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INTRODUCCION

La aclimatacion de las plantas al estrés abiético depende de la regulacion de complejas redes
bioquimicas y moleculares involucradas en la percepcion y la respuesta a la condicién
ambiental adversa. Uno de los componentes clave en esta adaptacion son los factores de
transcripcién, por lo que constituyen un grupo de moléculas de interés para comprender los
mecanismos que emplean las plantas para tolerar el estrés. Las proteinas de la familia TCP
son factores de transcripcion exclusivos de plantas que ejercen efectos sobre multiples
aspectos del desarrollo, como la germinacion, la embriogénesis y la morfogénesis de hojas y
flores, entre otros, pero no son reguladores de desarrollo estaticos, sino que traducen diversas
senales endbégenas y ambientales en respuestas de crecimiento y adaptativas (Uberti-
Manassero y col., 2013; Viola y col., 2016; Ferrero y col., 2019; Camoirano y col., 2020; Alem
y col., 2022 ). El estrés abidtico, como salinidad y sequia, desencadena la biosintesis de ABA
(acido abscisico), hormona que actia como una sefal molecular que media las respuestas
adaptativas al estrés activando varias cascadas de sefalizacion especificas y regulando
diferentes procesos fisiologicos relacionados con el crecimiento de las plantas que culminan
en la tolerancia hacia el estrés (Chen y col., 2020; Ali y col., 2021). En Arabidopsis thaliana,
especie en estudio en este trabajo, un aumento en los niveles de ABA genera un efecto
inhibitorio sobre la germinacion, el establecimiento de las plantulas, la elongacion de la raiz
principal, la apertura de estomas y la floracién, induce la biosintesis de antocianinas, entre
otros (Chen y col., 2020; Ali y col., 2021). En base a nuestros estudios sabemos que varios
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de estos procesos son controlados por los factores de transcripcion TCP14 y TCP15 de
Arabidopsis thaliana (Viola y col., 2016; Lucero y col., 2017; Ferrero y col., 2019; Camoirano
y col., 2020; Alem y col., 2022). Sin embargo, a pesar de la funcidon conocida de estas
proteinas como reguladoras cruciales para asegurar el 6ptimo desarrollo de las plantas, se
desconoce su papel en la respuesta a estrés abidtico y a ABA. A fin de abordar el estudio de
la relacién que existe entre el accionar de estas proteinas y la respuesta de las plantas a
estrés abiodtico nos planteamos los objetivos que se enumeran a continuacion.

OBJETIVOS

Objetivo General:

Realizacién de estudios estructurales y funcionales de proteinas TCP de Arabidopsis thaliana
durante la respuesta a estrés abibtico con el fin de dilucidar el papel que juegan, en conjunto
con vias hormonales, en la modulacién de los programas de desarrollo y crecimiento vegetal
en respuesta a cambios en las condiciones del ambiente, asi como los mecanismos
moleculares a través de los cuales actuan.

Objetivos Particulares:

1. Estudiar el papel de las proteinas TCP14 y TCP15 en la respuesta a la hormona &cido
abscisico (ABA).

2. ldentificar genes cuya expresién esté regulada directa, o indirectamente, por las proteinas
TCP en estudio.

METODOLOGIA

Material vegetal: Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col-0),
como plantas salvajes, y lineas mutantes simples y dobles en los genes TCP14y TCP15
(tcp14-6, tcp15-3y tcp14-4 tcp15-5) y plantas sobreexpresantes de TCP15 (35S::TCP15) que
han sido previamente caracterizadas a nivel fenotipico y molecular en nuestro laboratorio
(Viola y col., 2016; Ferrero y col., 2019; Camoirano y col., 2020; Alem y col., 2022).
Estudios fenotipicos: Para los estudios de longitud de la raiz principal, semillas de los
genotipos en estudio fueron sembradas en placas de cultivo cuadradas (12 cm de lado) con
medio de cultivo Murashige y Skoog basal suplementado con vitaminas (M519) (MS) de
PhytoTechnology Laboratories 0.5X agarizado al 1%. Las placas fueron incubadas en
orientacion vertical a 22°C bajo fotoperiodo de dia largo, 16 h de luz blanca (90 umol m2 s/
8 h de oscuridad, durante 48 hs y luego fueron transferidas a placas de cultivo conteniendo
medio MS 1X 0,8% agar-agar adicionado con ABA 0; 15 y 30 uM. Luego de 7 dias de
crecimiento, las placas fueron fotografiadas y se procedio a realizar la medicion de la longitud
de la raiz principal (desde la parte inferior de la semilla hasta la punta de la raiz principal). En
cada experimento se analizaron 15 plantulas por genotipo y se realizaron 3 réplicas bioldgicas.
Para evaluar el porcentaje de establecimiento en presencia de ABA, 40 semillas de cada
genotipo se dispusieron en placas con medio MS 0,5X agar-agar 0,8%(p/v) suplementado con
ABA 0,2;0,5; y 1 uM. Las placas de cultivo se incubaron en condiciones de fotoperiodo de dia
largo (16 h de luz/8 h de oscuridad) y 22°C. Las plantulas fueron fotografiadas a distintos dias
luego de la germinacién utilizando una camara digital (Panasonic DMC-FZ35) y en las
imagenes obtenidas se analiz6 el nimero de semillas totales sembradas, nimero de plantulas
germinadas y numero de plantulas con cotiledones verdes y expandidos. Se considerdé como
plantulas establecidas aquellas que presentaban cotiledones verdes y expandidos.

Ensayos de actividad B-glucuronidasa por histoquimica: plantulas de 5 dias tratadas con
ABA 10 uM fueron transferidas a una solucién de citrato-HCL (pH 7), Triton X-100 0,1% y X-
gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-glucurénido) 2 mM, se sometieron a vacio entre 5-15 min
y se incubaron a 37°C en oscuridad durante 16 h. Luego, se las coloc6 etanol 70% para
decolorar los tejidos y se fotografiaron con camara LUMIX DMC-FZ35 (Panasonic) y Lupa
Leica MZ10F.
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Preparacion y analisis de ARN: La preparacion de ARN se realiz6 utilizando el reactivo
TRIzol seguido de precipitacién con LiCl. La retrotranscripcion (RT) se realizd con un cebador
oligo (dT) y la enzima MMLYV transcriptasa reversa (Promega) utilizando 1.5-2.0 uyg de ARN
total. La PCR en tiempo real (QPCR) se realizé en un aparato StepOne (Applied Biosystems)
usando los cebadores especificos enumerados en el ANEXO | y SYBR Green. La expresion
de los genes se calcul6 en relacién con ACTINA (ACT2y ACTS) utilizando el método AACt.
Los resultados presentados son de tres réplicas bioldgicas, cada una de las cuales consta de
un conjunto de 15 plantulas.

En todos los casos se utilizo el software GraphPad Prism 6 para analizar los datos y producir
los graficos. Se compararon todas las combinaciones de tratamientos y genotipos utilizando
ANOVA de dos vias seguido de la prueba post-hoc de Tukey para analizar si las diferencias
eran estadisticamente significativas. En todos los experimentos se emplearon semillas que
procedian de plantas que fueron cultivadas en las mismas condiciones y al mismo tiempo a
fin de evitar efectos artefactuales no relacionados con las diferencias genéticas entre las
distintas lineas. Cada experimento se repitié al menos 3 veces.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

En todos los genotipos analizados se observo una reduccién en el largo de la raiz principal
ante el tratamiento con la hormona ABA (Figura 1A). Observamos que las mutantes dobles
tcp14 tcp15 mostraron una mayor inhibicién en la capacidad de elongacién de la raiz principal
que las plantas salvajes, mientras que las plantas que sobreexpresan TCP15 fueron menos
sensibles a ABA que las plantas salvajes, lo que sugiere que estas proteinas participarian en
la respuesta a ABA. Dado que las mutantes simples en TCP14 y TCP15 no presentaron
diferencias significativas con las plantas salvajes (Figura 1A), TCP14 y TCP15 actuarian en
forma redundante en este proceso. Cuando se analizé la capacidad de establecimiento de los
genotipos en estudio en presencia de ABA observamos que, las mutantes tcp14 tcp15
presentan una menor sensibilidad a ABA que las plantas salvajes (Figura 1B). Estos estudios
sugieren que las proteinas TCP participarian en la respuesta a ABA.
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FIGURA 1. (A,B) Efecto de ABA exdgeno sobre la longitud de la raiz principal (A) y la capacidad de
establecimiento (B) de plantulas de los genotipos indicados. En A, las letras distintas indican diferencias
significativas. En B, el titulo de cada grafico indica la concentracién de ABA del tratamiento. Los puntos
indican el porcentaje de semillas establecidas con respecto al paso de los dias. Todos los experimentos

Federacién
4 Universitaria
delLicoral




Encuentro
de Jovenes
Investigadores

se repitieron 3 veces con resultados similares. WT, plantas salvajes; tcp14 tcp15, plantas tcp14-4 tcp15-
3.

Para obtener informacion sobre el efecto de ABA sobre la expresion de TCP15 se analizé el
patron de expresion de TCP15 usando fusiones al gen reportero gus (plantas
pTCP15::TCP15-GUS disponibles en nuestro laboratorio) frente al tratamiento con ABA. Se
observd una disminucion en actividad transcripcional de TCP15 (resultados no mostrados), lo
gue sugiere que la expresion de TCP15 seria inhibida por ABA.

A fin de estudiar los mecanismos moleculares involucrados en el accionar de las proteinas
TCP durante la respuesta a ABA se evalud el efecto del tratamiento con ABA sobre la
expresion de genes regulados por esta hormona. Observamos que la expresion de ABI5 se
encuentra significativamente aumentada en las plantulas mutantes dobles tcp14 tcp15 (Figura
2). A su vez, observamos que la expresion de los genes que codifican para factores de
transcripcién reguladores negativos de la respuesta a ABA AFP2 y RAV1 se encuentra
disminuida en la mutante ftcp14 tcp15, mientras que las plantas que sobreexpresan TCP15
muestran niveles aumentados de los transcriptos de estos genes (Figura 2). Esto hace pensar
qgue TCP15 regularia la senalizacion de ABA y que, dado que TCP15 actia como un activador
transcripcional, la expresién de estos genes podria estar regulada por TCP15 directamente.
En conclusion, los estudios presentados sugieren que las proteinas TCP patrticiparian como
reguladores negativos de la respuesta a ABA.
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Figura 2. Niveles relativos de transcriptos de los genes indicados, medidos por RT-gPCR, en plantulas
de 5 dias de los genotipos indicados. Las barras representan los datos obtenidos de tres réplicas
bioloégicas. Los asteriscos indican diferencias significativas con las plantas salvajes (WT). Los
experimentos se repitieron 3 veces con resultados similares.
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