasa de roseta que las plantas salvajes hacia el final del ciclo de vida tanto en
condiciones subdptimas como en condiciones estdndar de crecimiento. Ademas, en
estas Ultimas condiciones contienen mas sacarosa por gramo de roseta que las

salvajes.

- HAWRKY76 confiere mayor tolerancia al estrés hidrico a las plantas de Arabidopsis
gue lo expresan de forma ectépica y constitutiva, tanto en condiciones de tratamiento
severas como moderadas. Durante el estrés, las plantas HAWRKY76 producen mas

clorofila, presentan mayor estabilidad de membranas, consumen y pierden menos
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agua, y muestran una regulacion diferencial de algunos genes de sefializacion de ABA.
Después del tratamiento de estrés, las plantas HaWRKY76 producen igual o mayor

cantidad de semillas que sus pares salvajes en el mismo tratamiento.

- Las plantas HaWRKY76 son mas tolerantes al estrés por inundacién total que las
salvajes. Cuando estan completamente inundadas, las plantas HAQWRKY76 producen
menos EROs, y consumen de forma mas conservadora sus recursos energéticos en
comparacidon con las salvajes, reprimiendo varios genes que codifican enzimas del
metabolismo de fermentacién de carbohidratos. Después del estrés, las plantas
HaWRKY76 se recuperan mejor que las salvajes del estrés por inundacion debido, al
menos en parte, a un cierre estomdtico mds rapido que las protege de la
deshidratacion. Adema3s, estas plantas presentan mayor contenido de sacarosa que las
salvajes luego de un dia de recuperacion y producen una cantidad levemente mayor de

semillas.

- Luego de sufrir estrés por inundacién o anegamiento, las plantas transgénicas

producen mayor biomasa de semillas que las salvajes.

- Durante una inundacién parcial, los tallos de las plantas HaWRKY76 desarrollan mas

aerénquima que los tallos de las plantas salvajes.

El conjunto de resultados se puede resumir en el modelo que se presenta en la

siguiente figura:
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Figura 1: Representacion esquematica del modelo de accion de HaWRKT76. Los
signos ¢? Indican posibles conexiones y regulaciones cruzadas.

HaWRKY10:

- Es un factor de transcripcion de girasol que esta regulado de manera especifica
durante la germinacidn, el establecimiento de la linea y en el desarrollo del aquenio en

plantas de girasol.

- HaAWRKY10 se induce en cotiledones por la hormona GA (inductor de la germinacién)
y se reprime por la hormona ABA (represor de la germinacién) durante la germinacién
de semillas de girasol. En los embriones y plantulas de girasol en estadios tempranos
del desarrollo, el incremento de los transcriptos de HaWRKY10 es inversamente

proporcional a la acumulacién de los niveles de lipidos de reserva.
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- Los patrones de expresion de HaWRKY10 en embriones de girasol en desarrollo son
similares a los que presentan los genes de Arabidopsis involucrados en la acumulacién

de lipidos en semillas en desarrollo.

- Las plantas de Arabidopsis que expresan de forma ectépica y constitutiva HaWRKY10

no difieren en sus caracteristicas morfoldgicas a nivel macroscdpico de las salvajes.

- Las semillas de las plantas HQWRKY10 son mas susceptibles a ABA en germinacién
qgue las de las plantas salvajes y también se ven mads afectadas por ABA que las
plantulas salvajes durante el establecimiento de la linea que se produce en el

crecimiento posgerminativo.

- La biosintesis de GA y la sefalizacién de ABA son reguladas de forma diferencial en las

plantas HaWRKY10 respecto de las salvajes.

- Las semillas HQWRKY10 presentan entre 4 y 5 % mas contenido de aceite en sus

semillas que las salvajes cuando estan recién cosechadas.

- En el establecimiento de linea las plantulas HAQWRKY10 consumen mas lipidos y

menos carbohidratos.

- Las semillas en desarrollo de las plantas HaWRKY 10 presentan un incremento de los
transcriptos correspondientes a la lipasa SDP1 y mayor actividad de la enzima PEPCK,

involucrada en la gluconeogénesis cuando son comparadas con las salvajes.

El conjunto de resultados obtenidos durante la caracterizacién de este gen de girasol

puede resumirse en el siguiente modelo:

257



Conclusiones Finales

ABA

o SLP1

PEPCK
¢ ( GI.UCONEOGENESlS]

/ l SACAROSA
{ | ® C. v

GA20 GA 2 %

bioactiva

Figura 2: Representacion esquematica del modelo de accion de HaWRKY10. Los
signos ¢? Indican posibles conexiones y regulaciones cruzadas.

OsWRKY47:

- OsWRKY47 es un factor de transcripcion de arroz de tipo WRKY cuya expresién se

induce por sequia en las plantas Psagx::IPT.
- OsWRKY47 une con mayor afinidad la secuencia GTTGACC (caja W47) in vitro.

- Dentro de los 356 genes (entre los que se encuentra OsWRKY47) regulados de forma
diferencial en las plantas IPT en estrés, cuyos productos le confieren el fenotipo
diferencial a las plantas Psagi::IPT, 26 podrian ser blanco directo de este factor de

transcripcién dado que tienen en su promotor la caja W47.

- Los genes regulados de forma diferencial en las plantas Psagk::IPT en condiciones de
estrés que ademas no varian su expresion en las plantas salvajes en estrés presentan

un enriquecimiento de cajas W47 en sus promotores.
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- OsWRKY47 es capaz de unir in vivo los promotores de los genes que codifican la
proteina de unidon a calmodulina (CaPU) y la proteina con repeticiones de cisteina
(PRRC) y de activar la expresion del gen reportero corriente abajo de estos

promotores.

- Las plantas de arroz sobreexpresantes de OsWRKY47 tienen inducidos en condiciones
control y de estrés los transcriptos de CaPU y PRRC. En el mismo sentido, las mutantes
Oswrky47 tienen reprimidos estos transcriptos tanto en condiciones estandar, de

estrés hidrico y luego de reirrigadas.

- OsWRKY47 juega un rol en la respuesta a estrés hidrico. Las plantas de arroz que
sobreexpresan OsWRKY47 son mas tolerantes a estrés hidrico y las mutantes de arroz

para este gen son mas susceptibles a este estrés respecto de sus pares salvajes.

- Las plantas de arroz sobreexpresantes de OsWRKY47 producen mas semillas y las
mutantes Oswrky47 producen menos semillas que las salvajes cuando son sometidas a

tratamientos de estrés hidrico.

- En condiciones control tanto las mutantes como las sobreexpresantes de OsWRKY47

producen menos semillas que las salvajes.

El conjunto de resultados se puede resumir en el modelo que se presenta en la

siguiente figura:
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Figura 3: Representacion esquematica del modelo de accion de OsWRKY47. Los
signos ¢?, indican posibles blancos directos de OsWRKY47. El grosor de las flechas
verdes hace referencia al nivel de induccidn de la expresién génica.
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