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INTRODUCCION

La manipulacién de los mecanismos de tolerancia a estrés de las plantas es un campo muy activo
de investigacion en biologia por su fuerte perspectiva tecnoldgica. Particularmente, los factores
de transcripcion de la clase | de la familia HDZ de diferentes especies angiospermas, como
AtHB13 de Arabidopsis thaliana (Cabello et al. 2012), han sido involucrados en respuesta de
aclimatacion al ambiente. En nuestro laboratorio se los estudia por su contribucion a las
respuestas a estrés abiodtico como la sequia, salinidad, inundacion y frio. Para comprender si la
funcién de estos FTs estuvo ligada al proceso de adaptacion de las plantas al ambiente terrestre,
nos propusimos estudiar el gen C1HDZ (MpC1HDZ) de Marchantia polymorpha, una especie
basal en la evolucién de las plantas terrestres (Romani et al. 2018). En este trabajo investigamos
si el gen MpC1HDZ puede restituir total o parcialmente las funciones del gen AtHB13 en el
mutante athb13-2, que lleva una copia no funcional del factor de transcripcién.

OBJETIVOS
e Transformar el mutante athb13-2 de Arabidopsis thaliana con el gen MpC1HDZ de
Marchantia polymorpha.
e Evaluar si el gen MpC1HDZ puede revertir la susceptibilidad al estrés hidrico observados
en athb13-2.

Titulo del proyecto: “Estudio funcional del gen C1HDZ de Marchantia polymorpha'y
sus implicancias evolutivas en las respuestas de aclimatacion de plantas terrestres”
Instrumento: ANPCyT

Afo convocatoria: 2017

Organismo financiador: Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnoldgica
Director: Moreno, Javier
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METODOLOGIA

Generacion y seleccion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana

Las plantas transgénicas fueron generadas por el método de floral dip (Clough, Bent 1998)
empleando el vector PFK247 que dirige la expresién del gen MpC1HDZ con un promotor viral
fuerte 35S fusionado en el extremo N-terminal a GFP. La seleccion de las plantas transformadas
se realiz6 en macetas con tierra suplementadas con el herbicida BASTA dado que el T-DNA
cuenta con el gen de resistencia BAR. En la misma maceta y a manera de control fueron incluidas
semillas de genotipo salvaje. Las plantulas de 10 dias visiblemente resistentes al herbicida fueron
transferidas a macetas independientes hasta la cosecha de sus semillas. En todos los casos, las
plantas fueron cultivadas en condiciones de dia largo correspondiente a 16hs luz y 8hs de
oscuridad, con una temperatura de 21°C.

Para la seleccion de lineas homocigotas se evalud la segregacién de las plantas resistentes, y se
seleccionaron aquellas que siguieron una genética mendeliana. Aquellas plantas con una sola
insercion del gen se denominaron genotipo PHOX. Posteriormente, para confirmar la insercion
del transgeén se realizé una PCR sobre ADN gendmico donde se amplifico el gen MpC1HDZ,
seguida de una electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

Ensayos de estrés hidrico

Los ensayos de estrés hidricos fueron realizados con plantas de los genotipos Col-0 (tipo salvaje),
athb13-2 y PHOX, de 43 dias de edad dividas al azar en dos grupos. Las plantas de un grupo
fueron sometidas a un tratamiento de sequia durante dos semanas y luego fueron rehidratadas.
Al quinto dia de rehidratacién se contabilizaron las plantas vivas y muertas (supervivencia), y se
tomaron muestras de tejido para cuantificar la clorofila (Chory et al. 1994). Posteriormente, las
plantas que sobrevivieron se dejaron semillar para analizar la produccion.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Los ensayos de supervivencia a estrés hidrico fueron realizados siguiendo protocolos ya
establecidos en el laboratorio (Cabello et al. 2012, Ebrahimian-Motlagh et al. 2017). En
coincidencia con datos previos, nuestros experimentos mostraron que el mutante athb13-2 es
mas susceptible al tratamiento de sequia que el genotipo salvaje (Col-0) (Ebrahimian-Motlagh et
al. 2017). Asi observamos que so6lo un 13% de plantas del mutante athb13-2 logré sobrevivir al
tratamiento de sequia, mientras que el 64% de las plantas salvajes sobrevivieron al tratamiento
(Fig. 1, Tabla 1). La complementacién de athb13-2 con MpC1HDZ revirti6 la susceptibilidad del
mutante, incrementando la tolerancia intrinseca de Arabidopsis al estrés hidrico a niveles aun
superiores al genotipo salvaje, donde las plantas PHOX alcanzaron una supervivencia del 84%.
Sin embargo, aunque se observa una tendencia por parte de las plantas transgénicas de ser mas
tolerantes al estrés hidrico que el genotipo salvaje, esta diferencia no llega a ser estadisticamente
significativa.

Tabla 1: Tasa de supervivencia de los diferentes genotipos luego de tratamientos severos de sequia.

Genotipo Supervivencia (%) Error estandar N

Col-0 64 6 64
athb13-2 13 7 64
PHOX 84 12 64
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Figura 1: Fotografia ilustrativa de las plantas al quinto dia de la rehidratacién posterior al tratamiento de
sequia. Primera fila: Col-0; Segunda fila: athb13-2; Tercera fila: PHOX.

Como era de esperar, la sequia afecté negativamente a la produccién medida como peso total
de semillas. Aunque para este parametro no observamos una interaccién significativa entre el
tratamiento y el genotipo de las plantas, si observamos una tendencia por parte de las plantas
athb13-2 a disminuir mas su produccién bajo condiciones de sequia en comparaciéon con las
plantas Col y PHOX (Fig. 4).
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Figura 4: Produccion para cada genotipo segun el tratamiento aplicado (control o sequia). Medias con
una letra comun no son significativamente diferentes (p<0.05).

Los niveles de clorofila de la hoja vinculados al estado de senescencia foliar son una medida del
nivel de estrés de la planta (Cabello et al. 2012). Para comparar la sensibilidad de los diferentes
genotipos al estrés, pudimos observar que los niveles de clorofila en las plantas del genotipo
PHOX disminuyeron en menor proporcion al ser sometidas a condiciones de estrés hidrico severo
respecto del genotipo salvaje y mutante (Fig. 5a). Al realizar una relacion de clorofila total entre
los tratamientos control y estrés hidrico para cada genotipo, se observd que ésta fue
significativamente mayor para el genotipo PHOX en comparacién con athb13-2y Col-0 (Fig. 5b).
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Figura 5: (a) Relacion de Clorofila total entre los distintos tratamientos para cada genotipo. (b) Proporcion
de la absorbancia por clorofila (sequia/control) para cada genotipo. Medias con una letra comuin no son
significativamente diferentes (p<0.05).

Los resultados preliminares descriptos anteriormente indican que las plantas PHOX toleran mejor
el tratamiento de sequia que las plantas athb13-2, lo que apoya nuestra hipétesis de que el gen
MpC1HDZ puede revertir la pérdida de funcion ocasionada por la mutacion del gen AtHB13.
Dado que la expresion ectdpica del gen MpC1HDZ genera fenotipos similares a los de la
sobreexpresiéon de otros C1HDZ de angiospermas, incluyendo el mayor aserrado de las hojas y
mayor tolerancia a estrés hidrico, sugieren que los blancos de la regulacién de estos factores de
transcripcién estan altamente conservados entre las plantas terrestres. Esperamos que este
trabajo contribuya a comprender el grado de conservacion de los mecanismos de respuesta al
ambiente de las plantas terrestres y determinar el rol que jugaron los genes C1HDZ durante la
evolucion de estas respuestas.
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