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ADN
ADNc
ARN
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ATHB
CHX
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CPuORF
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EDTA
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Leu

LZ

Abreviaturas

promotor del gen 35S del virus del mosaico del coliflor
region 5 no codificante, del inglés 5° untranslated region
4cido abscisico

4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico

dcido desoxirribonucleico

ADN copia

4cido ribonucleico

ARN mensajero

Arabidopsis thaliana homeobox

cicloheximida

colaboradores

del inglés, Conserved Peptide upstream Open Reading Frame
region carboxilo terminal

densidad 6ptica

4cido etilen-diamino-tetra-acético

factores de transcripcién

4cido giberelico (giberelinas)

proteina de fluorescencia verde (del inglés, green fluorescence protein)
B-glucuronidasa

homeodominio

homeodominio asociado a un motivo cierre de leucinas
histidina

kiloDalton

kilovoltio

medio Luria Bertami

leucina

cierre de leucinas
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medio Murashige & Skoog
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pares de bases
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reaccién en cadena de la polimerasa
polietilenglicol

fluoruro de fenil metil sulfonilo
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dodecil sulfato de sodio

solucién Tris-acético-EDTA
solucién Tris-EDTA

del inglés transcription factors
N-Tris-(hidroximetil) aminoetano
triptéfano

del inglés upstream Open Reading Frame
luz ultravioleta

voltios

volumen en volumen

fuerza centrifuga relativa
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Resumen

Las plantas son organismos sésiles que necesitan adaptarse a los continuos cambios ambientales,
principalmente a las variaciones en las condiciones luminicas y en la disponibilidad de agua. La
integracion entre las sefiales ambientales y el desarrollo de las plantas estd regulada principalmente
a nivel transcripcional por los factores de transcripcién (FTs). Entre los FTs estudiados, los que
contienen un homeodominio (HD) constituyen un grupo relevante. El HD estd codificado por una
secuencia de ADN conservada de 180 pb, llamada caja homedtica, presente en FT's involucrados
en procesos de desarrollo en organismos eucariotas. Dentro de los FTs que contienen HD se
encuentra, entre otras, la familia HD-Zip, que es unica de plantas, y se caracteriza por la
combinacién singular de un HD asociado a un cierre de leucinas (LZ), que actda como un dominio
de dimerizacién, un requisito para la unién al ADN. Los FTs del tipo HD-Zip fueron clasificados
en cuatro subfamilias (I a IV), y los miembros de la subfamilia I estudiados participan de respuestas
al estrés abidtico. Los FT's HD-Zip I presentan patrones de expresién similares y unen la misma
secuencia blanco de ADN; sin embargo, el estudio con plantas mutantes o sobre-expresantes indic6
que participan en diferentes vias de transduccién de senales. Recientemente, un andlisis
bioinformitico revelé que existen motivos conservados por fuera del dominio HD-Zip, algunos de
los cuales son semejantes a los motivos de transactivacién conocidos como AHAs (péptidos
pequenos y esenciales que exhiben un patrén caracteristico de residuos aromdticos e hidrofébicos
embebidos en un contexto dcido). En base a estos conocimientos previos, nos planteamos
corroborar o refutar la hipétesis de que los motivos conservados externos al HD-Zip en los
miembros de la subfamilia I eran los responsables de la diversidad funcional.

Con este objetivo, elegimos cuatro miembros de la familia HD-Zip I de Arabidopsis (AtHBI,
AtHB7, AtHB12 y AtHB13), pertenecientes a diferentes clados, para estudiar sus regiones carboxilo
terminales con mayor profundidad. Realizamos construcciones genéticas para transformar levaduras
o plantas, que expresan estos FTs y diferentes versiones mutantes como fusiones al dominio de
unién a ADN de GAL4. En primer lugar, pudimos ver que estos FT's exhiben la capacidad de
activar la transcripcién tanto en plantas como en levaduras, pero con diferentes grados. El segmento

proteico necesario para tal capacidad fue diferente entre estos cuatro FTs, asi como también el papel
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de los residuos triptéfanos que poseen. Cuando evaluamos la interaccién con componentes de la
magquinaria transcripcional basal mediante ensayos de doble hibrido en levaduras y ensayos de pu//-
down, AtHB1 fue capaz de interaccionar con TBP, AtHBI12 interaccioné con TFIIB, ActHB7
interacciond tanto con TBP como con TFIIB, mientras que AtHB13 mostré una interaccién débil
con ambos. La transformacién transitoria de pldntulas de Arabidopsis confirmé la capacidad y la
especificidad de activacién de estos motivos AHA presentes en los HD-Zip I, y mostré algunas
diferencias con los resultados obtenidos en levaduras.

En segundo término nos preguntamos cudl era la funcién de A#HBI y decidimos hacer un
estudio detallado de este miembro de la familia. En estudios previos se habia informado que este
FT era un activador transcripcional y que su sobre-expresién en plantas de tabaco generaba un
fenotipo de-etilolado constitutivo. Fuera de este conocimiento no se contaba con informacién
adicional. En primer lugar, aislamos la regién promotora de este gen y obtuvimos plantas
transgénicas en las que esta regién promotora estaba fusionada a un gen reportero. El andlisis de
estas plantas indic6 que A#HBI se expresa principalmente en los hipocotilos y las raices, y su
expresién se induce en pldntulas crecidas en un régimen de dia corto. Ademds, obtuvimos plantas
homocigotas mutantes knock-down y sobre-expresantes de A#HBI. Las primeras presentaron
hipocotilos mds cortos y las segundas, mds largos que sus pares salvajes, especialmente en
condiciones de dia corto. Dado que la bibliografia indicaba que AtHB1 podia ser un blanco de
Phytochrome-Interacting Factor 1 (PIFI), evaluamos los niveles de transcripto de A#HB1 en pléntulas
mutantes en este gen. Estos niveles fueron mds bajos que en las plantas de genotipo salvaje en
hipocotilos, sugiriendo que PIF1 estaria regulando a AtHB1 y este tltimo modulando la elongacién
de los hipocotilos. Para corroborar estas hipétesis, se hicieron co-transformaciones en hojas de
tabaco. La actividad GUS en hojas de tabaco co-transformadas con las construcciones
PromAtHBI1::GUS y 358::PIFI mostré que PIF1 regula positivamente a A#/{B1. La medicién del
largo de los hipocotilos en pldntulas crecidas en condiciones de dia corto o dia largo de los genotipos
mutantes athb 1, pifl, athbl/pifl y sobre-expresantes de PIFI o AtHBI en un fondo genético salvaje,
athbl o pifl, nos permitié corroborar que AtHB1 es un componente que acttia corriente abajo de
PIF1. Finalmente, realizamos un andlisis transcriptémico comparativo entre mutantes athbl y
controles salvajes, el cual revelé que AtHB1 regula varios genes involucrados en la composicién y

la elongacién de la pared celular.
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Con el objeto de adquirir un mejor conocimiento en los mecanismos que regulan la expresién
de ArHBI, analizamos el efecto que tiene su regién 5' no codificante (5'UTR, por sus siglas en
inglés) en pldntulas de Arabidopsis. La regién 5'UTR de este gen contiene un uORF (del inglés,
upstream Open Reading Frame) conservado, que para otros genes habia sido implicado en la
regulacién de la expresién. Para ello, generamos una construccién con la regién promotora de este
gen fusionada a un gen reportero en la que se eliminé el 5'UTR que contiene un uORF. El anilisis
histoquimico y fluorométrico de las plantas de Arabidopsis transformadas indicé que la expresién
tanto a nivel transcripcional como traduccional es més alta en las plantas transformadas con la
construccién en la que se eliminé el 5’UTR. Ademds, el tratamiento de pldntulas con etileno
exdgeno revelé que el 5'UTR inhibe la traduccién de los transcriptos de AtHBI inducida por la
hormona. La expresién ectdpica y constitutiva de este FT generd insensibilidad al etileno en las
plantas crecidas en luz. Finalmente, los niveles de transcripto de A#HBI no se vieron modificados
en las plantas mutantes upfl y upf3, proteinas involucradas en el mecanismo del decaimiento
mediado por ARNm sin sentido (NMD). A su vez, no se detectaron diferencias en la expresién del
reportero entre las pldntulas PromAtHB1::GUS 'y PromAtHBI1-5'UTR::GUS cuando se las trat6 con
cicloheximida, un inhibidor de la traduccién que bloquea el NMD. Estos dltimos resultados
sugirieron que el 5'UTR regula la expresién de A#//BI mediante un mecanismo independiente al
NMD.

En base a lo expuesto, pudimos concluir que la capacidad de activacién diferencial de AcHBI,
AtHB7, AtHB12 y AtHB13 brinda un importante nivel de divergencia funcional a estas proteinas.
Ademds, junto con su patrén de expresion, estas diferencias podrian explicar, al menos en parte, su
divergencia funcional. Por otro lado, AtHB1 actuaria corriente abajo de PIF1 para regular la
expresion de proteinas relacionadas al crecimiento, promoviendo de esta forma la elongacién celular
en el hipocotilo, especialmente en respuesta a condiciones de crecimiento de dia corto. Finalmente,
el 5'UTR regula negativamente la expresién de AzHBI e inhibe la induccién traduccional mediada
por el etileno de este FT, el cual cumple un papel negativo en el crecimiento del hipocotilo

promovido por esta fitohormona en luz.
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Abstract

Plants are sessile organisms that need to adapt themselves to continuous environmental
changes, especially to the fluctuations in water availability and illumination conditions. The
integration of such signals with plant development is finely regulated at the transcriptional level by
transcription factors (TFs). Among plant TFs, there is a family which members have a
homeodomain (HD) encoded by a 180 bp conserved DNA sequence, the homeobox. One of the
HD subfamilies, the HD-Zip is unique to plants. Its members exhibit a singular combination of a
HD associated to a leucine zipper (LZ), acting as a dimerization domain as a pre-requisite for DNA
binding. HD-Zip proteins have been classified into four subfamilies (named I to IV), and subfamily
I members have been mainly associated to abiotic stress responses. The expression pattern of these
TFs are similar and all they bind the same DNA target sequence. However; the studies performed
with mutant and overexpressors indicated that they take part in different signal transduction
pathways. A recent bioinformatic analysis has revealed the existence of conserved motifs outside the
HD-Zip domain, including putative transactivation AHA motifs. Based on these observations, we
planned to corroborate whether these conserved motifs outside the HD-Zip domain are responsible
for the functional diversity.

For this purpose, we chose four Arabidopsis HD-Zip I members (AtHB1, ActHB7, ActHB12
and AtHB13), belonging to different clades, to deeply study their carboxy-terminal regions.
Genetic constructs were prepared in which the coding regions of each of the four proteins and
mutated versions were fused to the GAL4-binding domain. Yeast and seedlings were transformed
with these constructs. The results showed that these TFs exhibited activation activity in yeast and
in plants but at different degrees. On the other hand, the protein segment necessary for such
activation was different for these four TFs as well as the role of the tryptophans present in the
putative AHAs. When the interaction with components of the basal transcription machinery was
tested by yeast two-hybrid or pull-down assays, AtHB1 was able to interact with TBP, ActHB12
interacted with TFIIB, AtHB7 interacted with both, TBP and TFIIB while AtHB13 showed weak

interactions with any of them. Transient transformation of Arabidopsis seedlings confirmed the

18



activation capacity and specificity of these HD-Zip I AHA motifs and showed some differences
with the results obtained in yeast.

Aiming at unraveling A#HB1 function, previously described as a transcriptional activator, we
isolated its promoter region. This promoter region has been fused to the GFP-GUS reporter genes
and used to transform Arabidopsis plants which were analyzed by histochemistry. GUS
histochemical analyses indicated that A#HBI is mainly expressed in hypocotyls and roots, and up-
regulated in seedlings grown under a short-day photoperiod regime. Homozygous AtHBI knock-
down mutants and overexpressors were obtained showing shorter and longer hypocotyls than WT,
respectively, especially in short-day conditions. A#HBI transcript levels were evaluated in
Phytochrome-Interacting Factor 1 (PIFI) mutants suggesting that this gene is regulating AtHBI
expression in hypocotyls. Moreover, GUS activity in tobacco leaves co-transformed with
PromAtHBI1::GUS and 35S::PIF1 showed that PIF1 positively regulates A#HBI expression.
Hypocotyls length measurement in seedlings grown in short- or long-day conditions of athb 1, pifl,
double athb1/pif]l mutants and PIFI or AtHBI overexpressors in WT, athb1 or pif] backgrounds,
allowed us to determine that AtHB1 is a PIF1 downstream component, regulated in order to
promote hypocotyl elongation. Finally, a comparative transcriptome analysis performed with ahb1
mutants revealed that AtHB1 regulates several genes involved in cell wall composition and
elongation.

The 5' untranslated region (5'UTR) of A#HBI exhibits a conserved uORF encoding a CPuORF
of unknown function. To gain further insights into the mechanisms that regulate AtHBI
expression, the promoter region lacking its 5'-leader sequence was fused to the GFP-GUS reporter
genes and used to transform Arabidopsis plants. Analyses of these plants compared with those in
which the construct contained the untranslated region indicated that AtHBI expression is up-
regulated in PromAtHBI-5"UTR::GUS seedlings, both at a transcriptional and translational level.
Furthermore, when the seedlings were treated with exogenous ethylene, the 5'UTR inhibited
AtHBI hormone-induced expression. AtHBI overexpressors were less sensitive to ethylene when
the seedlings grow in light, compared with the WT control. Finally, A#HBI transcript levels were
almost unaltered in mutants of the nonsense-mediated decay (NMD) factors UPF3 and UPF1.

Moreover, no differences in GUS transcripts upon treatment with cycloheximide were detected.
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Since cycloheximide inhibits translation and blocks NMD, the results indicated that the 5'UTR
regulation of A#HBI occurs via a NMD-independent mechanism.

We can conclude that the differential activation ability of AcHB1, AtHB7, ActHB12 and
AtHB13 significantly contributes to the functional divergence presented by these proteins, and
together with their expression patterns, these differences could explain, at least in part, such
functional divergence. On the other hand, AtHB1 would act downstream of PIF1 to regulate
growth-related proteins expression, thus promoting hypocotyl cell elongation, especially in
response to short-day photoperiods. Finally, the 5’UTR negatively regulates Az//BI expression and
inhibits ethylene-translation induction of this TF, which in place would be playing a negative role

in ethylene-promoted hypocotyl growth in light.
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Introduccién

Los organismos vivos se encuentran expuestos a condiciones ambientales adversas que fluctiian
constantemente. La mayoria de los animales, al percibir estos entornos desfavorables, tienen la
posibilidad de desplazarse hacia ambientes que presenten mejores posibilidades de supervivencia.
Las plantas requieren para su supervivencia disponibilidad de agua, aire y luz, ademds de algunos
minerales. Los minerales y el agua los incorporan del suelo utilizando su complejo sistema radicular.
Al ser organismos sésiles que no evolucionaron el movimiento como medio de escape,
probablemente debido a que la energia la obtienen de la ubicua luz solar, han desarrollado otras
estrategias para afrontar situaciones hostiles (Hiltbrunner y col., 2007). Como parte de estas
estrategias, las plantas tienen una enorme variedad de mecanismos para percibir las sefales
medioambientales junto con un extraordinario grado de plasticidad que les permite modular su
crecimiento y desarrollo en respuesta a estas sefiales externas.

De todas las senales externas a las que se enfrentan las plantas, la luz y la disponibilidad de agua

se consideran las mds importantes.

1. La luz en el desarrollo vegetal

La luz acttia no s6lo como una fuente primaria de energia a través de la fotosintesis, sino como
una sefial que afecta el desarrollo de las plantas. A lo largo de la evolucidn, las diferentes especies
vegetales desarrollaron complejos métodos para percibir mdltiples pardmetros de la luz, como la
calidad, intensidad, direccién y duracién de la misma, pudiendo interpretar estas senales para
producir la respuesta fisioldgica apropiada (Maller y col., 2002; Montgomery y Lagarias, 2002).
Para poder percibir el ambiente luminico en el que se encuentran, las plantas poseen una serie de
proteinas fotorreceptoras, que se caracterizan por la longitud de onda que pueden distinguir. Por
ejemplo, la luz roja/roja lejana (600 — 750 nm) es percibida por los fitocromos, la luz azul/UVA
(320 — 500 nm) por los criptocromos y las fototropinas, y la luz UVB (282 — 320 nm) por UVR8
(del inglés, UV Resistant Locus 8; Briggs y Huala, 1999; Smith, 2000; Briggs y Christie, 2002;
Rizzini y col., 2011). Los eventos del desarrollo de las plantas que involucran la luz incluyen la

germinacién, la fotomorfogénesis, el fototropismo, el gravitropismo, el movimiento de los
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cloroplastos, la evasion al sombreado, el ritmo circadiano y la induccién de la floracién (Jiao y col.,
2007).

La transduccién de sefiales inducida por la luz comienza con la percepcién de las diferentes
longitudes de onda por estos fotorreceptores especializados. Tras su activacién, promueven la
regulacién de la expresién de aproximadamente 2500 genes en Arabidopsis thaliana, lo que les
permite a las plantas responder a nivel fisiolégico a estos cambios en la iluminacién (Gyula y col.,

2003).

2. Las plantas y la disponibilidad de agua

Podria decirse que el agua es el constituyente mds importante de todos los seres vivos. En las
plantas representa entre el 80 y el 95 % del peso himedo de la mayoria de las especies herbaceas.
Por ejemplo, los vegetales comunes como las zanahorias y las lechugas contienen entre un 85 % y
un 95 % de agua (Taiz y Zeiger, 2002). El agua es un solvente con propiedades biofisicas tnicas,
tales como la vaporizacién a altas temperaturas, una constante eléctrica y una tensién superficial
con valores elevados. Estas caracteristicas permiten que el agua se mantenga en estado liquido en
un amplio rango de temperaturas, particularmente en las que los seres vivos son viables, y que pueda
disolver una gran cantidad de iones, minerales y otras moléculas. Ademds de ser un solvente, el agua
actia como un reactivo en varias reacciones bioquimicas criticas dentro de la célula, incluyendo ser
el dador de electrones en la fotosintesis. Ademds, es un componente clave para mantener la turgencia
celular (Kramer y Boyer, 1995).

Dado que el agua es el recurso esencial para las plantas, éstas han desarrollado un sistema
complejo de captacién y distribucién de la misma, y continuamente la absorben y la pierden. Las
plantas terrestres absorben una gran cantidad a través de sus raices, pero sélo el 1 % es retenida
mientras que el resto se pierde por transpiracién. Esta ineficiencia en el uso del agua es un efecto
colateral inevitable de la fotosintesis (Lambers y col., 2008).

La percepcién del estrés causado por la falta de agua y la transduccién de la sehal para que
comiencen las respuestas adaptativas son pasos fundamentales en la tolerancia de la planta al estrés
hidrico. Como resultado, entre los distintos genotipos y para un mismo genotipo en diferentes
estadios presentan diferencias en su tolerancia al estrés y éstas podrian deberse a los diversos

mecanismos de percepcién y transduccién de senales (Chinnusamy y col., 2004). Dado que las
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respuestas son controladas principalmente a nivel transcripcional, los esfuerzos por comprenderlas
se centraron en estudios moleculares. En este sentido, en estas respuestas estin involucrados genes
variados con funciones en la sefializacién y la regulacién que alteran su expresion cuando las plantas

se encuentran en condiciones de escasez de agua (Bray, 2004).

3. La regulacién de la expresién génica

Al igual que otros organismos pluricelulares, las plantas al percibir determinadas sehales
producen una cascada de fosforilaciones de diversas proteinas que amplifican esas sefiales iniciales y
culminan en una respuesta global (Xiong y col., 2002). Esta respuesta es generada por la activacion
de proteinas reguladoras previamente inactivas, que inducen la transcripcion de genes de respuesta,
modificando de esta forma el transcriptoma, o por la traduccién preferencial de ARN mensajeros
(ARNm) preexistentes. En conjunto esto lleva a que, transcurrido un determinado tiempo, las
plantas puedan modificar su patrén de desarrollo a través de eventos fisiolégicos, bioquimicos y
moleculares, para adaptarse a las condiciones a las que se ven sometidas (Cheong y col., 2002; Aarts
y Fiers, 2003).

Si bien la regulacién de los genes de respuesta al estrés ocurre principalmente a nivel
transcripcional, existen también otros niveles de regulacién. Algunos ejemplos son el procesamiento
del ARNm, su transporte al citoplasma, su traduccién y los cambios post-traduccionales que pueden
sufrir las proteinas codificadas (Taiz y Zeiger, 2002). La regulacién transcripcional requiere de
elementos en c¢is, que son secuencias cortas presentes en las regiones reguladoras de los genes blanco
y de elementos en #rans, que son proteinas reguladoras codificadas en otra regién del genoma. Estas
moléculas, que reconocen especificamente los elementos en c¢zs, se unen a ellos y regulan la expresion

de un determinado gen, son conocidas como factores de transcripcién (figura I-1; Taiz y Zeiger,

2002; Riechmann, 20006).
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Figura I-1. Esquema de la red de regulacién transcripcional

Las cajas coloreadas rectangulares A, B y C representan los elementos que acttian en cis, y las cajas coloreadas elipticas
A, By C, los factores de transcripcién que las reconocen. La P significa fosforilacién. Las flechas indican induccién
mientras que las lineas cortadas perpendiculares, represién. Adaptado de Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2005.

4. Los factores de transcripcién

Los factores de transcripcién (FTs) son numerosas proteinas modulares de diferentes clases
(Riechmann, 2006), que activan o reprimen genes especificos al reconocer y unir en ellos los
elementos en cis de las regiones reguladoras. De esta forma, pueden modificar el transcriptoma de
la planta, dirigiendo eventos fisiolégicos complejos tales como el crecimiento o la diferenciacién
de érganos.

Los FT's poseen un dominio conservado de reconocimiento del ADN. Ademds, otros residuos
del FT incrementan la fuerza de unién del mismo al entrar en contacto con el ADN en forma no
especifica a través de la interaccién con fosfatos o desoxirribosas. Ademds del dominio de unién, los
FTs presentan un dominio de transactivacién que les permite establecer interacciones del tipo
proteina - proteina (Bornberg-Bauera y col., 2005). Estos dominios han sido mucho menos

estudiados que los de unién a ADN.
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Varios tipos de FTs de plantas son capaces de formar homo o hetero-oligémeros, lo que
diversifica la especificidad de unién al ADN, la afinidad por los elementos de un promotor y en la
localizacién nuclear (Liu y col., 1999). A su vez, se demostré que multiples FT's presentan diversos
motivos de fosforilacién, sumoilacién o ubiquitilacién (Singh y col., 2002; Miura y Hasegawa,
2010), y estas modificaciones post-traduccionales pueden alterar la actividad de estas proteinas. Por
ejemplo, se demostré que la sumoilacién de ICEL, un FT de tipo MYC, activa y/o estabiliza la
proteina, facilitando la induccién de CBF3/DREBIA y la represién de MYBI5, lo que conduce a
las plantas a tolerar bajas temperaturas (Miura y col., 2007).

Los FT's son especialmente abundantes en plantas, representando aproximadamente el 6 % de
los genomas de Arabidopsis y arroz (Riechmann y col., 2000; Xiong y col., 2005; Mitsuda y Ohme-
Takagi, 2009). Se han caracterizado una gran variedad de dominios de unién a ADN que, junto a
la presencia de otros dominios conservados y a diferentes caracteristicas estructurales, permiten
clasificar los FT's de plantas en familias y subfamilias (Riechmann, 2002), como se muestra en la

figura I-2.
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Figura I-2. Familias de factores de transcripcién en Arabidopsis thaliana

Las familias estdn representadas en circulos, de tamafio proporcional al nimero de miembros de cada una. En
rectdngulos se indican los dominios que se repiten en las diferentes familias, en forma proporcional al tamano del
mismo. La asociacién entre los distintos dominios se encuentra marcada por una linea de puntos. Los dominios de
unién a ADN se encuentran coloreados, los demds con lineas negras. Adaptado de Riechmann, 2002.

5. Los factores de transcripcién Phytochrome-Interacting Factors de tipo bHLH

Luego de la germinacidn, la plantula continta su desarrollo en luz o en oscuridad, siguiendo los
procesos llamados fotomorfogénesis (o de-etiolacién) y escotomorfogénesis (o etiolacién),
respectivamente (figura I-3). En un ambiente natural, el cambio entre el desarrollo de etiolacién o
de-etiolacién le permite a la pldntula emerger a través del suelo, alcanzar la luz, y modificar su patrén
de desarrollo a uno éptimo para realizar fotosintesis (Fankhauser y Chory, 1997). Estos procesos
mediados por la luz son regulados por proteinas fotorreceptoras, como los fitocromos (phy, del
inglés phytochromes), que absorben luz roja o roja lejana. En Arabidopsis, existen cinco genes PHY
(denominados A a E), los cuales codifican proteinas de 125 kDa que dimerizan entre si. Estas
proteinas absorben la luz y cambian su conformacién tridimensional, gracias a la presencia en cada

mondmero del croméforo llamado fitocromobilina. Los phys se sintetizan en su forma inactiva Pr



(que al ojo humano es azul), la cual se convierte a la forma bioldgicamente activa Pfr (verde-azul)
por absorcién de luz roja (660 nm). La forma Pfr puede volver a convertirse al estado Pr por accién
de la luz roja lejana (720 nm) o de la oscuridad. Esta cualidad, llamada foto-reversibilidad, es la mds
distintiva de los fitocromos (Smith, 2000). Estas propiedades le permiten a los phy percibir los
cambios luminicos del ambiente y regular de esta forma la fotomorfogénesis (Franklin y Quail,

2010).

Oscuridad

Gancho apical
®— Cotiledén

@ Cotiledon
Hipocotilo——|  De-etiolacion ¥ | —Hipocotilo
_— B

-~

Escotomorfogénesis Fotomorfogénesis

Figura I-3. Proceso de fotomorfogénesis

Pléntulas de Arabidopsis thaliana crecidas en oscuridad (panel izquierdo) y en luz (panel derecho), que muestran las
diferencias  fenotipicas de la  escotomorfogénesis 'y la  fotomorfogénesis.  Adaptado  de
http://www.plasticgenome.org/about/.

Una de las vias de sefializacién de los fitocromos se inicia con la interaccién directa de su forma
biolégicamente activa con un grupo de la superfamilia de factores de transcripcién del tipo basic
helix-loop-helix (BHLH); los miembros de este subgrupo se llaman Phytochrome-Interacting Factors
(PIFs). El primer miembro identificado de la familia PIF fue PIF3, aislado a partir de un ensayo de
doble hibrido en levaduras utilizando como carnada el dominio carboxilo terminal de phyB (Ni y
col., 1998). Posteriormente, se demostré que PIF3 también es capaz de interaccionar con el extremo
carboxilo terminal de phyA y que interacciona selectivamente con la forma biolégicamente activa
Pfr, tanto de phyA como de phyB (Ni, y col., 1999; Zhu y col., 2000; Shimizu-Sato y col., 2002).
Es mds, PIF3 mostré mayor afinidad por la forma Pfr del dominio amino terminal que del dominio
carboxilo terminal no fotoactivo de phyB (Ni, y col., 1999; Zhu y col., 2000).

El segundo miembro identificado de esta familia, PIF4, fue aislado gracias a la convergencia de

ensayos genéticos y de genética reversa (Huq y Quail, 2002). El andlisis de las secuencias de los
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genomas de diversos organismos permitié identificar por homologfa varias proteinas PIFs; éstas
fueron PIF1, PIF5 y PIF6 (Huq y col., 2004; Khanna y col., 2004). Debido a la similitud de
secuencia con PIF3, estos factores fueron llamados inicialmente PIF3-like factors (PILs); por
ejemplo, a PIF1, PIF5 y PIF6 también se los conoce como PIL5, PIL6 y PIL2, respectivamente
(Yamashino y col., 2003). Hasta ahora, todos los PIFs identificados son miembros de la subfamilia
15 de FT's bHLH en Arabidopsis thaliana (Toledo-Ortiz y col., 2003; Duek y Fankhauser, 2005).
Es de hacer notar que no todos los bHLH en la subfamilia 15 interaccionan con los fitocromos vy,
por lo tanto, no son PIFs (Castillon y col., 2007).

Las proteinas PIFs poseen un dominio bHLH que consiste en dos regiones. Una es una regién
basica de aproximadamente 15 aminodcidos responsable de la unién al ADN (Castillon y col.,
2007). La mayoria de los bHLH reconocen el elemento en cis llamado E-box (5-CANNTG-3’), y
los PIFs se unen especificamente al subtipo de E-box llamado G-box (5-CACGTG-3’), actuando
posteriormente como activadores o represores de la transcripcién (Martinez-Garcia y col., 2000;
Hugq y Quail, 2002; Huq y col., 2004). El segundo motivo conservado es una regién HLH de
aproximadamente 60 aminodcidos responsable de la dimerizacién, lo que les permite formar homo-
o heterodimeros (Castillon y col., 2007). Algunos PIFs pueden formar heterodimeros como por
ejemplo, PIF3 que puede homodimerizar, pero también puede formar heterodimeros con PIF4;
ambos dimeros (homo y hetero) reconocen secuencias G-box (Toledo-Ortiz y col., 2003). A su vez,
los PIFs pueden heterodimerizar con proteinas de otras familias. Por ejemplo, PIF4 heterodimeriza
con BRZ1, un FT involucrado en la senalizacién de brasinosteroides, para permitir la co-regulacién
del crecimiento de la planta por sefiales ambientales y de fitohormonas esteroides (Oh y col., 2012).
Finalmente, como se muestra en la figura I-4, PIF1, PIF3, PIF4, PIF5, PIF6 y PIF7 contienen un
dominio de interaccién con el fitocromo phyB en la regién amino terminal, denominado APB (del
inglés, active phyB binding; Khannay col., 2004). Ademds de interaccionar con phyB, PIF1 y PIF3
también pueden unirse a phyA en su forma Pfr a través de un dominio menos conservado conocido
como APA (del inglés, active phyA binding; Niy col., 1999; Shimizu-Sato y col., 2002; Huq y col.,
2004).
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Funcion

Filogenia Molecular Sinénimos Codigo AGI Estructura de los Interaccién en la sefia-
dominios con lizacién de
[Key: APAm APBEm  bHLH | phyA/phyB  phy
HFR1 RSF1 REP1 bHLH0261 AT1G02340 — — - +
bHLH127 bHLH127 AT4G28815 ddss - — — ND ND
bHLH23 bHLH23 AT4G28790 - — —
bHLH119 bHLH119 AT4g28811 - ND ND
bHLHS6 bHLHS6 AT4g28800 - ND ND
PIF1 PILS, bHLH15 AT2G20180 — AB +
PIF3 bHLH8 AT1G09530 - AB +
PIF4 bHLH9 AT2G43010 -_— B +
PIF5 PIL6, bHLH65 AT3G59060 — B +
PIF6 PIL2, bHLH132 AT3G62090 - B —
_': PIL1 bHLH124 AT2G46970 — — +
PIF8 bHLH16 AT4G00050 — B* ND
E PIF7 bHLH72 AT5G61270 - B +
SPT bHLH24 AT4G36930 — —
ALC bHLH73 AT5G67110 — — ND -

TAENDS in Plant Science

Figura I-4. Los factores de transcripcién Phytochrome-Interacting Factors de tipo bBHLH

Subfamilia 15 de la familia bHLH de Arabidopsis. Se muestra la filogenia, la nomenclatura, la estructura de sus
dominios, la interaccién con los fitocromos y la funcionalidad iz vive de las proteinas PIFs. La interaccidn especifica
con la forma Pfr de phyA y/o phyB se indica como A y/o B, y la carencia de interaccién mediante (-). El asterisco
indica que existe evidencia de la unién entre PIF8 y phyB. La evidencia de funcionalidad en la via de sefalizacién
de los fitocromos se indica como (+), y la falta de tal evidencia como (-). ND denota no determinado. Adaptado de
Leivar y Quail, 2011.

Luego de la activacién por luz, la acumulacién de los phys en el nicleo contrarresta el papel
negativo de la mayoria de las proteinas PIFs a través de tres vias diferentes. Por un lado, los phys
promueven la fosforilacién, ubiquitilacién y degradacién de las PIFs (PIF1, PIF3, PIF4 y PIF5) a
través del proteosoma 26S (Park y col., 2004; Shen y col., 2005; Al-Sady y col., 2006; Oh y col.,
2006; Lorrain y col., 2008; Nozue y col., 2007). Por otro lado, los phys pueden interaccionar con
PIF1, PIF3 y PIF7 e inhibir su capacidad de reconocer y unir las secuencias de ADN en las regiones
promotoras de sus genes blanco (Matsushita y col., 2003; Oka y col., 2004; Liy col., 2012; Park y
col., 2012). Por ultimo, los phys inhiben indirectamente la capacidad de unir el ADN de las
proteinas PIFs mediante la estabilizacién de otras proteinas, tales como HFR1 y DELLAs, que son
reguladores transcripcionales responsables de la represién de las respuestas de GA (giberelinas; de
Lucas y col., 2008; Feng y col., 2008; Hornitschek y col., 2009). De esta forma, los fitocromos
liberan la represién de la fotromorfogénesis impuesta por las PIFs. Mientras que tanto phyA como
phyB dominan la degradacién rdpida inducida por luz de las PIFs (Bauer y col., 2004; Al-Sady y
col., 2006; Shen y col., 2007; Shen y col., 2008), s6lo phyB parece tener una prominente funcién

en condiciones luminicas prolongadas (Leivar y col., 2012a; Soy y col., 2012). No es claro qué
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quinasa es responsable de la fosforilacién de las PIFs; aunque se sugirié que PIF1 es fosforilada por
CK2 y posiblemente otras quinasas atin no identificadas (Bu y col., 2011).

La evidencia experimental con la que se cuenta hasta la fecha ha permitido establecer que PIF1,
PIF3, PIF4, PIF5 y PIF7 actGan con distintos grados de redundancia para reprimir la
fotomorfogénesis de la plidntula impuesta por los fitocromos durante la de-etiolacién, en
condiciones de crecimiento diurno, y en respuesta al sombreado. En pldntulas etioladas, la
cuddruple mutante pifl/pif3/pif4/pif>5 (o pifq) muestra un fenotipo parcial de fotomorfogénesis
constitutiva (Leivar y col., 2008b). Es decir, estas plantas mutantes se asemejan a las pldntulas
salvajes crecidas en luz, incluyendo hipocotilos cortos y agravitrépicos, y cotiledones expandidos
que contienen cloroplastos desarrollados (Leivar y col., 2009; Shin y col., 2009; Kim y col., 2011).
Esta observacién establecié que estos PIFs tienen la capacidad intrinseca de promover la
escotomorfogénesis mediante la represién de la foromorfogénesis en ausencia de la fotoactivacion
de los fitocromos. Ademds, esto sugiere que en la remocién de estos PIFs (por degradacién inducida
por fitocromos o genéticamente en pifg) subyace la respuesta de de-etiolacién de las plintulas
(Leivar y Monte, 2014). Apoyando esta hipétesis, el fenotipo hiposensible a la luz roja de phyB se
encuentra suprimido en la mutante doble phyB/pifg (Leivar y col., 2012a). Cabe destacar que,
mientras las mutantes simples pifl, pif3, pif4 y pif> presentan un fenotipo menor o directamente
ausente de fotomorfogénesis constitutiva en oscuridad, se pueden observar efectos aditivos, y hasta
sinérgicos, en mutantes combinadas de mayor orden que culminan en el prominente fenotipo de la
mutante pifq (Leivar y col., 2008b; Shin y col., 2009; Stephenson y col., 2009; Leivar y col., 2012b).

De toda la informacién existente en la bibliografia se ha propuesto un modelo de accién de las
PIFs (figura I-5): en oscuridad, PIF1, PIF3, PIF4 y PIF5 se acumulan y colectivamente promueven
el crecimiento etiolado de las pldntulas, actuando de manera parcialmente redundante; mientras
que después de la exposicion a la luz, los fitocromos foto-activados revierten esta actividad de los
PIFs mediante su fosforilacién, reduciendo de su capacidad de unir ADN y provocando la
degradacién proteolitica por parte del proteosoma 26S. De esta forma, se inicia el proceso de de-

etiolacién (Castillon y col., 2007).
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Figura I-5. Esquema de la funcién de PIFs en la via de sefializacién de los fitocromos

En oscuridad, las proteinas PIFs se encuentran en el nicleo y promueven la escotomorfogénesis a través de la
regulacién de la expresién génica de diversos genes de respuesta. En luz, los fitocromos activados son importados al
nucleo, donde impiden la actividad de PIFs, mediante su fosforilacién, reduccién de su capacidad de unir ADN y
degradacién proteolitica. Esto lleva a que las plantas comiencen el proceso de fotomorfogénesis. Adaptado de
Castillon y col., 2007.

6. Funciones biolégicas de Phytochrome-Interacting Factor 1

Aunque las proteinas PIFs presentan una elevada conservacién en su secuencia y en la estructura
de sus motivos, cada una de las mutantes simples pif muestra un fenotipo morfolégico tnico en
respuesta a la luz, aunque alguno de estos fenotipos son compartidos (Castillon y col., 2007). Esto
sugiere que, como es el caso de otras familias génicas, los distintos miembros poseen funciones
biolégicas superpuestas y también distintas, actuando en algunos procesos con cierto grado de
redundancia (Huq y Quail, 2002; Kim y col., 2003; Fujimori y col., 2004; Huq y col., 2004;
Monte y col., 2004; Oh y col., 2004). PIF1 participa de una variedad de procesos biolégicos entre
los que se pueden citar la inhibicién de la elongacién del hipocotilo en condiciones alternantes de
luz roja lejana y oscuridad, el gravitropismo negativo del hipocotilo en oscuridad, la acumulacién

de clorofila en luz y la acumulacién de carotenoides en oscuridad (Huq y col., 2004; Oh y col.,

2004; Toledo-Ortiz y col., 2010).
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Ademds, PIF1 (o PIL5) es un nodo molecular que conecta la percepcion de la luz con las vias
hormonales que regulan la germinacién de la semilla (figura I-6). La luz, especificamente la roja, es
un factor externo crucial que detectan los fitocromos e induce la germinacién (Shinomura y col.,
1994). Por otro lado, las fitohormonas GA y ABA (4cido abscisico) son sefales internas que
cumplen papeles importantes, pero antagénicos, en la germinacién; GA la promueve, mientras que
ABA la reprime (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). En oscuridad, PIF1 induce en forma
directa dos genes DELLA, GA-INSENSITIVE (GAI) y REPRESSOR OF gal-3 (RGA), que son
represores de la sefializacién de GA (Oh y col., 2007); también induce en forma directa la expresion
de SOMNUS (SOM), una proteina nuclear de tipo dedos de zinc del grupo CCCH, y al FT de tipo
Dof, denominado DOF AFFECTING GERMINATION 1 (DAGI). SOM inhibe la germinacién
induciendo los niveles de ABA y reduciendo los de GA, mientras que DAG1 inhibe directamente
la expresién de un gen anabdlico de GA, GA50XI (Kim y col., 2008; Gabriele y col., 2010). Por
tltimo, PIF1 regula directamente genes que codifican reguladores transcripcionales relacionados a
la senalizacién hormonal, y reprime en forma directa varios genes que codifican expansinas (EXP8
y EXP10) y un gen homélogo de XILOGLUCAN ENDOTRANSGLICOSILASA (XTH28), los
cuales se encuentran involucrados en el ablandamiento de la pared celular (Oh y col., 2009). Asi,
PIF1 (o PIL5) reprime la germinacién disminuyendo los niveles de GA, aumentando los niveles de

ABA y controlando varias vias de senalizacién de hormonas y las propiedades de la pared celular

(Lau y Deng, 2010).

33



Regulacion de la respuesta a GA

PILS [‘é _______________________________
- i DELLAs RGA
RGA -

\

F RAS) —&r— L

PILS i 1T DAG1 E %
/v S F G 3 GAZox1 N
Factor de - Factor de s —E— —» GA i ié
phyA | PILS transcripcion : 4 transcripcion  # GA3ox1 ~—— Germinacion
phyB DAG1 g GA3ox2

2 —E.:n-
R e GA20x2
8o - -
(pus [* I —

Proteina® ABA1 \

SOM dedos de zinc,, NCEDé6
T - NCEDS ABA

Modulacion de la biosintesis de hormonas CYP7072A2

Figura I-6. Control hormonal mediado por PIF1/PIL5 en la germinacién regulada por la luz

En la oscuridad, PIF1, también conocido como PILS5, reprime la germinacién inhibiendo genes de respuesta a GA
y regulando los niveles de GA y ABA. En el panel superior se muestra que PIL5 activa directamente la transcripcién
de dos genes DELLA, GAI y RGA, que son reguladores negativos de la sefializacion de GA. En el panel inferior se
muestra que los bajos niveles de GA y elevados de ABA se logran a través de la regulacién de dos proteinas, SOM y
DAGI, que controlan la expresién de genes metabdlicos de GA y ABA. PIL5 activa SOM y DAGI, en forma directa
e indirecta. Por otro lado, los fitocromos activados por la luz interaccionan directamente con PIL5, promoviendo
su degradacién y regulando negativamente sus efectos represores. Adaptado de Lau y Deng, 2010.

En estudios recientes se informé que PIF1 reprime la fotomorfogénesis en Arabidopsis. Este FT
interacciona y forma complejos con COP1, HY5 y SPAl (del inglés, CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENESIS 1, ELONGATED HYPOCOTYL 5y SUPPRESSOR OF PHYA-105
1, respectivamente) y aumenta el reclutamiento de sustratos por parte de COP1, asi como también
su actividad de auto- y trans-ubiquitilacién (Xu y col., 2014). Por otra parte, PIF1 interacciona con
el co-regulador transcripcional VQ MOTIF-CONTAINING PROTEIN29 (VQ29) para regular
positivamente la elongacién del hipocotilo mediada por la luz. (Li y col., 2014). Esto cursa en parte
a través de la regulacién directa de la expresion del gen X7R7 (del inglés, XYLOGLUCAN
ENDOTRANSGLYCOSYLASEY), que se encuentra relacionado con la elongacién celular (Liy col.,
2014). En condiciones de dia corto existe una fuerte correlacién entre los niveles proteicos de las
diferentes PIFs, los niveles de expresién de genes marcadores y el crecimiento del hipocotilo. En
estas condiciones, PIF1 promueve la elongacién del hipocotilo (Soy y col., 2014) aunque las vias

de sefalizacién puestas en juego en este papel de PIF1 no se conocen en detalle.
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7. Factores de transcripcién con homeodominio

La caja homedtica (en inglés, homeobox o HB) codifica uno de los dominios de unién al ADN
mis extendido y mejor caracterizado en todos los organismos eucariotas: el homeodominio (HD).
Los genes con HB fueron llamados homedticos ya que su expresién ectépica y mutaciones puntuales
en los mismos generaban efectos homedticos: cambios de un segmento corporal por otro. Los HDs
se identificaron originalmente en proteinas codificadas por genes involucrados en el desarrollo de
Drosophila melanogaster (Gehring, 1987). Las mutaciones dominantes en el gen Antennapedia, por
ejemplo, provocan la sustitucién de las antenas por patas en la cabeza de la mosca (Garber y col.,
1983). Otro ejemplo se encuentra en las mutantes bithorax, en las que los pequefios cabestros, que
son utilizados por la mosca para lograr balancearse durante el vuelo, se transforman en un segundo
par de alas (Bender y col., 1983). Afios mds tarde, este tipo de dominio se encontré en FT's de
organismos evolutivamente distantes, incluyendo animales, hongos y plantas (Chan y col., 1998).

Las estructuras tridimensionales de complejos proteina-ADN, los ensayos de mutagénesis
dirigida y los andlisis bioquimicos permitieron conocer los mecanismos de unién de los HDs al
ADN (Ades y Sauer, 1995; Gehring y col., 1994; Wolberger, 1991). Actualmente se sabe que el
HD consiste en un motivo conservado de 60 aminodcidos que posee una estructura terciaria
formada por 3 hélices a, llamadas I, IT y III, que estdn conectadas entre si por dos vueltas y un rulo.
Las hélices I y II se alinean en forma paralela entre si mientras que la III se acomoda en forma
perpendicular a las dos primeras; dentro de los 60 aminodcidos, los residuos 10 a 22, 28 a 38, y 42
a 59 son los que forman parte de estas tres hélices (Branden y Tooze, 1999). El HD es capaz de
unir al ADN como monémero con elevada afinidad a través de las interacciones establecidas por la
hélice III (denominada hélice de reconocimiento) con el surco mayor del ADN blanco, mientras
que el brazo desordenado amino terminal, localizado corriente arriba de la primera hélice, y la vuelta
que une las hélices I y II interaccionan con el surco menor (Gehring y col., 1994). La elevada
conservacién de este tipo de dominio en proteinas de diferentes reinos indica que la estructura
descripta es crucial para mantener su funcionalidad y que el papel que juegan los HD es esencial

(Moens y Selleri, 20006).
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8. Homeodominios en plantas

En plantas, el primer gen con una caja homedtica identificado fue KNOTTED1; éste fue aislado
de una mutante de maiz (kn) que exhibia hojas anudadas (Vollbrecht y col., 1991). Desde ese
momento, varios genes que contienen HB han sido identificados y aislados a partir de una amplia
variedad de especies vegetales, que incluyen tanto mono- como dicotiledéneas. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre en animales, ninguno de los genes con HB de plantas genera un efecto
homedtico candnico cuando es mutado o expresado ectépicamente; por lo tanto, el legado del

nombre de la familia (homeobox) no es del todo apropiado (Ariel y col., 2007).

9. La superfamilia de factores de transcripcién con homeodominios en plantas

Los miembros de la superfamilia HD de plantas caracterizados hasta el momento participan en
una amplia variedad de procesos de desarrollo, tales como identificacién y mantenimiento de las
células meristemdticas, embriogénesis, maduracién del polen, regulacién del desarrollo floral y
respuesta a condiciones ambientales. La descripcién de los genomas completos de varias especies
vegetales, tales como arroz (Oryza sativa), maiz (Zea mays), Arabidopsis thaliana y dlamo (Populus
trichocarpa), entre otros, increment el conocimiento sobre los genes HB de plantas y permiti6 la
clasificacién de las proteinas que contienen HD en varias familias. Esta clasificacién se hizo de
acuerdo a la similitud de las secuencias del HD, al tamafo de la proteina, a la posicién del HD
dentro del FT, la asociacién con otros dominios o motivos conservados, y también a la estructura
génica que incluye la posicién de los intrones dentro de los genes de Arabidopsis (Ariel et al., 2007;
Mukherjee y col., 2009). Segiin Mukherjee y col. (2009), estas familias son: PHD finger (HD de
plantas asociado a un dominio finger), ZE-HD (motivos conservados semejantes a dedos de zinc
asociados a un HD), WOX (HB relacionadas a Wuschel), la superclase TALE [que incluye a las
familias BELL (con un dominio Bell distintivo) y KNOX (HB relacionadas a Knotted)], DTT
(denominado por la presencia de un dominio DTT corriente abajo del HD), NDX (Nodulin), LD
(Luminidependends), PINTOX, SAWADEE (HD asociado a un dominio sawadee), y HD-Zip
(compuesta por 4 subfamilias llamadas I, II, III y IV). El andlisis de las secuencias de los HD de
organismos diferentes y no relacionados de distintos reinos sugirié que algunos de los FT's con HD
de plantas se relacionan més a los de animales y hongos que a otros HDs de plantas pertenecientes

a diferentes familias. Por lo tanto, los HDs parecen haber divergido antes de la separacién de las
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ramas que dieron origen a las plantas, animales y hongos (Ariel y col., 2007). La figura I-7 muestra
un drbol filogenético de todos los FTs con HD de Arabidopsis y una representacién esquemdtica

de la estructura de los miembros representativos de cada subfamilia.

10. La familia homeodominio-cierre de leucinas

Los miembros pertenecientes a esta familia estdn caracterizados por la presencia de un dominio
de cierre de leucinas (LZ, del inglés leucine zipper), denominado el HALZ (por Homeodomain
Associated Leucine Zipper), inmediatamente corriente abajo del HD. El LZ se pliega en una hélice
a que tiene un residuo de lisina en cada séptima posicién sobre el mismo lado de la hélice. Esta
estructura tridimensional permite la formacién de homo- o heterodimeros mediante interacciones
hidrofébicas entre ambos péptidos (Landschulz y col., 1988; Sessa y col., 1993). Los dominios HDs
y LZs pueden ser encontrados en FT's de otros reinos eucariotas, pero su combinacién en una sola
proteina es tnica de plantas (Ruberti y col., 1991; Schena y Davis, 1992). El dominio HD-Zip se
encuentra altamente conservado en proteinas de Physcomitrella patents, mono- y dicotiledéneas. En
estos FTs, el HD es el responsable del reconocimiento y la unién especifica al ADN, mientras que
el LZ actia como un motivo de dimerizacién. Esta dimerizacién es un evento indispensable para el
reconocimiento y unién del ADN por parte del HD. Al unir como dimeros, los HD-Zip unen
secuencias palindrémicas o pseudo-palindrémicas y la orientacién relativa de los mondémeros,
dirigida por el LZ, es crucial para un reconocimiento eficiente del ADN (Tron y col., 2004).

Con respecto a la exclusividad de los HD-Zip por parte de las plantas, se informé la existencia
de un FT de vertebrados atipico que contiene un dominio HD-Zip, conocido como HOMEZ (del
inglés, homeodomain leucine zipper encoding gene; Bayarsaihan y col., 2003). Sin embargo, la
comparacién de secuencia entre esta proteina y los HD-Zip de plantas, asi como también con otras
proteinas con LZ, revelé que la estructura del LZ en HOMEZ difiere significativamente de un

dominio LZ canénico (Ariel y col., 2007).
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Figura I-7. Representacién esquemdtica de la estructura de los miembros representativos de cada subfamilia
de factores de transcripcién con homeodominio

a) Arbol filogenético de todos los FT's con homeodominio de Arabidopsis basado en el alineamiento de las secuencias
proteicas completas. b) Representacién esquemdtica de los distintos motivos que presenta cada miembro de los genes
que contienen un homeodominio. Abreviaturas: AHA, residuos aromdticos e hidrofébicos inmersos en un contexto
4cido; EAR, motivo de represién anfifilico; ELK, motivo llamado de esta manera a partir de los tres aminodcidos
conservados que presenta, Glu, Leu y Lis; HD, homeodominio; LD, dominio LUMINODEPENDENS; MEINOX,
derivado de la asociacién de los dominios MEIS y KNOX; MEKHLA, dominio llamado por la elevada conservacién
de los aminodcidos Met, Glu, Lis, His, Leu y Ala; LZ, cierre de leucinas; PEX-PHD, motivo rico en residuos
cargados; PHD, homeodominio de plantas; SAD, dominio adyacente a START; START, dominio de transferencia
de lipidos relacionado a las proteinas reguladoras de la esteroidogénesis aguda; ZF, dedos de zinc.
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La familia HD-Zip se clasifica en cuatro subfamilias (I a IV) en base a los siguientes pardmetros:
a) la conservacién de la secuencia del dominio HD-Zip que determina la especificidad de unién al
ADN; b) los patrones intrén/exén en los genes que las codifican; ¢) los motivos conservados
adicionales por fuera del dominio HD-Zip; y d) las vias de senalizacién en las que participan. En la
Figura I-7b se muestra una representacién esquemdtica de la estructura de las proteinas que
pertenecen a las distintas subfamilias HD-Zip. A su vez, la figura I-8 presenta un drbol filogenético

que resuelve las proteinas HD-Zip de Arabidopsis thaliana y Oryza sativa.
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Figura I-8. Arbol filogenético de las proteinas HD-Zip de Arabidopsis thaliana 'y Oryza sativa

Representacién circular de un 4drbol de evolucién filogenética de los FTs de tipo HD-Zip de Arabidopsis thaliana
(en negro) y de Oryza sativa (en azul).
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11. La subfamilia homeodominio-cierre de leucinas I

Esta subfamilia estd compuesta por 17 miembros en Arabidopsis thaliana (AtHB1/HATDS,
AtHB3/HAT7, AtHB5-AtHB7, AtHB12, AtHB13, AtHB16, AtHB20-AtHB23, AtHB40, AtHB51-
AtHB54) y por 14 en Oryza sativa (Ariel y col., 2007; Agalou y col., 2008). Las proteinas codificadas
poseen un tamafo de aproximadamente 35 kDa y estdn involucradas principalmente en procesos
de desarrollo asociados al estrés abidtico; exhiben una elevada conservacién de secuencia en el HD
y un LZ menos conservado (Chan y col., 1998; Ariel y col., 2007; Ribichich y col., 2014). Los
genes que codifican a los miembros de esta subfamilia I presentan intrones en la regién
correspondiente a la hélice I y al LZ. Ademds, se pueden encontrar cuatro patrones intrén/exén
diferentes en los miembros de Arabidopsis thaliana: a) AtHB52 y AtHB54 carecen de intrones; b)
AtHB21, AtHB40, AtHB53, AtHB22, y AtHB51 tienen s6lo un intrén corriente abajo del codén
que codifica el cuarto residuo de leucina en el dominio LZ; ¢) At#HB3, AtHB20, AtHB13, AtHB23,
AtHBS5, AtHBG6, AtHBI16, AtHB1, AtHB7, y AtHBI2 tienen un tnico intrén localizado luego del
codén para la quinta leucina del LZ; y d) AtHBI posee un intrén adicional dentro de la regién
correspondiente a la hélice I (Henriksson y col., 2005).

Los 17 miembros de Arabidopsis fueron clasificados en seis grupos (llamados a a ¢) de acuerdo
a su relacién filogenética y a la estructura de los genes codificantes, tomando en cuenta
particularmente el niimero y la posicién de los intrones (Henriksson y col., 2005). Recientemente,
en nuestro laboratorio se realizé una nueva reconstruccién filogenética teniendo en cuenta proteinas
HD-Zip I de diferentes especies que resolvi6 a estos FT's en otros seis grupos (denominados I a VI).
Para la construccién de este tltimo drbol, se considerd la presencia y la distribucién de motivos
conservados no caracterizados presentes en la region carboxilo terminal (CTR, del inglés Carboxy-
Terminal Region; Arce y col., 2011).

Los miembros HD-Zip I son capaces de homo- o heterodimerizar a través del dominio LZ; sin
embargo, la interaccién es selectiva. Por ejemplo, ensayos iz vitro demostraron que AtHBS5 es capaz
de formar heterodimeros con AtHB6, AtHB7 y AtHBI12, pero interacciona débilmente con
AtHB16 y no forma heterodimeros con AtHB1 (Johannesson y col., 2001).

Los estudios de seleccién de sitios de unién asistida por PCR y los ensayos de footprinting

demostraron que las proteinas que pertenecen a la subfamilia I reconocen in vitro la secuencia

pseudopalindrémica CAAT(A/T)ATTG formando hetero- o homodimeros (Sessa y col., 1993;
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Chan y col., 1998; Palena y col., 1999; Johannesson y col., 2001; Palena y col., 2001). El dnico
miembro que es aparentemente incapaz de unir ADN iz vitro es AtHB7 (Johannesson y col., 2001).
Por otro lado, el reconocimiento iz vivo de esta secuencia fue demostrada para MtHBI de Medicago
truncatula que regula la formacion de raices laterales (Ariel y col., 2010a), y para Oshox4, un FT
con una funcién negativa en las respuestas a GA en arroz (Dai y col., 2008). Por otro lado, se ha
demostrado que varios miembros de Arabidopsis (AtHB5, AtHB7, AtHBI12, AtHB21 y AtHB40) y
uno de Rosa hybrida (RhPHBI) unen elementos en ¢is en las regiones promotoras de sus genes blanco
que difieren de la secuencia pseudopalindrémica encontrada iz vitro (Comelli y col., 2012; Valdés
y col., 2012; De Smet y col., 2013; Lii y col., 2014). Sin embargo, todas las regiones regulatorias
unidas poseen al menos el nicleo central de la secuencia pseudopalindrémica.

HaHB4 es un miembro de girasol de esta subfamilia. Los andlisis bioquimicos iz vitro realizados
con esta proteina mostraron que los residuos cargados positivamente en el brazo flexible amino
terminal tienen un papel esencial en la determinacién de la afinidad de la interaccién proteina-
ADN, pero no asi en la especificidad (Palena y col., 2001). Por otro lado, la composicién
aminoacidica de la vuelta localizada entre las hélices I y II debe ser considerada como uno de los
segmentos responsables de la incapacidad de estos HD-Zip de unir al ADN en su forma

monomérica (Tron y col., 2004).

11.1. Aspectos funcionales y estructurales de los homeodominio-cierre de leucinas I

Los HD-Zip I mds estudiados son los pertenecientes al clado I (Arce y col., 2011), que
participan en las respuestas al estrés abidtico, particularmente aquellas mediadas por ABA (como
desecacidn, y estrés salino u osmético). La expresién de los genes pardlogos de Arabidopsis AtZHB7
y AtHBI12 se induce por ABA y estrés hidrico (S6derman y col., 1996; Hjellstrom y col., 2003;
Olsson y col., 2004). Estos dos FT's exhiben un patrén de expresién claramente diferente: AzHBI12
se expresa durante etapas tempranas del desarrollo de la plintula, mientras que los transcriptos de
AtHB7 se detectan en las tltimas etapas de desarrollo de la planta. Recientemente y a partir de un
trabajo hecho en nuestro laboratorio, hemos informado que existe un mecanismo complejo por el
cual la expresién de cualquiera de estos genes afecta los niveles de transcripto del otro (Ré y col.,
2014). Cuando se los sobre-expresa en Arabidopsis, ambos confieren un fenotipo caracterizado por

una respuesta hipersensible a ABA en ensayos de elongacién de raiz, un retraso en la elongacién del
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tallo de inflorescencia, hojas de la roseta con una forma mds redondeada, peciolos mds cortos y un
aumento en el nimero de ramificaciones del tallo (Hjellstrom y col., 2003; Olsson y col., 2004).
Por otra parte, AtHB12 estd involucrado en las respuestas mediadas por GA, debido a que plantas
mutantes athb12 en un fondo genético Wassilewskija (WS) presentan tallos de inflorescencia més
largos y mayores niveles de GA20OX2 que los controles salvajes (Son y col., 2010).

MtHBI y NaHDZ20, de Medicago truncatula'y Nicotiana attenuata, respectivamente, son otros
dos genes que codifican proteinas HD-Zip I del clado I con una elevada homologia de secuencia a
AtHB7 y AtHBI2. MtHBI se expresa en los meristemas de la raiz y actia como un represor de
MtLBDI frente a condiciones ambientales causantes de estrés, lo que lleva a la inhibicién de la
iniciacion de las raices laterales (Ariel y col., 2010a; Ariel y col., 2010b). NaHDZ20 participa de la
via de senalizacién mediada por ABA en respuesta a estrés hidrico y cumple un papel crucial en la
emisién de acetona de bencilo a partir de las flores de tabaco (Ré y col., 2011; Ré y col. 2012).

En el laboratorio donde se realizé esta Tesis se ha investigado en profundidad la estructura y la
funcién del FT de girasol HaHB4 (Helianthus annuus homeobox 4). El mismo comparte un 60y 53
% de identidad aminoacidica en la regién del HD con AtHB7 y AtHBI2, respectivamente y éstas
son las proteinas HD-Zip de Arabidopsis con las que presenta mayor similitud (Gago y col., 2002).
Sin embargo, HaHB4 posee un dominio C-terminal de un tamano inferior al del de sus homélogos
en Arabidopsis (69 aminodcidos desde que termina el LZ comparados con los 127 de AcHB7 y los
106 de AcHB12).

En girasol, HaHB4 se expresa en muy bajos niveles en condiciones normales. Sin embargo,
cuando las plantas se tratan con ABA, manitol, NaCl y especialmente cuando se someten a estrés
hidrico, la expresién de este gen aumenta notoriamente en raices, tallos y hojas (Gago y col., 2002;
Dezar y col., 2005a).

Las plantas transgénicas de Arabidopsis que expresan en forma ectépica y constitutiva el ADNc
de HaHB4 presentan un retraso en el desarrollo dependiente del nivel de expresién, poseen hojas
mids redondas, peciolos més cortos, inflorescencias mas compactas y tallos e internodos de menor
longitud (Dezar y col., 2005a). A su vez, sometidas a condiciones de déficit hidrico y deshidratacién
presentan una marcada tolerancia, comparadas con sus pares salvajes (Dezar y col., 2005b). Por otro
lado, cuando las plantas son transformadas con el mismo gen bajo el control de un promotor

inducible, en lugar de ser expresado constitutiva y ectdpicamente, estas caracteristicas fenotipicas
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desaparecen pero persiste la caracteristica diferencial de tolerancia a sequia. Cuando se utilizé dentro
de la construccién genética una secuencia amplificadora que aumenta la respuesta de la regién
promotora se obtuvieron plantas sin morfologia diferencial pero con una tolerancia al estrés similar
a la de las plantas de expresion constitutiva (Cabello y col., 2007).

El anilisis de microarreglos comparando los genotipos salvaje y transgénico indicé una represién
considerable en la expresién de un elevado niimero de genes que codifican proteinas involucradas
en la sintesis y la via de transduccién de senales del etileno. Sin embargo, el etileno induce la
transcripciéon de HaHB4 (Manavella y col., 2006). Ademds de la via de sintesis y percepcién de
etileno, este FT participa en la respuesta a estrés de origen bidtico, esencialmente induciendo la
sintesis de 4dcido jasménico y la represién de la del 4cido salicilico. Como consecuencia de estos
cambios, las plantas transgénicas presentan una mayor tolerancia al ataque de herbivoros y
sensibilidad a patégenos biotréficos (Manavella y col., 2008).

AtHBI13 y AtHB23 son genes pardlogos de Arabidopsis pertenecientes al clado V y comparten
un 78 % de identidad en el dominio HD-Zip. Poseen un patrén de expresién similar, expresdndose
en la regién del meristema del tallo, en la unién de las hojas, en la regién basal de los pétalos, sépalos
y estambres, y dentro del estigma (Hanson y col., 2002; Kim y col., 2007). A pesar de esta elevada
homologia de secuencia, ambos FTs parecen cumplir funciones diferentes. El andlisis de plantas
que sobre-expresan AtHB13 mostré que este FT regula el desarrollo de los cotiledones y de las hojas
en respuesta a la disponibilidad de aztcares en estadios tempranos de desarrollo (Hanson y col.,
2002). Ademds, recientemente se demostré que A#HBI3, junto con su homdlogo de girasol
HaHBI, se encuentra implicado en la respuesta a estrés abi6tico; su sobre-expresién en Arabidopsis
indujo la expresion de proteinas que estabilizan las membranas celulares, causando un aumento en
la tolerancia a la sequia, la salinidad y las bajas temperaturas (Cabello y Chan, 2012; Cabello y col.,
2012). Por otro lado, AtHB23 interacciona con el fitocromo B en el nicleo, y se encuentra
involucrado en la via de sefalizacién de la luz mediada por phyB a través de un mecanismo
desconocido (Choi y col., 2013).

La mayoria de los HD-Zip I se encuentran principalmente involucrados en eventos relacionados
al desarrollo y al crecimiento en respuesta a condiciones de estrés; sin embargo, de acuerdo a los
estudios fenotipicos y transcripcionales mencionados, estos FTs estarfan ejerciendo funciones

diferentes en las plantas.
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11.2. Caracteristicas funcionales de los homeodominio-cierre de leucinas I pertenecientes al
grupo III

El clado III posee sélo un miembro en Arabidopsis thaliana, AtHBI/HATS, y tres en arroz,
OsHox5, OsHox16'y OsHox25, cuyas funciones son mayormente desconocidas hasta el momento.
La figura I-9 esquematiza los motivos compartidos en sus CTRs por los miembros pertenecientes a

este clado.
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Figura I-9. Motivos conservados en los CTRs de los miembros del clado III
Arbol filogenético en el que se observan AtHB1, PvHDZ3, OsHOX16, entre otros, con motivos similares pero no

iguales. Los rombos negros simbolizan los sitios putativos de fosforilacién, los tridngulos azules los sitios putativos
de sumoilacién, y los rectdngulos de diferentes colores representan los motivos putativos conservados (rojo, motivo
2; gris oscuro, motivo 15; gris claro, motivo 19). Adaptado de Arce y col., 2011

Con respecto al patrén de expresion, se sabe que A#HBI se encuentra ubicuamente en todos los
drganos de la planta, y que sus niveles de transcriptos se ven reducidos en presencia de NaCl y bajas
temperaturas mientras que en oscuridad, aumentan (Henriksson y col., 2005). Por otro lado, se
demostré que CPHB-5, un HD-Zip 1 de Craterostigma plantagineum que presenta una elevada
homologia de secuencia a AtHBI, es reprimido en condiciones de deshidratacién tanto en hojas
como en raices (Deng y col., 2002). GAHB3, un miembro del clado III de algodén (Gossypium
hirsutum), se expresa preferencialmente en hipocotilos y cotiledones, es inducido por el agregado
ex6geno de giberelina activa (GAs) y reprimido en cotiledones por el agregado del precursor de
auxinas 4cido indol acético (IAA, por sus siglas en inglés; Qin y col., 2010). HDZ-M48 de Lotus
Jjaponicus, también de este grupo, se induce tres horas después de la infeccién con Mesorhizobium
loti promoviendo la formacién de nédulos, y su expresién se reduce en estadios tardios de la
nodulacién (Asamizu y col., 2008).

LeHB-1 de tomate codifica un HD-Zip I que pertenece a este clado, y ha sido asociado a la
morfogénesis del fruto. Este FT es un activador de LeACO1, un gen que codifica una ACC oxidasa
involucrada en la sintesis de la fitohormona etileno, que en dltima instancia permite la maduracién

de los frutos del tomate. La expresién ectépica de LeHB-1 en tomate altera la morfologia del érgano
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floral mientras que la reduccién en sus niveles de transcripto inhibe la maduracién del fruto,
indicando que cumple un rol crucial en este proceso (Lin y col., 2008).

Se sugiri6 que AtHBI se encuentra involucrado en el desarrollo de las hojas, dado que su
expresién ectdpica y constitutiva en tabaco afecta el desarrollo del parénquima en empalizada.
Ademds, estas mismas plantas de tabaco muestran un fenotipo de-etiolado (fotomorfogénesis
constitutiva) cuando crecen en oscuridad total (Aoyama y col., 1995). Por lo tanto, se propuso que
AtHBI es una proteina fundamental en el mecanismo de percepcién de la luz que favorece la de-
etiolacion de las pldntulas (Aoyama y col., 1995).

Finalmente, se identificé en la regién 5’ no codificante de A#H/BI un marco de lectura abierto
que codifica un péptido de 28 aminodcidos de secuencia conservada, denominado CPxORF33 (del
inglés, Conserved Peptide upstream Open Read Frame; Hayden y Jorgensen, 2007). Se demostré que
estos UORFs pueden mediar la regulacién traduccional del ORF mayor. En algunos casos, se
propuso la hipétesis de que el péptido conservado detiene la progresién del ribosoma, bloqueando
a nuevos ribosomas para que comiencen la traduccién del mensajero o suprimiendo la reiniciacién
(Hanfrey y col., 2002; Rahmani y col., 2009). En otros casos, los uORF podrian ejercer su funcién
luego de ser traducidos, desestabilizando el mensajero o inhibiendo la traduccién (Chang y col.,
2000; Combier y col., 2008). Sin embargo, la funcién del uORF en A#HBI es absolutamente

desconocida.

12. La regién carboxilo terminal de los factores de transcripcién homeodominio-cierre de
leucinas I se encuentra conservada entre distintas especies

El dominio HD-Zip se encuentra altamente conservado en proteinas provenientes de diferentes
organismos, desde Physcomitrella patens, hasta mono- y dicotiledéneas y dentro de las mismas
especies, lo cual explica la universalidad de la secuencia unida por estas proteinas. Sin embargo, las
diferencias funcionales son dificiles de explicar por esta misma razén. En este sentido, en el
laboratorio en donde se llevé a cabo esta Tesis, se logré identificar la existencia de motivos muy
conservados por fuera del dominio HD-Zip (Arce y col., 2011). Estos motivos no caracterizados se
encuentran presentes en proteinas pertenecientes a distintas especies vegetales pero no dentro de las
pertenecientes a la misma especie y sobre todo, en los miembros de las especies tomadas como

modelos, arroz y Arabidopsis. Esto es lo que probablemente retardé mucho su identificacién debido
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a la falta de informacidn sobre especies de genoma no secuenciado. Estos motivos conservados entre
especies estdn ubicados mayoritariamente en los CTRs y en menor medida en la regién amino
terminal (NTR, del inglés Amino-terminal regions).

Antes de que se identificaran los motivos funcionales putativos dentro de los CTRs y NTRs
existian evidencias experimentales informadas respecto a su importancia. Por ejemplo, en ensayos
de simple hibrido en levaduras se observé que el CTR de AtHB12 posee la capacidad de activar la
expresién de un gen reportero, funcionando como un dominio de transactivacién al ser fusionado
al dominio de unién a ADN de GAL4 (Lee y col., 2001). Ademds, diferentes construcciones génicas
permitieron reconocer que la actividad transcripcional se restringe a los aminodcidos 180 a 235 de
la porcién final del CTR (Lee y col., 2001). Posteriormente se demostré que sélo la construccién
que posee el CTR completo de AtHB12 es capaz de complementar funcionalmente levaduras
mutantes sensibles a NaCl por deficiencia de calcineurina (Shin y col., 2004).

A su vez, algunos trabajos previos también demostraron la importancia funcional de los CTRs
de los HD-Zip I in planta. Por ejemplo, Sakuma y col. (2010) identificaron el gen de cebada
HvHox2, un pardlogo putativo de VRSI. En la variedad salvaje se aborta el desarrollo de las
espiguillas laterales dando un fenotipo llamado “de dos hileras”, pero la planta mutante recesiva
vrs] desarrolla las tres espiguillas generando el fenotipo de “seis hileras” (Komatsuda y col., 2007).
Ambos genes, HvHox2'y VRS1, codifican proteinas de tipo HD-Zip I, que difieren sélo en su CTR:
HvHox2 presenta 14 aminodcidos adicionales, comparada con VRS1. Se propuso que esta region
podria ser la responsable de la interaccién de HYHOX2 con alguna proteina co-activadora, y que
la falta de estos aminodcidos en VRS1 impediria dicha interaccién. Esto generaria una proteina que
interfiere con la actividad de HYHOX2 en los primordios de las espiguillas laterales, interrumpiendo
asi su desarrollo. Por otro lado, se mostré que plantas mutantes de arveja (Pisum sativum) que no
expresan el gen HD-Zip I Tendyril less (TL) desarrollan hojas en lugar de zarcillos. El mismo fenotipo
se observa en plantas de arveja que expresan una version trunca del producto del gen 77 que carece
de los tltimos 12 aminodcidos del CTR (Hofer y col., 2009).

Ademis, en nuestro laboratorio se mostré que el CTR de otro miembro de la familia HD-Zip I
de girasol, HaHBI, estaria determinando ciertas funciones de ese FT. Esto se fundamente en la
observacién de que la fusién entre el CTR de HzHB1 y el dominio HD-Zip codificado por HaHB4

es capaz de “alterar la funcién” de este Gltimo, confiriéndole las caracteristicas de HaHBI (Arce y
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col., 2011). En conjunto, todas estas manifestaciones fenotipicas apoyan la suposicién de una

funcionalidad del dominio carboxilo terminal en los factores de transcripcién de la familia HD-Zip

L
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Hipétesis y Objetivos

1. Hipétesis:

La primera hipétesis de este trabajo de Tesis Doctoral plantea que los motivos identificados con
herramientas informdticas en las regiones carboxilo-terminales de los FT's HD-Zip I, cumplirian
papeles funcionales especificos, ya sea interaccionando con otras proteinas o al sufrir modificaciones
post-traduccionales. Proponemos que estas regiones conservadas entre especies serfan responsables
de las diferencias funcionales que existen entre los distintos miembros de esta subfamilia de FTs.
La segunda hipétesis de trabajo plantea que AtHB1, uno de los miembros de la familia HD-Zip 1
de Arabidopsis thaliana, camplirfa una funcién de importancia en el proceso de desarrollo de los
hipocotilos actuando corriente debajo de PIF1, un FT de tipo bHLH, y que esta funcién estaria
relacionada con las condiciones de iluminacién y con genes que participan de la elongacién celular.
La tercera hipétesis plantea que CPuORF33, un péptido conservado presente en la regién 5’ no

codificante de AtHB1, cumpliria un papel importante en la regulacién de la expresién de este FT.

2. Objetivos generales:

El primer objetivo general de esta Tesis Doctoral es dilucidar cudl es la funcién que cumplen los
motivos conservados presentes en las regiones carboxilo-terminales de los FT's HD-Zip 1. Nos
interesa particularmente comprender las causas de la diversidad funcional de estos FTs y el porqué
de la conservacién interespecifica de los motivos proteicos en los CTRs.

El segundo objetivo general planteado es el de aislar y caracterizar funcionalmente a ActHBI.
Para alcanzar este objetivo, planteamos sobre-expresarlo y anularlo en plantas
transgénicas/mutantes y analizar los fenotipos de estas plantas. El andlisis funcional de este FT nos
ayudard a comprender la relacién estructura-funcién.

El tercer objetivo general es analizar la funcién putativa de la regién conservada en el extremo 5’
no codificante de A#HBI. Para alcanzar este objetivo, planteamos estudiar la expresién de un
reportero en plantas transformadas con construcciones que contengan el promotor de este FT' con
y sin el 5’UTR. Posteriormente, analizar los fenotipos de plantas mutantes y sobre-expresantes de

AtHBI en las condiciones donde se haya observado una expresion diferencial del reportero.
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. Objetivos particulares:

Analizar los motivos conservados presentes en las regiones carboxilo terminales de AtHBI,
AtHB7, AtHB12 y ActHB13 utilizando herramientas bioinformadticas.

Clonar los cuatro ADNc correspondientes a estos FT's en vectores adecuados para transformar
levaduras y plantas.

Realizar mutaciones en los motivos encontrados para poder estudiar su funcién.

Realizar ensayos de simple hibrido en levaduras con construcciones que expresen todas las
versiones salvajes y mutantes de estas proteinas fusionadas al dominio de unién de GAL4, con
el objeto de analizar la influencia de las mutaciones en la capacidad de activacién
transcripcional.

Corroborar funcionalmente los resultados obtenidos en levaduras mediante ensayos de simple
hibrido en plantas.

Realizar ensayos de doble hibrido con construcciones hechas en vectores de expresién en
levaduras y corroborar los resultados positivos de interaccion entre los dominios en estudio y
las proteinas identificadas, mediante interacciones iz vitro.

Analizar el patrén de expresion de AtHBI en plantas de Arabidopsis thaliana crecidas en
condiciones normales, a lo largo de todo el ciclo de vida de la planta. Para ello se obtendrdn
plantas transformadas con la regién promotora y el 5’ no codificante de este FT fusionados a
un gen informador como GUS o GFP.

Obtener plantas de Arabidopsis mutantes y sobre-expresantes de A#HBI, y evaluar en detalle la
fisiologfa de estas plantas en condiciones 6ptimas de crecimiento.

Analizar las plantas mutantes y sobre-expresantes en condiciones variables de iluminacién.
Analizar las plantas mutantes simples y la mutante cuddruple de pifs, en las condiciones que
hayan influido en el fenotipo de las mutantes y sobre-expresantes de AtHBI.

Obtener plantas de Arabidopsis mutantes azhb1/pif'y sobre-expresantes de PIF o AtHBI en un
fondo genético salvaje, athblI o pif, para determinar si AtHB1 actda corriente abajo de dichos
FTs a través de la evaluacién fenotipica de dichas plantas.

Comparar el transcriptoma de las plantas transgénicas que no expresen AtHBI en condiciones

controladas con el de plantas salvajes utilizando la técnica de RNA-Seq.
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Validar los datos obtenidos mediante RT-PCR cuantitativa.

Identificar las vias involucradas en el desarrollo de los fenotipos particulares del gen en estudio.
Analizar la conservacién inter-especie del CPuORF33 presente en AzHBI utilizando
herramientas bioinformdticas.

Obtener plantas de Arabidopsis transformadas con una construccién que contenga el promotor
de AtHBI sin el 5° no codificante, y analizar su patrén de expresion en estas plantas crecidas en
condiciones normales, a lo largo de todo el ciclo de vida de la planta.

Comparar los niveles de expresién, tanto a nivel proteico como de transcripto, en las plantas
transformadas con el promotor de A#HBI con vy sin la regién 5" no codificante, en distintas
condiciones de crecimiento.

Evaluar la fisiologia de las plantas mutantes y sobre-expresantes de A#HBI en aquellas

condiciones de crecimiento en donde se haya observado una expresién diferencial del reportero.
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Materiales y Métodos

1. Material utilizado
1.1. Cepas bacterianas y de levaduras
En la tabla 1 se detallan los genotipos de las cepas de Escherichia coli, Agrobacterium

tumefaciens, y Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este trabajo.

Tabla 1. Cepas bacterianas

Microorganismo Cepa Genotipo Relevante Referencia

F ompT gal dem lon hsdSe(rs” mg)
BL21(DE3)

Escherichia coli ADE3([lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7
Codon Plus

nim5)

F endAl recAl galE15 galK16 nupG

rpsL AlacX74 @80lacZAM15 araD139 | Casadabany
Escherichia coli DH10b

A(ara-leu)7697 mcrA  A(mrr-hsdRMS- | col., 1980

mcrBC) A

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

@80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl | Casadabany
Escherichia coli Topl0

araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 | col., 1980

rpsL(Str®) endAl A

Posee el plismido Ti desarmado

pAL4404, con resistencia a

estreptomicina, que se obtiene al
Agrobacterium Ooms y col.,

LBA4404 | reemplazar la regién del ADN-T del

tumefaciens 1982
plésmido pTiAch5 de la cepa salvaje Ach5
por el plismido pBR322. Presenta

resistencia cromosomal a rifampicina

Saccharomyces AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, | Jamesy col.,



cerevisiae

Saccharomyces
Y187

cerevisiae

1.2. Especies vegetales

his3-200, galdd, gal80A, LYS:GALI s
GALI7ars-HIS3, GAL2yas-GAL2474-
ADE2, URA3:MELIyss-MELI17a14-lacZ,
MELI

MATa, wura3-52, his3-200, ade2-101,
trpl-901.leu2-3, 112,  galdd,  met-,
2al804, URA3::GALIuss-GALIrars-lacZ,
MELI

1996

Harper y col.,
1993

Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia 0 (Col-0) para los experimentos

de transformacién estable por floral dip y transformacién transitoria. Ademds, se usaron plantas de

Nicotiana benthamiana para los ensayos de transformacion transitoria de hojas.

1.3. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de bacterias, levaduras y plantas son los

que se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Medios de cultivo

Medio de | Organismo que

Cultivo se cultiva
Escherichia coli 'y
Luria Bertani
Agrobacterium
(LB)
tumefaciens

2xTY Escherichia coli

Agrobacterium

tumefaciens

Composicién

Peptona de carne 10 g/l, extracto de levadura 5
g/l, NaCl 5 g/I; pH 7

Para medios sélidos, se afadieron 15 g/l de
agar

Peptona de carne 16 g/, extracto de levadura
10 g/l, NaCl 5 g/l; pH 7

Peptona de carne 10 g/l, extracto de levadura 1

g/l, MgClI2 0,5 g/l, sacarosa 5 g/l

Referencia

Sambrook y
col., 1989

Sambrook y
col., 1989

Liy col., 2009
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YPD

YPDA

SD —His

SD —Leu

SD —Leu —
Trp

SD -Trp

Murashige &
Skoog

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Arabidopsis

thaliana

Peptona de carne 20 g/l, .extracto de levadura
10 g/l, glucosa 20 g/l

Peptona de carne 20 g/l, .extracto de levadura
10 g/l, glucosa 20 g/l, 10 ml de adenina
hemisulfato dihidrato 4,39 mg/ml

Para medios sélidos, se anadieron 15 g/l de
agar

Base nitrogenada de levaduras (Sigma) 6,8 g/l,
glucosa 20 g/l, suplemento DO —His 0,77 g/l.
Para medios sélidos, se afadieron 15 g/l de
agar

Base nitrogenada de levaduras (Sigma) 6,8 g/l,
glucosa 20 g/l, suplemento DO —Leu 0,69 g/1.
Para medios sélidos, se anadieron 15 g/l de
agar

Base nitrogenada de levaduras (Sigma) 6,8 g/l,
glucosa 20 g/l, suplemento DO —Leu 0,69 g/,
suplemento DO —Trp 0,74 g/l.

Para medios sélidos, se afadieron 15 g/l de
agar

Base nitrogenada de levaduras (Sigma) 6,8 g/l,
glucosa 20 g/l, suplemento DO —Trp 0,74 g/l.
Para medios sélidos, se anadieron 15 g/l de
agar

Murashige and Skoog Basal Medium with
Gamborg's Vitamins (Sigma-Aldrich)

KNO; 1,9 g/l; NH/NO; 1,65 g/l; CaCL.2H,0
0,44 g/l; MgSO4.7H,0 0,37 g/l; KH,PO4 0,17
g/l; Na,EDTA 37,3 mg/l; FeSO4.7H,O 27,8

Sherman,

1991

Sherman,

1991

Sherman,

1991

Sherman,

1991

Sherman,

1991

Sherman,

1991

Murashige y
Skoog, 1962
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mg/l; MnSO4+4H,O 22,3 mg/l; H;BO; 6,2
mg/l; ZnSO44H,O 8,6 mg/l; KI 0,83 mg/l;
Na,MoO42H,O 0,25 mg/l; CuSO.+5H,O
0,025 mg/l; CoCL.6H,O 0,025 mg/l; pH 5,8.

Para medios sélidos, se anadieron 9 g/l de agar.

El medio MS se utilizé con un suplemento de vitaminas de Gamborg 1 pl/ml (Gamborg y
col., 1968).
Vitaminas de Gamborg: m-inositol 100 mg/l, tiamina-HCI 10 mg/l, 4cido nicotinico 1 mg/l,

piridoxina-HCI 1 mg/l.

1.4. Vectores utilizados

El plismido pBI121 (Jefferson y col., 1987) deriva del vector binario pBINI9. Este plismido
contiene el gen que codifica la enzima f-glucuronidasa de E. coli (GUS) con la senal de
poliadenilacién de la nopalina sintetasa (NOS), clonado tras un fragmento de 800 pb que
contiene el promotor duplicado 35S del virus del mosaico de la coliflor (355CaMV). Dentro de
las regiones de movilizacién de ADN, necesarias para la transformacién de plantas, se encuentra el
gen NPTII que confiere resistencia a kanamicina en plantas. Otras secuencias relevantes dentro
del vector incluyen el gen de resistencia a kanamicina en bacterias y un origen de replicacién
bacteriano RK2. El pldsmido pBI101.3 es un plismido semejante al anterior, siendo la ausencia
del promotor 358CaMV la diferencia mds importante. Este pldsmido permite los estudios
funcionales de una regién promotora, mediante su insercién corriente arriba del gen reportero
GUS.

Los plésmidos pCAMBIA1302 y pCAMBIA1380 derivan del vector pPZP (Hajdukiewicz y
col., 1994). Estos plidsmidos contienen un sitio de multiple clonado proveniente del pUCI8 y del
pUCS, respectivamente. Dentro de las regiones de movilizacién de ADN, necesarias para la
transformacién de plantas, se encuentra el gen HPTII, que confiere resistencia a higromicina en
plantas, bajo el control del promotor 355CaMV y la senal de poliadenilacién del virus del
mosaico de la coliflor (35S-Term); el vector pCAMBIA1302, a su vez, contiene el gen reportero

mGFP5 fusionado a una cola de histidinas, clonado tras un fragmento de 500 pb que contiene el
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promotor 35SCaMV. Otras secuencias relevantes dentro de estos vectores incluyen el gen de
resistencia a kanamicina en bacterias, el replicon pVSI para estabilidad en Agrobacterium y un
origen de replicacién bacteriano pBR22.

El plasmido pKGWFS7 (Karimi y col., 2002) es un derivado del vector binario pPZP200. Este
pldsmido fue disefiado para clonados utilizando la tecnologia GATEWAY®, particularmente para
el andlisis de secuencias promotoras. El promotor clonado permite controlar la expresién de la
proteina de fusién GFP (proteina fluorescente verde; del inglés, Green Fluorescence Protein) —
GUS (f-glucuronidasa). Dentro de la regién de movilizacién de ADN, necesaria para la
transformacién de plantas, contiene ademds el gen NPTII que confiere resistencia a kanamicina
en plantas. Otras secuencias relevantes dentro del vector incluyen el gen de resistencia a
kanamicina en bacterias y un origen de replicacién bacteriano Co/E].

El vector fagémido pGADT7 contiene un sitio de multiple clonado con el terminador ADH1
de levaduras, clonado tras una regién que contiene el promotor de ADHI, el dominio de
activacién de GAL4 fusionado a la sefial de localizacién nuclear de SV40 y el epitope
hemoaglutinina (HA). Ademis, este pldsmido tiene el marcador de seleccién LEU2, que permite a
las levaduras crecer en un medio carente de leucina, y el origen de replicacién en levaduras 2.
Otras secuencias relevantes dentro del vector son el gen de resistencia a ampicilina en bacterias, el
origen de replicacién bacteriano pUC'y el origen de replicacién de ADN simple hebra F1.

El vector fagémido pGBKT7 contiene un sitio de multiple clonado con los terminadores T7 y
ADH1 de levaduras, clonado tras una regién que contiene un fragmento del promotor de ADH1,
el dominio de unién a ADN de GAL4 y el epitope c-Myc. Ademds, este plismido tiene el
marcador de seleccién 7RPI, que permite a las levaduras crecer en un medio carente de
triptéfano, y el origen de replicacién en levaduras 2. Otras secuencias relevantes dentro del
vector son el gen de resistencia a kanamicina en bacterias, el origen de replicacién bacteriano pUC
y el origen de replicacién de ADN simple hebra F1.

Los pldsmidos pGEX permiten la expresién de proteinas recombinantes en E. coli como
fusiones a la proteina Glutatién S-transferasa de Schistosoma japonicum (GST). Esto facilita la
purificacién de las proteinas de fusién mediante cromatografia de afinidad utilizando una
columna de glutatién-Sepharose. La expresién se encuentra regulada por el promotor zac, que es

inducido por isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG), un andlogo de la lactosa. Ademds,
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estos vectores presentan el gen /acl9, que expresa una proteina represora que reconoce una regiéon
del promotor zac, lo que impide la expresién de la proteina recombinante hasta la induccién con
IPTG. Otras secuencias relevantes dentro del vector son el gen de resistencia a ampicilina en

bacterias y el origen de replicacién bacteriano pBR322.

1.5. Mutantes de Arabidopsis thaliana

En la tabla 3 se muestran las diferentes mutantes insercionales de Arabidopsis thaliana
utilizadas en esta Tesis Doctoral. En la misma se indican el nombre del genotipo mutante con el
gen interrumpido, el ID del germoplasma, el ID del locus interrumpido y la referencia (en los

casos en los que existe).

Tabla 3. Lineas mutantes utilizadas

Nombre ID del ID del locus Locus Referencia
germoplasma | interrumpido

athbl-1 SALK_123216 | At3g01470 AtHB1
athbl-2 SALK_207381 At3g01470 AtHB1
pifl-2 o pil5-1 SALK 072677 At2g20180 PIF1 Hugq y col., 2004
pil5-2 SALK 131872 At2¢20180 PIF1 Penfield y col., 2005
pif3-7 CS66042 At1g09530 PIF3
pif4-2 CS66043 At2g43010 PIF4 Leivar y col., 2008a
pif5-3 o pil6-1 CS66044 At3g59060 | PIF5/PIL6 | Fujimoriy col., 2004
pifq CS66049 II))III;Z/I;III;%/ Leivar y col., 2008b
athb1-2/pif1-2 AcHB1/PIF1
upfl-5 SALK_112922 | At5g47010 UPF1 Arciga-Reyes y col., 2006
upf3-1 SALK_025175 | Atlg33980 UPF3 Arciga-Reyes y col., 2006

1.6. Oligonucleétidos

Las siguientes tablas 4 y 5 indican el nombre, la secuencia y los sitios de restriccién (cuando los

hay) de los oligonucleétidos utilizados en esta Tesis. Los oligonucledtidos utilizados para los

clonados se detallan en la tabla 4 mientras que aquellos utilizados para las determinaciones por

RT-PCR se describen en la tabla 5.
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Tabla 4: Oligonucleétidos utilizados para clonado

Los sitios de restriccién se encuentran subrayados, mientras que en negrita se resaltan los nucleétidos solapados.

Nombre del ) Sitio de .,
. L Secuencia L. Construccién
Oligonucleétido Restriccién

AtHB1 F 5'-gCggAATTCATggAATCCAATTCgTTTTTC-3' EcoRI Clonado de AtHB1
AtHBI R 5'-gCoggATCCTAAggCCATCCCCAgAAAg-3' BamHI Clonado de AtHB1
AtHB1 ACTR R 5" ¢CggTCeACTACTCTTgTTTgCCCTgAAgC-3' Sall Clonado de AtHB1 ACTR
AtHB1 CTRF 5'-gCgeAATTCCAAgAgACAgCTAATgAACCA-3' EcoRI Clonado de AtHB1 CTR
AtHB1 A259-272 R 5'-gCgggATCCTACEACgg TgAAg Teg TgegC-3' BamHI Clonado de AtHB1 A259-272
AtHB1 A239-272 R 5'-gCeggATCCTAACTggCgTTgCTgTTgTCT-3' BamHI Clonado de AtHB1 A239-272
AtHB1 A224-272 R 5'-gCgggATCCTAAgAgTCACAgCTgTCTAET-3' BamHI Clonado de AtHB1 A224-272

AtHBI1 A239-253 F
AtHBI A239-253 R
AtHBI1 A216-227 F
AtHBI1 A216-227 R

5'.CAACgCCAgTACCACTTCACCETCgCACgA-3'
5'-gTgAAgTggTACT ggCgTTgCTgTTgTCTT-3'
5'-CgACgCACCTATCgTACCCATCCAAgACAA-3'
5 TeggTACgAT AggTgCgTCoTCeTCTAGTA-3'

Clonado de AtHB1 A239-253
Clonado de AtHB1 A239-253
Clonado de AtHB1 A216-227
Clonado de AtHB1 A216-227

Clonado de AtHB1 259-272
Clonado de AtHB1 259-272

AtHB1 259-272 F
AtHBI 259-272 R

5'-AATTCCACgATCATCACggTgAATCAT TggCTTTCTgegeATgeCCTTAg-3' | EcoRI
5'-gATCCTAAggCCATCCCCAgAAAGCCAATATTCACCgTgATgATCgTgg-3' | BamHI

athbl W269A R 5'-CCCggATCCCTAAggCCATCCCgCgAAAgCCAAT-3' BamHI Clonado de athbl W269A
athbl W271A R 5'-gCCggATCCCTAAggCgCTCCCCAgAAAgC-3' BamH]I Clonado de athbl W271A
athbl W269A-W271A R 5'-CCCggATCCCTAAggCgCTCCCgCgAAAgCCAAT-3' BamHI Clonado de athbl W269A-W271A

69

athbl G270A R 5'-gCgggATCCTAAggCCATgCCCAgAAAg 3' BamHI Clonado de athbl G270A
athbl F268A R 5'-gCgggATCCTAAggCCATCCCCAggCAgCCAA-3' BamH]I Clonado de athbl F268A
athbl E264A F 5'-gATCATCACggTgCATCATTggCTT-3' Clonado de athbl E264A
athbl E264A R 5'-AAgCCAATgATgCACCgTgATgATC-3' Clonado de athbl E264A
AtHB7 F 5'-gAATTCgAgATgACAgAAggT geAg-3' EcoRI Clonado de AtHB7

AtHB7 R 5'-ggATCCTTTCATgACCAAAAATCCCgC-3' BamHI Clonado de AtHB7

AtHB7 ACTRR 5'-gCgggATCCTACTgTgTCTTCTTTTgCgT Cg-3' BamHI Clonado de AtHB7 ACTR
AtHB7 A230-258 R 5'-ggATCCTATgATgTCAAACAACTATCAgC-3' BamHI Clonado de AtHB7 A230-258
AtHB7 230-258 F 5'-gCggAATTCTCTgATgAT TggAgAgg TTTC-3' EcoRI Clonado de AtHB7 230-258
AtHBI12 F 5'-gggAATTCeTgAAAACCAT ggAAgAAgg-3' EcoRI Clonado de AtHB12

AtHBI12 R 5'-gCCggATCCegCTTTTATgACCAAAACTCC-3' BamHI Clonado de AtHB12

AtHB12 ACTRR 5'-gCCggATCCTTAgTAATCACCATCATTACA-3' BamHI Clonado de AtHB12 ACTR
AtHB12 A227-235 R 5'-ggATCCTAgCTgCTAgAT Tgg TCTAAgA-3' BamHI Clonado de AtHB12 A227-235
AtHB12 A208-235 R 5'-gCggeATCCTAAgATgTCAAgCAACTATCATC-3' BamHI Clonado de AtHB12 A208-235
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AtHB12 208-235 F
AtHBI13 F

AtHBI13 R

AtHB13 ACTRR
AtHB13 A275-294 R
AtHB13 275-294 F
athb13 W285A-W287A R
athb13 D289A R
athb13 S282P-F284A F
athb13 S282P-F284A R
AfTBP2 F

AfTBP2 R

AtTFIIB F

AtTFIIB R

GAL4BD F

GAL4BD R

prGALL F

prGAL1 R

35Smin F

GUSNH2 R
pQE32His F
pQE32His R

NOS121 F

NOS121 R
promAtHB1 F
promAtHB1 R

del5prAtHB1 F

AtPIF1 cDNAF
AtPIF1 cDNA R
Salk LBb1.3
AtHBI genom F
AtHBI genom R
PIF1 genom F
PIF1 genom R

5'-gCggAATTCTCTgAgAAT TggegAge TTTC-3'
5'-ggCgAATTCATgTCTTgTAATAAT ggAATgTC-3'
5'-gCCggATCCATTTCAATTgTACTgT TgCTgATC-3'
5'-gCgggATCCTCATgATTCTgTTTgTTCTCTg-3'
5'-gCggeATCCTTACATgTTACTgATACTATTCTC-3'

5'-geCgAATTCgAAgAGAATAgTATCAgTAAC-3'

5'-gCggATCCTCAATTgTACTgTTgCTgATCAAgCgCTegCaCAAAACCAgA-3'

5'-gCggeATCCTCAATTgTACTgTTgCTgAgCAAgCCA-3'
5'-CCATCCTggTgCTTggCCATggC-3'
5'-gCCATggCCAAgCACCAggATgg-3'
5'-CCgggATCCgAATggCTgATCAAggAACge-3'
5'-gCCgTCeACTTATTgCTggACCTTCCTgAA-3'
5'-gCgggATCCTCATgT CggATgCgTATTgTA-3'
5'-gCgCTCgAgTCAAgAAACEACTTCAAggAC-3'
5'-gCgTCTAgAgCTTgAAgCAAgCCTCCTgAA-3'
5'-gCgTTCgTTTTAAAACCTAAgAgTCAC-3'
5'-gCgAAgCTTAgAgCCCCATTATCTTAgCCT-3'
5'-gCgCTgCAgAAgg TTTgT ggeeCCAgg TTA-3'
5'-TgACgCACAATCCCACTATC-3'

5'-TTgggg TTTCTACAggAC-3'
5'-gCgTCTAgACATTAAAgAggAgAAATTAAC-3'
5'-gCgCTCgAgTTAgCTgCAggTCgACCCg-3'

5' gCgCTCgAggAATTTCCCCgATCgTTCAAA-3'
5'-gCgCgAATTCCCgATCTAgTAACATA-3'
5'-gCggTCgACeAAAATAgCTgAATgTgTAAg-3'
5'_gCgTCTAgAgATCAACAGAAATAAAACAAC-3'

5'-CgCTCTAgAAgCTAAACTCATTTCCTTCAAC-3'

5'-gCgTCTAGAACCATgCATCATTTTgTCCCTgAC-3'
5'-gCgeTCeACTTAACCTgTTgTgTgg TTTCC-3'

5" ATTTTgCCgATTTCggAAC-3'
5'-ggACCCCAgAgAgCTCAgAA-3'
5'-CATgACgATggAgTCgTAgTTA-3'

5'-gog TeAAgATgATGATCTTATgg-3'
5'-AgATCgTCgAAgACCT TgT Tg-3'

EcoRI
EcoRI
BamHI
BamHI
BamHI
EcoRI
BamHI
BamHI

BamHI
Sall
BamHI
Xhol
Xbal

Hindlll
Psil

Xbal
Xhol
Xhol
EcoRI
Sall
Xbal

Xbal

Xbal
Sall

Clonado de AtHB12 208-235
Clonado de AtHB13

Clonado de AtHB13

Clonado de AtHB13 ACTR
Clonado de AtHB13 A275-294
Clonado de AtHB13 275-294
Clonado de athb13 W285A-W287A
Clonado de athb13 D289A
Clonado de athb13 S282P-F284A
Clonado de athb13 S282P-F284A
Clonado de AcTBP2

Clonado de AcTBP2

Clonado de AtTFIIB

Clonado de AtTFIIB

Clonado de GAL4 BD-AtHBx
Clonado de GAL4 BD-AtHBx
Clonado de pMC-GAL1:GFP-GUS
Clonado de pMC-GAL1:GFP-GUS
Clonado de pMC-GAL1:GFP-GUS
Clonado de pMC-GAL1:GFP-GUS
Clonado de pBI122

Clonado de pBI122

Clonado de pBI122

Clonado de pBI122

Clonado del promotor de AtHB1
Clonado del promotor de AtHB1
Clonado del promotor de AtHB1 sin
el UTR

Clonado de AtPIF1

Clonado de AtPIF1

Genotipado de mutantes SALK
Genotipado de mutantes de AzHBI
Genotipado de mutantes de AtHBI
Genotipado de mutantes de PIFI
Genotipado de mutantes de P/FI
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Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados para las determinaciones por RT-PCR

Nombre del Oligonucleétido

Actin qF
Actin qR
GUS qF
GUS gR
GAL4 gF
GAL4 qR
AtHB1 gF
AtHB1 qR
AtPLP4 qF
AtPLP4 qR
AXTH26 qF
AXTH26 qR
AtCYPI7B3 qF
AtCYPI7B3 qR
AdRT1 qF
AdRT1 qR
AtMRD1 gF
AtMRDI gR
AtGA4H qF
AtGA4H ¢R
AtERF2 qF
AtERF2 qR

Secuencia
5'-ggTAACATTgTgCTCAgTggTge-3'
5" AACgACCTTAATCTTCATgCTeC-3'
5'-TgCggACTTACgTggCAAAggAT-3'
5'-AAgCCgACAGCAgTTTCATCA-3'
5'-CgAACAAgCATgCgATATTTeCCgA-3'
5" TgTgCCCTAgTCAgCgeAgACC-3'
5" TeCCAAgAAeCT Tgg TCTAC-3'
5 CATgACgATggAgTCoTAGTTA-3'
5'-gCATCgAAATgggeATTgATgTg-3'
5" TCegAACgAAgACTTgAAAGAC-3'
5'-TCCgAAgTTgTgTggTTCgTCg-3'
5'-gTTgCCCAgTCTTCTgCgTTCC-3'
5 TggTCAAgg TCCACCCACTTATg-3'
5 TCCCCTTTgI'gTCCTCCaegT-3'
5'-AgTTCACT CggTgeTCATTggA-3'
5" ACTCAgCCTggAggATACAACCg-3'
5'-ACAAACCTTAgAAATTCCggCggC-3'
5'-CTgCTgCCgTCgTCgAgAgT-3'
5'-CgCAgCCCATACAGACTCgACC-3'
5'_ggACCCCACAggTAAgCCATTg-3'
5-gTTTgAgACggCggAAgATE-3'
5'-CgACgACSACEACEAAgAASAT-3'

Construccién

RT-qPCR para Actinas
RT-qPCR para Actinas
RT-qPCR para GUS
RT-qPCR para GUS
RT-qPCR para GAL4 BD
RT-qPCR para GAL4 BD
RT-qPCR para AtHB1
RT-qPCR para AtHB1
RT-qPCR para AtPLP4
RT-qPCR para AtPLP4
RT-qPCR para AtXTH26
RT-qPCR para AtZXTH26
RT-qPCR para AtCYP97B3
RT-qPCR para AtCYP97B3
RT-qPCR para AtIRT1
RT-qPCR para At/RT1
RT-qPCR para AtMRD1
RT-qPCR para AtMRD1
RT-qPCR para AtGA4H
RT-qPCR para AtGA4H
RT-qPCR para AtERF2
RT-qPCR para AtERF2



2. Construcciones genéticas para levaduras
2.1. Construcciones de fusién al dominio de unién a ADN de GAL4

BD-AtHBI: El ADNc obtenido por retrotranscripcién de ARN obtenido de las pldntulas
descriptas en el punto 10.3 fue utilizado como molde para amplificar la secuencia codificante
completa de AtHBI, utilizando los oligonucleétidos ActHB1 F y AtHB1 R (tabla 4). El producto
de la amplificacién fue purificado y posteriormente clonado en los sitios EcoRl/BamHI, para
obtener las construccién deseada.

BD-AtHB7, BD-AtHB12 y BD-AtHBI3: Estas construcciones se generaron amplificando el
ADNCc completo correspondiente a cada uno de los genes AtHB7, AtHBI12 y AtHBI13 a partir
clones previamente obtenidos por la Dra. Delfina A. Ré y el Dr. Agustin L. Arce, usando los pares
de oligonucleétidos AtHB7 F/AtHB7 R, AtHB12 F/AtHB12 R y AtHB13 F/AtHB13 R,
respectivamente (tabla 4). Luego de purificar los productos deseados, los mismos fueron clonados
en los sitios EcoRl 'y BamHI del vector pGBKT7.

BD-AtHBx mutantes: Las construcciones mutantes athbIACt, BD-AtHB1 Ct, BD-athb7ACt,
BD-athb12ACt, BD-athb13ACt, BD-athb1A259-272, BD-athb1A239-272, BD-athb1A224-272,
BD-AtHBI 259-272, BD-athb7A229-258, BD-AtHB7 229-258, BD-athb12A227-235, BD-
athb12A208-235, BD-AtHB12 208-235, BD-athb13A275-294, BD-AtHB13 275-294, BD-athb1
W269A, BD-athbl W271A, BD-athbl W269A-W271A, BD-athbl G270A, BD-athbl F2684,
BD-athb13 W285A-W287A y BD-athb13 D289A fueron producidas mediante amplificacién por
PCR utilizando oligonucledtidos especificos (tabla 4) y las construcciones de cada HD-Zip
fusionado al BD de GAL4 como molde. Luego, los productos amplificados fueron clonados en
los sitios EcoR1/Sall o EcoRl/BamHI del vector pGBKT7. Para las construcciones BD-athb1A239-
253, BD-athb1A216-227, BD-athbl E264A y BD-athbl3 S282P-F284A fueron producidas
haciendo uso de la técnica descripta por Higuchi y col. (1988). Bésicamente, se amplificaron por
PCR dos regiones del ADNc de AtHBI y de AtHB13 cercanas a la regién a mutar o a fusionar
usando cuatro oligonucleétidos (tabla 4): los dos de los extremos con sitios de restriccién que
permiten el clonado de la construccién mientras que los centrales (especificos de la zona de fusién
o de mutaci6én) con 20 b especificas para el fragmento a amplificar, mds 10 b complementarias al
fragmento a fusionar, quedando ambos oligonucleétidos solapados por 20 pb. Luego de una

primera amplificacién, se procedié a la purificacién de los fragmentos como se describe en el
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punto 6.3. Posteriormente, se realizé6 una segunda PCR usando como molde 2 pl de ambos
productos obtenidos anteriormente y los oligonucleétidos que se hibridan los extremos de la

construccién. El producto del tamafio esperado se purificé y finalmente se cloné en los sitios

EcoR1/BamHI del vector pGBKT7.

2.2. Construcciones de fusién al dominio de activacién de GAL4

AD-HA-AtTBP2 y AD-HA-AtTFIIB: Para generar estas construcciones, los ADNc
correspondientes a AtTBP2 (At1g55520) y AtTFIIB (At2g41630) fueron amplificados mediante
RT-PCR a partir de ARN total de hojas de Arabidopsis, utilizando los pares de oligonucle6tidos
AtTBP2 F/AcTBP2 R y AcTFIIB F/AtTFIIB R, respectivamente (tabla 4). Posteriormente, los
productos obtenidos fueron purificados y clonados en los sitios BamHI y Xhol del vector
PGADT7.

AD-HA-AtHBI: Para generar esta construccidn, la secuencia codificante correspondiente fue

clonada en los sitios £coR1/BamHI del vector pGADT7, a partir del clon BD-AtHBI.

3. Construcciones genéticas para plantas
3.1. Construcciones para la expresién constitutiva

pBI122: Con el objeto de expresar en plantas distintas proteinas con una etiqueta de
histidinas reconocibles por un anticuerpo especifico, se introdujo el His-tag y el sitio de maltiple
clonado del vector pQE32 en el vector pBI121, generindose el plismido denominado pBI122.
Para ello, se amplific6 por PCR el His-tag y el sitio de multiple clonado a partir del vector
pQE32, y el terminador nos a partir del vector pB/121, utilizando los oligonucleétidos pQE32His
Fy pQE32His R, y NOS121 F y NOS121 R, respectivamente (tabla 4). El producto His-tag fue
subclonado en los sitios Xbal/Xhol del vector pET15b, generdndose el vector pET-His. Dicho
plésmido fue posteriormente utilizado para subclonar el terminador 7os en los sitios Xhol/EcoRI, y
asi generar el vector pET-His:NOS. Finalmente, el vector pBI122 fue construido al digerir el
vector pET-His:NOS con las enzimas de restriccién Xbal/EcoRI, y clonar el inserto purificado en
el plismido pBI121.

358::His-AtHBI: Para generar esta construccion, la secuencia codificante correspondiente fue

clonada en los sitios EcoRI/Sall del vector pGEX473, a partir del clon BD-A:HBI.
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Posteriormente, el ADNc de AtHBI fue clonado en el sitio BamHI del vector pBI122. El sentido
de la insercién fue determinado por PCR y por reacciones con enzimas de restriccién.

358::HA-AtHBI: La construccién fue generada digiriendo el clon AD-HA-AtHBI con las
enzimas de restriccion Bglll/Xhol. El fragmento purificado fue subclonado en los sitios
BamH]1/Xhol del vector pBluescript SK(-), para posteriormente clonar el ADNc en los sitios
XballXhol del pliasmido pBl122.

358::BD-AtHBx: Las construcciones 358::BD-AtHBI, 35S::BD-AtHB12, 355::BD-AtHBI13 y
sus distintas versiones mutantes fueron generadas amplificando por PCR la secuencia codificante
BD-AtHB salvaje o mutante, empleando los oligonucletidos GAL4BD F y GAL4BD R (tabla 4)
y el clon BD-AtHB correspondiente como molde. Los productos obtenidos fueron purificados y
clonados en los sitios Xbal/Xhol (para AtHB1) o Xbal/BamHI (para AtHB12 y AtHB13) del
vector pBI122.

pCAMBIA-HisTag: Con el objeto de seleccionar plantas transgénicas utilizando la resistencia
a higromicina, se cloné el promotor 355CaMV, la etiqueta de histidinas y la sefial de
poliadenilacién de la nopalina sintetasa en los sitios HindlIl/EcoRI del vector pCAMBIA1380,
generdndose el plismido denominado pCAMBIA-HisTag. Este Gltimo fue utilizado para poder
expresar en forma ectdpica y constitutiva a AtPIF1 y AtHBI. Para obtener la construccién
358::AtPIF1, el ADNc correspondiente a dicho gen fue amplificado mediante RT-PCR a partir
de ARN total de semillas de Arabidopsis hidratadas durante seis h, utilizando los oligonucleétidos
AtPIF1 ¢cDNA F y AtPIF1 ¢cDNA R (tabla 4). El producto de amplificacién fue purificado y
clonado en el vector pGEM-T Easy (Promega) para facilitar la determinacién de su secuencia, y
posteriormente en el vector pCAMBIA-HisTag en los sitios Xbal/Sall. Por Gltimo, la construccién
358::HA-AtHBI se generd digiriendo el clon HA-AtHBI en pBluescript SK(-) con las enzimas de

restriccién Xbal/Xhol, y clonando el fragmento purificado en el plismido p CAMBIA-HisTag.

3.2. Construcciones para expresar un gen reportero bajo el control de un promotor especifico
PromAtHBI::GUS: Para poder analizar el patrén de expresién de AtHBI, se realizd la

construccién PromAtHBI::GUS. Para ello, se realizé una extracciéon de ADN genémico de

Arabidopsis thaliana como se detalla en el punto 6.2. Utilizando como molde el ADN obtenido,

se amplificé la regién promotora junto con la regién 5’ no codificante de AzHBI usando los
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oligonucleétidos promAtHB1 F y promAtHB1 R (tabla 4) y el producto fue clonado en el vector
pGEM-T Easy, generando el clon pGEM-prAT1I. Posteriormente, el promotor fue clonado en los
sitios Sa/l/Xbal del vector pENTR3C, que se utilizd para realizar la recombinacién GATEWAY”
(como se detalla en el punto 7.3) con el vector de destino pKGWFS7. Ademds, se generé una
construccién que sélo contuviera el promotor de A#HBI (sin la regién 5 no codificante),
denominada PromAtHBI::GFP::GUS, amplificando dicha secuencia promotora con los
oligonucleétidos promAtHB1 F y del5prAtHB1 R (tabla 4) y utilizando como molde el clon
pGEM-prAT1I. El producto de amplificacién se purificé y fue clonado en los sitios Sall/Xbal del
vector pENTR3C, y el plismido obtenido fue utilizado para realizar la recombinacién
GATEWAY" con el vector de destino pKGWFS7.

PromAtHBI-5UTR::GUS: Ademds, se generé una construccién que solo contuviera el
promotor de A#HBI (sin la regién 5’ no codificante), denominada PromAtHBI-5UTR::GUS,
amplificando la secuencia promotora con los oligonucledtidos promAtHB1 F y del5prAtHB1 R
(tabla 4) y utilizando como molde el clon pGEM-prAT1I. El producto de amplificacién se purificé
y fue clonado en los sitios Sall/Xbal del vector pENTR3C, y el plismido obtenido fue utilizado
para realizar la recombinacién GATEWAY® con el vector de destino pKGWFS7.

PMC::GAL1:GFP::GUS: Para poder expresar un gen reportero bajo el control de un
promotor con secuencias reguladoras reconocidas por el dominio de unién a ADN de GAL4, se
construyé el plismido denominado pMC::GALI:GFP::GUS. Para ello, un fragmento del
promotor de GALI que posee elementos en cis reconocidos por GAL4 fue amplificado a partir de
ADN genémico de levaduras (Saccharomyces cerevisiae AH109), utilizando los oligonucleétidos
prGALI F y prGALI R (tabla 4). El producto purificado se cloné en los sitios Hindll1/Psd del
vector pBluescript SK(-), generdndose el plasmido pBS-prGALI. Por otro lado, la caja TATA del
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor fue amplificada por PCR a partir del vector
pBI121, utilizando los oligonucleétidos 35Smin F y GUSNH2 R (tabla 4), y el producto fue
clonado en el vector pGEM-T Easy. Posteriormente, la caja TATA fue subclonada en los sitios
Pst/Xbal del vector pBS-prGALI obtenido previamente. Finalmente, la regién promotora
artificial generada fue clonada en el vector pENTR3C, y el plismido obtenido fue utilizado para

realizar la recombinacién GATEWAY” con el vector de destino pKGWFS7.
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4. Construcciones genéticas para la expresién de proteinas recombinantes en Escherichia coli
BL21 Codon Plus

GST-AtHB7 y GST-AtHBI13: Para generar los clones GST-AtHB7 y GST-AtHBI13, las
secuencias codificantes completas de los ADNc correspondientes fueron clonadas en los sitios
EcoRI y Xhol del vector pGEX4T1 (Amersham Bioscience), a partir de los clones BD-AtHB7 y
BD-AtHBI3, respectivamente.

GST-AtHBI: Esta construccién se generé a partir del clon BD-AtHBI. El ADNc completo
fue subclonado en los sitios EcoRI1 y Sall del vector pGEX4 T3, para luego ser digerido con BamHI
y clonado en el mismo sitio del vector pGEX3X. El sentido de la insercién fue determinado por
PCR y por reacciones con enzimas de restriccion.

La figura MyM-1 muestra un esquema resumido de los vectores usados en esta Tesis doctoral.
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Figura MyM-1. Representacién esquemidtica (no a escala) de los vectores utilizados

CaMYV 358, 35S del virus del mosaico de la coliflor; AD GAL4, dominio de activacién de GAL4; ADH, alcohol
deshidrogenasa; AmpF, resistencia a ampicilina; attR, sitio de recombinacién R; ccdB, gen letal; c-Myc Epitope Tag,
etiqueta de c-Myc; GAL4 BD, dominio de unién al ADN de GAL4; GFP, proteina fluorescente verde; GUS, f3-
glucuronidasa; HA Epitope Tag, etiqueta de hemoaglutinina; His tag, etiqueta de polihistidina; HPTII, resistencia a
higromicina en plantas; Kana®, resistencia a kanamicina; LB, borde izquierdo T; LEU2, auxotrofia a leucina; MCS,
sitio de multiple clonado; NLS, senal de localizacién nuclear; NOS, nopalina sintetasa; np#ll, resistencia a
kanamicina en plantas; ORI, origen de replicacién; RB, borde derecho T; Sm/St®, resistencia a
estreptomicina/espectinomicina; TRP1, auxotrofia a triptéfano.

5. Transformacién de bacterias y de levaduras
5.1. Transformacién de células de Escherichia coli y de Agrobacterium tumefaciens por
electroporacién

La preparacion de células competentes de Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens, y las
condiciones de electroporacién utilizadas fueron las recomendadas por el fabricante del equipo
(Gene Pulser ™, Bio-Rad Laboratorios Inc., USA). El choque eléctrico se realizé en cubetas de 0,2
cm (Bio-Rad) aplicando una diferencia de potencial de 2,5 kV. Inmediatamente después del pulso
eléctrico se agregd 1 ml de medio LB fresco y se incubd la suspensién durante 1 h a 37 °C para E.
coli y 1 h 30 min a 28 °C para A. tumefaciens. Finalmente, el cultivo se centrifugd a 4500 rpm
durante 5 min, el sedimento celular se resuspendié en 200 pl de medio y se sembré sobre LB
s6lido suplementado con los antibidticos correspondientes en placas de Petri. Estas placas se
incubaron a 37 °C o a 28 °C hasta la aparicién de colonias (aproximadamente 16 y 48 h para

Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens, respectivamente).

5.2. Obtencién de células competentes de Saccharomyces cerevisiae

La preparacién de células competentes de Saccharomyces cerevisiae fue realizada siguiendo las
instrucciones brindadas por del fabricante (Clontech’). Para ello, se realizé un estriado de las cepas
Y187 y/o AH109 en placas de Petri con YPDA sélido, y se las incub6 por 72 h a 28 — 30 °C. Se
inocul6 una colonia (de un didmetro de 2 — 3 cm) en 3 ml de YPDA, y se dejé crecer durante 8 h
a 28 — 30 °C con una agitacién de 230 — 250 rpm. Luego, 5 pl de dicho cultivo fueron
transferidos a un Erlenmeyer conteniendo 50 ml de YPDA, y las células se incubaron durante 16
—20 h a 28 — 30 °C con agitacién. Cuando se alcanzé una DOgo = 0,15 — 0,3, se centrifugé el
cultivo a 700 x g durante 5 min a temperatura ambiente, resuspendiendo las levaduras en 100 ml

de YPDA. Transcurridas 3 — 5 h de incubacién (DOgop = 0,4 — 0,5), el cultivo se centrifugé a 700
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x g durante 5 min a temperatura ambiente, y las células se resuspendieron en 60 ml de agua
desionizada estéril. Este paso se repitié y las células fueron resuspendidas finalmente en 3 ml de
solucién TE/LiAc 1.1 x, para posteriormente alicuotar el volumen en dos tubos Eppendorf de 1,5
ml. La suspensién celular se centrifugé a 13000 rpm durante 15 s, y las células competentes

fueron resuspendidas en 600 pl de solucién TE/LiAc 1.1 x.

5.3. Transformacién y seleccion de Saccharomyces cerevisiae

La transformacién de levaduras fue llevada a cabo utilizando la modificacién del método de
acetato de litio (Gietz y col., 1992).

En un tubo Eppendorf se pusieron 0,5 pl del vector pGBKT7 o pGADT7 con una
concentracién de 500 pg/ml, 50 pl de células competentes de la cepa correspondiente, 500 pl de
solucién PEG/LiAc y 5 ul de ADN de esperma de salmén desnaturalizado (10 mg/ml). La mezcla
se incubd a 28 - 30 °C durante 30 min, mezclando por vortex cada 10 min. Transcurrido este
tiempo, se agregaron 20 pl de DMSO, se mezcld y el tubo se dispuso en un bafio de agua a 42 °C
por 15 min, mezclando cada 5 min. Luego de una centrifugacién a 13000 rpm durante 15 s, las
células se resuspendieron en 1 ml de YPDA, y se incubaron por 90 min a 28 — 30 °C. El cultivo se
centrifugé a 13000 rpm por 15 s, y las células se resuspendieron en 1 ml de solucién de NaCl 0,9
%. Posteriormente, se esparcieron 150 pl de esta suspensién en una placa con el medio selectivo

correspondiente, y se las incubé a 28 — 30 °C hasta la aparicién de colonias (entre 3 — 5 dias).

6. Obtencién y cuantificacién de 4cidos nucleicos
6.1. Minipreparacién de ADN plasmidico

Para la preparacién de ADN plasmidico a partir de células de Escheribia coli y Agrobacterium
tumefaciens se utiliz6 el método de lisis alcalina, descripto por Bimboin y Doly (1979). Las células
transformadas de E. coli se cultivaron a 37 °C con agitacién y hasta saturacién en medio LB
suplementado con el antibiético correspondiente; mientras que las células transformadas de A.
tumefaciens se cultivaron a 28 °C, con agitacién hasta saturacién en medio LB suplementado con
kanamicina 50 pg/ml, estreptomicina 50 pg/ml y rifampicina 50 pg/ml. Luego se tomaron 1,5 ml
de cada cultivo y se centrifugaron durante 5 min a 5000 rpm. Cada sedimento celular se

resuspendié en 100 pl de Solucién Iy se incubé en hielo por 5 min. Posteriormente, se agregaron
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200 pl de Solucién 11, se mezclé por inversién y se incubd durante 5 min en hielo. Se prosiguié
con la preparacién, agregando 150 pl de Solucién III y la mezcla se incubé nuevamente 5 min en
hielo, antes de ser centrifugada durante 15 min a 12000 rpm y 4 °C. Se recuper? el sobrenadante,
se le practicé una extraccién fenol:cloroformo 1:1 (v/v) y se centrifugé 10 min a 8000 rpm. Se
recuperd la fase acuosa y se precipité el ADN plasmidico mediante el agregado de 2 volimenes de
etanol absoluto. Esta mezcla se incubé 60 min a -20 °C y se centrifugd 15 min a 12000 rpm y a 4
°C. El precipitado se lavé con etanol 70 % (v/v) y se dejé secar a temperatura ambiente.

Finalmente, el ADN plasmidico fue resuspendido en 30-50 pl de agua destilada estéril.

6.2. Minipreparacién de ADN genémico de Arabidopsis thaliana

Para analizar la presencia de los transgenes en las plantas de Arabidopsis thaliana transformadas,
se realizaron preparaciones de ADN genémico empleando un método rdpido descripto por Li y
Chory (1998) con algunas modificaciones. Se corté una hoja joven y se colocé en un tubo, para
ser macerada durante 15 s Luego se agregaron 700 ul de solucién de extraccién de ADN
gendmico, se agité vigorosamente durante 15 s, se dejé reposar en hielo, y se realizé una
extraccién con 700 pl de la mezcla fenol:cloroformo 1:1 (v/v). Luego de centrifugar 10 min a
12000 rpm, se recuperd el sobrenadante y se hizo otra extraccién sélo con cloroformo (1
volumen). Posteriormente, se centrifugé 10 min a 12000 rpm, y se precipité el ADN agregando
al sobrenadante 1 volumen de isopropanol y 1/10 volimenes de NaAc 3 M (pH 5,2), para luego
incubar 1 h a -20 °C. La mezcla alcohdlica se centrifugé 20 min a 12000 rpm, el precipitado se
lavé con 500 pl de etanol 70 % (v/v) y se secd a temperatura ambiente. Finalmente el ADN

gendmico se resuspendié en 100 pl de agua destilada estéril.

6.3. Purificacién de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

La purificacién de fragmentos de ADN se realiz6 a partir de geles de agarosa de bajo punto de
fusién (Promega), empledndose solucién TAE 1 x tanto para la preparacién del gel como para la
solucién de corrida. Una vez identificadas mediante visualizacién sobre transiluminador UV, las
bandas correspondientes a los fragmentos esperados se escindieron utilizando un bisturi estéril y
se incubaron con 2 volimenes de agua milliQ en un bano de agua a 65 °C hasta observar la

completa disolucién de la agarosa. Posteriormente, se llevaron a cabo 2 extracciones sucesivas con
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1 volumen de fenol y a continuacién una extraccién con cloroformo, todas seguidas de una
centrifugacién de 10 min a 10.000 rpm a temperatura ambiente, a fin de separar las fases. El
ADN presente en la fase acuosa fue precipitado mediante el agregado de 1/10 volimenes de NaAc
3 M (pH 5,2) y 1 volumen de isopropanol. Para facilitar la precipitacién de fragmentos de muy
bajo peso molecular o que se encontraban en baja cantidad, se adicionaron 2,5 pg de ARNt
(Sigma) a la solucién alcohdlica. Tras la precipitaciéon y su posterior lavado con etanol 70 %, el
fragmento purificado fue solubilizado en 12 pl de H,O milliQ estéril.

En los casos en los que fue preciso obtener ADN de alta calidad a partir de geles de agarosa, se
empleé el equipo comercial GEX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham
Pharmacia Biotech Inc.).

La purificacién de los vectores binarios y de clonado, después del corte con enzimas de

restriccidn, fue realizada directamente por precipitacién etandlica para evitar el dano mecdnico.

6.4. Extraccién y purificacién de ARN total

Las extracciones de ARN fueron realizadas con un reactivo simil Trizol (Invitrogen™)
preparado en el laboratorio, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Chomczynski y Sacchi,
1987). Para estas extracciones, se pulverizaron 50 — 100 pg de tejido vegetal con N liquido en un
mortero estéril, y luego se transfirié el polvo fino a un tubo de tipo Eppendorf en el cual se agregd
1 ml del reactivo de extraccién. Tras mezclar varias veces por inversién, la mezcla se incubd a
temperatura ambiente por 10 min antes de agregar 200 pl de cloroformo y centrifugar por 15
min a 12000 rpm a 4 °C. La fase acuosa se precipité posteriormente con 1 volumen de
isopropanol, incubando 30 min a -20 °C. Tras un lavado con etanol 70 % v/v y secado, el
precipitado se resuspendié en 30 pl de agua milliQ estéril. La integridad del ARN extraido se

corroboro por electroforesis en condiciones desnaturalizantes, como se detalla en el punto 8.2.

6.5. Cuantificacién de dcidos nucleicos

La calidad y cantidad del ADN y del ARN fueron evaluadas con el equipo Nanodrop
NanoPhotometer™ (IMPLEN) midiendo la absorbancia a 260 nm (Sambrook y col., 1989), en
el que un valor de Ay de 1 corresponde, aproximadamente, a 40 mg/ml de ARN, a 50 mg/ml de

ADN doble hebra o a 37 mg/ml de ADN simple hebra. Para cada medicién se utilizé un
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volumen de 3 pl por muestra. La posible contaminacién por proteinas fue determinada mediante
el cociente Azso/Azso, y la de carbohidratos y compuestos fendlicos mediante el cociente Azgo/Azso.
El valor para dichas relaciones cuando las muestras presentan una calidad aceptable debe estar

comprendido entre 1,8 y 2.

7. Reacciones enzimdticas
7.1. Digestién de ADN con endonucleasas de restriccion

Las digestiones de fragmentos de ADN se realizaron con las enzimas de restriccion y las
soluciones reguladoras correspondientes, segtin las condiciones recomendadas por los fabricantes.
En todos los casos fueron utilizadas de 1 a 5 U de enzima por cada microgramo de ADN a

digerir.

7.2. Ligacién de moléculas de ADN

La ligacién de fragmentos de ADN se llevé a cabo utilizando 1 U de T4 ADN ligasa
(Promega) en un volumen de reaccién de 10 pl empleando la solucién amortiguadora de reaccién
provista por el fabricante de la enzima. Se utilizaron cantidades de inserto y vector tales que la

relacién molar entre ambos fuera 5:1. La incubacidn se realizé durante toda una noche a 4 °C.

7.3. Reaccién de recombinaciéon GATEWAY®

La recombinacién in vitro de fragmentos de ADN se llevé a cabo utilizando 1 pl de
GATEWAY® LR Clonase™ II Enzyme Mix (Invitrogen™), 1 ul del vector Destination (150
ng/pl), 1 pl de buffer TE pH 8, y 2 ul del vector Entry (150 ng/pl). La incubacién se realizé
durante tres h a temperatura ambiente, y los 5 pl fueron utilizados para transformar células

competentes.

7.4. Amplificacién de fragmentos de ADN mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR)

Para las reacciones de andlisis utilizando como molde ADN plasmidico o ADN genémico
vegetal los volimenes de reaccién fueron de 25 pl. En todos los casos se utilizé la solucién

reguladora de pH provista por el fabricante de la enzima, a la cual se le agregaron los siguientes
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reactivos: MgCl, 2 mM; dNTP 0,2 mM de cada uno y dos oligonucleétidos especificos (0,4 pM
cada uno). Posteriormente, a esta mezcla de reaccién se le anadieron entre 6 y 10 ng de ADN
molde y la enzima 7zg ADN polimerasa o Pfu ADN polimerasa (PB-L, Universidad de Quilmes,
Bs. As.), en una concentracién de 1,5 U de enzima por reaccién. Finalmente se procedié a la
reaccién de amplificacién.

Estas reacciones se llevaron a cabo en el termociclador PTC-100" Peltier Termal Cycler (M]
Research), y en general se utilizé el siguiente programa, en el que la temperatura de hibridizacién
se establecié de acuerdo a la composicién de bases de los oligonucleétidos utilizados, aplicando la
siguiente relacién para su cdlculo: T, =2x (A +T) + 4x (G + C) - 5°C.

Programa: (1 minutos a 94 °C, 1 minuto a T,, 1-2 minutos a 72 °C*) 30 ciclos + 10 minutos a
72 °C.

* El tiempo de extensién varié dependiendo del largo del fragmento a amplificar. En el caso de
Tag ADN polimerasa el tiempo se estimé en 1 min por cada 1000 pb a amplificar. Cuando la
polimerasa utilizada fue Pfu (presenta un mecanismo de prueba de error) el tiempo fue de 1 min
por cada 600 pb.

Cuando se trabajé con ADN genémico como molde, se realizé una desnaturalizacién previa a 94

°C durante 5 min.

8. Anilisis de 4cidos nucleicos
8.1 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para el anilisis de fragmentos de ADN en geles de agarosa se utilizd el sistema de tipo
submarino (Ausubel y col., 1987). La concentracién de agarosa varié entre 1,5 y 0,7 % (P/V),
dependiendo del tamafio del fragmento analizado. Los geles fueron preparados en solucién TAE 1
x con una concentracién de bromuro de etidio 0,3 pg/ml y la muestra, antes de ser sembrada, fue
mezclada con solucién de siembra en una relacién 1/10 (v/v).

La separacidn electroforética se realizd en solucién TAE 1 x, a voltaje constante entre 1 y 5 V
por cm de gel. La visualizacién del ADN en el gel se llevé a cabo mediante un transiluminador de
luz UV (310 nm) Fotodyne, USA.

En todos los casos en los que fue necesario estimar la longitud de los fragmentos de ADN

separados electroforéticamente, se empledé como marcador una muestra de ADN del bacteriofago
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A, digerido previamente con la enzima Hind II1. Esta digestién genera fragmentos de ADN de

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

8.2. Electroforesis de ARN en condiciones desnaturalizantes

La separacién electroforética de moléculas de ARN se realiz6 en geles de agarosa en
condiciones desnaturalizantes. La concentracién de agarosa utilizada fue de 1 % (p/v) y los geles
fueron preparados en solucién HEPES 1 x y formaldehido 6 %. Antes de la corrida
electroforética, a cada muestra (entre 5 y 10 ug de ARN total) se le agregaron 3 volimenes de
solucién de desnaturalizacidn y la mezcla se incubd 5 min a 65 °C. Después del calentamiento, se
agregé 1/10 volimenes de solucién de siembra y 0,5 pl de bromuro de etidio 10 mg/ml. La
separacion electroforética se llevé a cabo en solucién HEPES 1 x, empleando un voltaje constante
de 3 V por cm de gel. La visualizacién del ARN se realizé en un transiluminador de luz UV (310

nm) Fotodyne, USA.

8.3. Transcripcién reversa de ARN total

Las reacciones de transcripcion reversa se llevaron a cabo cursando el siguiente protocolo en
dos etapas: 1. En un volumen final de 10 pl, se colocé 1 pg de ARN con oligonucleétidos poli-
dTV 0,1 pM (poli-dTV consiste en 1 nucledtido variable, ubicado en el extremo 5, seguido de
24 nucleétidos de timina). Esta mezcla se incub6 durante 5 min a 70 °C, para luego ser colocada
inmediatamente en hielo (este tratamiento permite desarmar las estructuras secundarias del
ARN). Terminado este proceso, se le adicionaron a la mezcla 6 pl de solucién amortiguadora de
la enzima, 2 pl de ANTP (20 mM), 200 U de transcriptasa reversa M-MLV (Promega) y se
completé el volumen hasta 30 pl con agua milliQ estéril. Dicha mezcla se incubé 1,5h a42°Cy

luego se procedié a inactivar la enzima calentando la reaccién 5 min a 80 °C mds 30 s adicionales

294 °C.

8.4. Cuantificacién de transcriptos por PCR en tiempo real
La PCR cuantitativa en tiempo real fue llevada a cabo usando un termociclador PTC-200™
(MJ Research, Inc.) que tiene acoplado un detector de fluorescencia Cromos 4 (M] Research,

Inc.). Las reacciones se realizaron en volimenes finales de 20 pl que contenian: 2,5 pl SyBr green
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1 x; 0,1 ul ANTP (20 mM); 0,4 pl de cada oligonucleétido especifico (20 pmol/ul); 3 mM
MgCly; 10 ul de una dilucién 1/50 del producto de la transcripcién reversa previamente
descripta; y 0,05 pl Taq Platinum (Invitrogen™). La fluorescencia emitida se registré en forma
continua durante 40 ciclos. Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados se detallan en la tabla
5.

Los niveles de expresién de los genes ACTINA2 y ACTINAS de Arabidopsis thaliana se
utilizaron para normalizar los niveles de expresién de los genes de interés ya que han sido
evaluados previamente como genes normalizadores (Charrier y col., 2002), de acuerdo al método
AACt (Livak y Schmittgen, 2001). Todas las cuantificaciones fueron realizadas con triplicados
biolégicos y repetidas al menos tres veces. Las diferencias obtenidas se consideraron significativas
para un valor p inferior a 0,05 (Prueba t de Student). Los valores de cuantificacién se expresaron

en forma relativa a un control al cual le fue asignado arbitrariamente el valor uno (1).

8.5. Andlisis del transcriptoma por RNA-Seq

Se realizaron extracciones de ARN total a partir de pldntulas salvajes y mutantes athbl-1
crecidas en condiciones de dia corto durante cuatro dias utilizando RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen), como sugiere el fabricante. Diez pg por muestra fueron enviados a la plataforma de
Genome Technology Access Center en la Escuela de Medicina de la Universidad de Washington,
donde los ARN mensajeros fueron purificados utilizando Dynal mRNA Direct kit
(Lifetechnology). Posteriormente, estos ARN fueron fragmentados y sometidos a transcripcion
reversa para obtener ADNc doble hebra, para lo cual se utilizaron oligonucleétidos aleatorios.
Luego, se les adicionaron los adaptadores y los ADNc fueron secuenciados en un equipo HiSeq
2500. Los archivos fastQ fueron alineados con el dltimo ensamblaje del genoma de Arabidopsis
thaliana ecotipo Col-0 (TAIR10; liberado en junio de 2009) mediante TopHat versién 2.0.8,
usando Bowtie2 versién 2.1.0.

Una vez cuantificados los transcriptos totales para cada réplica de los dos genotipos
analizados, las lecturas fueron sometidas a la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para
identificar aquellos genes regulados diferencialmente. De aquellos que presentaron un valor p

inferior a 0,05 sélo se continud el estudio con los que se encontraban inducidos o reprimidos dos
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veces 0 més en la mutante azhbI-1 con respecto a su par salvaje. Finalmente, de estos tltimos
genes obtenidos se analizaron los que presentaron en promedio mds de 10 lecturas.
8.6. Determinacién de la secuencia de moléculas de ADN

Para determinar la secuencia de ADN de los distintos fragmentos clonados se utilizé el servicio
de Macrogen Sequencing System en Seul, Corea. Para usar este servicio se enviaron 10 pl de cada
plésmido 100 ng/pl y 10 pl de un oligonucleétido especifico (5 uM), esto tltimo cuando la
construccién no permitia la realizacién de la secuencia con oligonucleétidos universales. Las
muestras fueron procesadas en un secuenciador automdtico ABI3730XL. Los datos de las

secuencias y sus respectivos cromatogramas nos fueron enviados en forma electrénica.

8.7. Andlisis de las secuencias

Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas, se analizaron con programas informdticos. Para
las busquedas de homologia, se consultaron las bases de datos del EMBL, Gene Bank y SWISS
PROT, utilizando el programa BLAST (Altschul y col., 1997) a través del servidor National

Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

El alineamiento de las secuencias proteicas se realizé utilizando la versién on-line del programa
MAFFT mediante el algoritmo L-INS-i (http://align.bmr.kyushu-u.ac.jp/mafft/software/; Katoh
y Toh, 2008) o PRALINE con los pardmetros predeterminados (Simossis y Heringa, 2005). Las

reconstrucciones filogenéticas se armaron empleando el programa PhyML 3.0 que utiliza un

algoritmo basado en mdxima verosimilitud o maximun likelihood (http://www.atge-

montpellier.fr/phyml/; Guindon y Gascuel, 2003), utilizando como modelo de sustitucién al
JTT. Por dltimo, los distintos dominios presentes en los FT's fueron encontrados por homologia

con los descriptos para otras proteinas, mediante la base de datos del Pfam

(http://pfam.sanger.ac.uk/; Finn y col., 2008).

8.8. Identificacién de los motivos AHA en las regiones carboxilo terminal

Para poder definir los motivos AHA presentes en AtHB1, AcHB7, AtHB12 y AtHB13, se
realiz6 una comparacién entre las secuencias proteicas de factores de transcripcion HD-Zip 1
provenientes de diferentes especies vegetales que presentaran un CTR similar. Estas secuencias

fueron obtenidas mediante un andlisis bdsico de alineamiento de secuencias proteicas (blastp)
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utilizando la secuencia completa de AtHB12, AtHB1 y AtHB13 (representantes de los grupos I,
III y V, respectivamente; Arce y col., 2011) contra la base de datos de proteinas no redundantes
del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; se utilizaron los pardmetros predefinidos, el 30 de
junio de 2013; Altschul y col., 1990). Cada conjunto de secuencias obtenidas fue alineado
utilizando el programa MAFFT (materiales y métodos punto 8.7), y los alineamientos se
inspeccionaron manualmente para descartar secuencias con CTR cortos o claramente divergentes.
Luego de este filtro, se analizaron un total de 37 secuencias para AtHB12 y AtHB7, 35 para
AtHBI1, y 95 para AtHB13.

Los sequence logos que se muestran fueron generados con el programa Weblogo

(http://weblogo.berkeley.edr/; Crooks y col., 2004), utilizando los alineamientos previamente

obtenidos. Ademds, se utilizé el programa MEME para identificar motivos putativos dentro de las

regiones carboxilo-terminales de las proteinas (http://meme.ncbr.net/; Bailey y col., 2009).

9. Material vegetal y condiciones de cultivo
9.1. Cultivo de plantas

El cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana y de Nicotiana benthamiana se realizé en una
cdmara de cultivo, con iluminacién y temperatura controladas (16 h de luz a 24 °C y 8 h de
oscuridad a 21 °C). Las condiciones de iluminacién requeridas (120 pE/m?) fueron obtenidas en
forma artificial manteniendo las plantas bajo 6 tubos fluorescentes, intercalando tubos de luz
blanca y tubos Grolux (Sylvania) ubicados en forma adyacente.

Para los ensayos de pldntulas en placa, las semillas de Arabidopsis thaliana fueron desinfectadas
y sembradas en placas de Petri con medio de cultivo MS agar. Luego de la ruptura de la
dormancia durante 3 dias en oscuridad a 4 °C, las placas se colocaron en la cdmara de cultivo y se
las cultivo durante el tiempo necesario en condiciones de dia largo (16 h de luz y 8 h de

oscuridad), dfa corto (8 h de luz y 16 h de oscuridad) u oscuridad total.

9.2. Transformacién de Arabidopsis thaliana

El método que se utilizé para transformar plantas de Arabidopsis thaliana fue el de inmersién

(Floral Dip), descripto por Clough y Bent (1998).
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Se prepararon 8 macetas de 10 cm de didmetro con vermiculita:perlita:turba (1:1:1 v/v), y una
capa superior de tierra. Se sembraron entre 5 y 10 semillas por maceta, se colocaron en una
bandeja con solucién Hoagland 0.5 x y se cubrieron con papel de nylon transparente. Las plantas
se mantuvieron en una cdmara de cultivo, con condiciones de luz y temperatura controladas.
Luego de una semana, cuando se observé la aparicién del primer par de hojas, se retiré el papel de
nylon.

Las plantas se cultivaron, aproximadamente cuatro semanas, hasta la floracién y cuando los
pedinculos florales estaban emergiendo, se cortaron las inflorescencias sin dafar las hojas
caulinares. Dos o tres dias después del corte, surgieron nuevas inflorescencias de las yemas
laterales; las cuales volvieron a cortarse. Esta operacidn se repitié dos o tres veces mds, hasta que
en todas las inflorescencias existieran al menos cuatro flores no abiertas. La transformacién se
realiz6 dos dias después del dltimo corte.

Para preparar la suspensién de transformacién, se cultivaron células de Agrobacterium
tumefaciens transformadas con la construccién adecuada en el vector pBI121, en 10 ml de medio
LB suplementado con rifampicina 50 pg/ml, estreptomicina 50 pg/ml y kanamicina 50 pg/ml o
espectinomicina 50 pg/ml; durante 24 h a 28 °C, con agitacién. Este cultivo se utilizé para
inocular 300 ml del mismo medio y se dejé crecer hasta que alcanzé la fase estacionaria, entre 12
y 16 h. Las células se cosecharon por centrifugacién a 4500 g durante 20 min y los sedimentos
celulares se resuspendieron en 800 ml de solucién de sacarosa al 5 % conteniendo 300 pl del
detergente Silwet L-77 (OSI Specialties, Inc.). Las plantas se sumergieron 60 s en esta solucién,
evitando que el liquido entrara en contacto con la tierra. Luego, las macetas se colocaron en
posicién horizontal dentro de una bandeja, se taparon con papel de nylon y se trasladaron a la
cdmara de cultivo. Al dia siguiente, se retiré el papel de nylon y las macetas se ubicaron en
posicién normal. Se regaron por sub-irrigacién y las plantas se dejaron crecer hasta que las
semillas estuvieran maduras, entre 4 y 5 semanas.

Finalmente, se recolectaron las semillas de cada maceta por separado, se limpiaron
manualmente de los restos de vainas y tierra y se conservaron a 4 °C hasta el momento de su

analisis.
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9.3. Seleccién de transformantes de Arabidopsis thaliana

Las semillas recolectadas del experimento de transformacién fueron esterilizadas mediante un
lavado en etanol 70 % (v/v) durante 5 min, un lavado en lavandina 10 % durante 20 — 30 min y
tres enjuagues con agua destilada estéril. Luego se sembraron en placas de Petri conteniendo
medio MS suplementado con kanamicina 25 pg/ml o higromicina 25 pg/ml.

Para el caso de la seleccién con kanamicina, en los primeros dias en la cdmara de cultivo, la
mayoria de las semillas germinaron (95 — 99 %). Aproximadamente a los 10 dias, los cotiledones
de las plantas sensibles se tornaron amarillos, mientras que los de las transformantes
permanecieron verdes. Las placas se mantuvieron en la cimara de cultivo durante siete dias mds,
hasta observar que las plantas transformadas desarrollaban hojas verdaderas, mientras que las no
transformadas perecian.

Para el caso de la seleccién con higromicina, se sigui6 el protocolo propuesto por Harrison y
col. (2006). Luego de un periodo de estratificacién de 72 h, las semillas fueron expuestas a la luz
durante 6 h para favorecer la germinacidn, y, posteriormente, las placas se mantuvieron en
oscuridad total en la cdmara de cultivo durante tres dias. Las plantas transformadas se pudieron
distinguir de las sensibles al antibiético debido a que las transformantes elongaron el hipocotilo.
Las placas se mantuvieron en la cdmara de cultivo durante siete dias mds, hasta observar que los
cotiledones se tornaron verdes.

Las plantas transformadas se pasaron a macetas con vermiculita:perlita:turba (1:1:1 v/v) con
una capa superior de tierra regadas con solucién Hoagland 0.5 x, y asi se cultivaron hasta que las
vainas estuvieron maduras. Luego se embols6 en sobres de papel cada planta en forma individual

para recolectar las semillas y conservarlas a 4 °C, hasta el momento de su andlisis.

9.4. Identificacién de las lineas transformantes de Arabidopsis thaliana

A las plantas F1 de cada construccién que habian sido seleccionadas por su resistencia al
antibidtico correspondiente, se les realizé una extraccién de ADN genémico a partir de una hoja
de la roseta. Con el producto de esta extraccién se hizo una reaccién de PCR, empleando los
oligonucleétidos y las condiciones de reaccién de acuerdo a la construccién correspondiente. Con

las lineas que dieron resultados positivos, se procedié a obtener plantas homocigotas.
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9.5. Obtencién de lineas homocigotas de Arabidopsis thaliana

Para la obtencién de plantas homocigotas, se partié de las plantas transformantes identificadas
en el andlisis por PCR descripto en el punto 7.4. En primer lugar, se cosecharon las semillas de
cada planta F1 en forma independiente y se sembraron alrededor de 20 lineas en placas de Petri,
para ser seleccionadas como se detalla en el punto 9.4. Cada una de las plantas provenientes de un
evento de transformacién independiente, hermanas entre si, se transplanté nuevamente a tierra y
se las coseché.

La siembra en placas de Petri en medio selectivo, pasaje a tierra y cosecha de semillas se repiti6
sucesivamente, y aquellas sub-lineas en las que todas las plantas presentaron resistencia al
antibidtico correspondiente fueron consideradas homocigotas. Asi se obtuvieron al menos tres

lineas de plantas homocigotas para cada construccion.

9.6. Transformacién transitoria de plantas de Arabidopsis thaliana

Se transformaron pldntulas germinadas durante 5 dias en medio MS 0.25 x suplementado con
sacarosa 1 %, de acuerdo al método de transformacién FAST descripto por Li y col. (2009). Las
bacterias Agrobacterium tumefaciens LBA4404 previamente transformadas con las construcciones
correspondientes se crecieron hasta saturacién en medio LB con los antibidticos correspondientes,
y se utilizé dicho cultivo para repicar en 10 ml de medio YEB. Una vez alcanzada una DOggo de
1.5, los cultivos se centrifugaron a 2000 g durante 10 min, se lavaron con 10 ml de la solucién de
lavado FAST, para posteriormente resuspenderlos en la misma solucién. El medio de
transformacién fue preparado con MS 0.25 x, sacarosa 1 %, acetosyringona 100 pM, Silwet L-77
0.0025 % y el cultivo bacteriano con una DOgo final de 0.5. Las plantulas de Arabidopsis thaliana
fueron infectadas con la mezcla de transformacién en oscuridad durante 40 h. Luego, las pldntulas
fueron lavadas una vez con lavandina al 1 %, tres veces con agua destilada y finalmente se las
congelé utilizando nitrégeno liquido para la extraccién de ARN posterior (como se detalla en el

punto 6.4) y andlisis.

9.7. Transformacién transitoria de plantas de Nicotiana benthamiana
Se utilizaron plantas de tabaco crecidas en macetas durante 25 dfas para transformar sus hojas.

Se aplicé la técnica que utiliza Agrobacterium tumefaciens e infiltracién con jeringa (adaptado de



de Felippes y Weigel, 2012). Las bacterias se crecieron con agitacién constante en medio LB a 28
°C conteniendo el plismido binario con la construccién genética correspondiente. Al llegar a
saturacién, las células se centrifugaron a 2000 g por 10 min y se resuspendieron en medio de
infiltracién de tabaco. Se mantuvieron en agitacién a temperatura ambiente durante 3 h, luego se
les midi6 la DOgoo y se las diluyé en medio de infiltracién de Nicotiana hasta llegar a una DOgoo
de 0,4. En todos los casos se agregé al mismo tubo una suspensién de A. tumefaciens transformada
con un vector que permite la expresién de la proteina p19 a una DOgg final de 0.05. p19 es una
proteina supresora del silenciamiento mediado por ARNs pequenos, ya que captura ARNs de 21-
25 nucledtidos, inhibiendo su funcién (Canto y col., 2006; Westhof, 2004). Esta suspensién
bacteriana se utilizé para transformar las hojas de N. benthamiana en la cara abaxial mediante la
ayuda de una jeringa pldstica de 5 ml. Luego de 48 h, se cortaron discos de las hojas infiltradas y

se congelaron en nitrégeno liquido para su posterior anilisis.

10. Andlisis de plantas de Arabidopsis thaliana
10.1. Andlisis histoquimico de la actividad S-glucuronidasa

Las plantas de A. thaliana transformadas con la construccién PromAtHBI:GFP-GUS que
resultaron resistentes al antibiético kanamicina en la seleccién del punto 9.5 y en las cuales se
puso en evidencia la presencia del transgén correspondiente por PCR, se sometieron a pruebas
histoquimicas de actividad B-glucuronidasa.

Para ello, las plantulas se transfirieron a una solucién Na,HPO4 50 mM (pH 7,0), Tritén X-
100 0,1 %, X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-inolil f-D-glucurénido) 2 mM, se sometieron a vacio
durante 5 min y se incubaron a 37 °C en luz durante 3 h. Luego de la incubacién se fijaron en
una solucién de formaldehido 10 % v/v, etanol 20 % v/v y dcido acético 5 % v/v durante 10 min
a temperatura ambiente. Se retiré el fijador, se agregd etanol 70 % para decolorar los tejidos y se
guardaron en solucién etandlica a 4 °C hasta ser fotografiadas. Las imdgenes digitalizadas se
tomaron con una cdmara Coolpix 995 digital Nikon sobre microscopio 6ptico y lupa.

El andlisis histoquimico se realizé con pldntulas de 4, 10 y 14 dias, crecidas en placas de Petri

con medio MS-agar y con plantas de 28 y 35 dias germinadas en maceta.
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10.2. Tratamiento osmético de las plantulas de Arabidopsis thaliana

Para poder aislar la region codificante de AtHB1, las pldntulas fueron cultivadas en medio MS
agar durante 14 dias, como se detalla en el punto 9.1, y se las traspasé a MS liquido (5 ml en
cubetas de 35 mm de didmetro) suplementado con manitol 300 mM durante 24 h. Luego, se

aislé el ARN total como se detalla en el punto 6.4.

10.3. Tratamiento con cicloheximida de las plantulas de Arabidopsis thaliana

Para poder inhibir la traduccién, las plantulas fueron cultivadas en medio MS agar durante 14
dias, como se detalla en el punto 9.1, y se las traspasé a MS liquido (5 ml en cubetas de 35 mm
de didmetro) suplementado con cicloheximida 20 uM, y se sometieron a vacio durante 5 min.

Luego de una incubacién de 5 h, se aislé el ARN total como se detalla en el punto 6.4.

10.4. Medicién de la longitud de los hipocotilos en pldntulas

La longitud de los hipocotilos de los distintos genotipos de Arabidopsis thaliana fue medida
siguiendo las recomendaciones de Fankhauser y Casal (2004). Luego del tiempo de crecimiento
indicado, al menos 25 pldntulas por placa de cada genotipo fueron depositadas horizontalmente
sobre una ldmina de acetato, y escaneadas utilizando una resolucién de 1200 puntos por pulgada.
La longitud de los hipocotilos fue cuantificada haciendo uso del software Image]. Todos los
experimentos fueron realizados por triplicado, y repetidos al menos tres veces con distintos
conjuntos de semillas. La significancia estadistica de las diferencias entre los valores medios

obtenidos fue analizada utilizando el lenguaje estadistico R (R Development Core Team, 2011).

10.5. Tratamiento con etileno de las plantulas de Arabidopsis thaliana

Las semillas fueron sembradas en placas de Petri con medio MS agar suplementado con el
precursor de etileno ACC (4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico) 1 y 10 uM. Después de
cinco dias de cultivo, se medié la longitud de los hipocotilos, como se detalla en el punto 10.4, o

se aislé el ARN total, como se detalla en el punto 6.4.
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11. Células de Saccharomyces cerevisiae

11.1. Ensayo para la inhibicién del crecimiento de levaduras transformadas que expresan HIS3
Las células de levaduras transformadas AH109 con el vector pGBKT7 fueron repicadas en

cubetas de 35 mm de didmetro, con 5 ml de medio SD —His sin suplementar o suplementado con

0,5 mM, 2,5 mM, 5 mM, 10 mM y 15 mM de 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT), concentraciones

recomendadas por el proveedor (Clontech). Luego, se incubaron por tres dias a 28 — 30 °C y se

observé el crecimiento de colonias de levaduras.

11.2. Ensayos con filtros de la actividad f-galactosidasa

Se repicaron levaduras AH109 transformadas con el vector pGBKT7 en medio SD —Trp
sélido, y se las incubé durante 2 — 3 dias a 28 — 30 °C. Transcurrido este tiempo, se dispuso un
papel Whatman No. 5 seco sobre las levaduras para que las colonias se adhieran al mismo.
Cuando el papel se humedecid, se lo retiré cuidadosamente y se lo sumergié en nitrégeno liquido
por 10 s (con las colonias hacia arriba). Mientras se esperaba que el filtro se descongele a
temperatura ambiente, se apoy6 otro papel Whatman No. 5 estéril sobre un placa de Petri que
contenfa 10 ml de solucién Z/X-Gal. Posteriormente, este filtro remojado fue traspasado a otra
placa vacia, y se le apoyé encima el papel descongelado (con las levaduras hacia arriba),
intentando evitar la formacién de burbujas. Por tltimo, los filtros se incubaron a 28 — 30 °C y se

controlaron periédicamente hasta la aparicién de colonias azules.

11.3. Ensayos de cuantificacién de la actividad B-galactosidasa

Se repicaron levaduras AH109 transformadas con las construcciones en el vector pGBKT7 en
medio SD —Trp sélido, o levaduras Y187 co-transformadas con las construcciones en los vectores
pGADT7 y pGBKT7 en medio SD —Leu —Trp, y se las incubd durante 2 — 3 dias a 28 — 30 °C.
Transcurrido este tiempo, se tomd una colonia de cada construccidn, se las repicé en 2 ml de
medio selectivo liquido, se mezclé con vortex por 15 s para dispersar las células y se las incubd
toda la noche a 30 °C con agitacién de 230 rpm. Al dia siguiente, se traspasaron entre 500 — 800
pl de cada cultivo (de acuerdo a la saturacién de los mismos) a 8 ml de medio YPD liquido, y se
agregé la cantidad suficiente de medio selectivo para terminar con una relacién 8:2 (YPD:SD). Se

incubé el cultivo fresco a 30 °C por 3 — 5 h con agitacién (230 — 250 rpm) hasta que las células se
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encontraran en la mitad de la fase exponencial (DOgo de 1 ml = 0,5-1), y posteriormente se
midié la DOgyo exacta de cada cultivo. Se alicuotaron 1,5 ml del cultivo en tubos Eppendorf por
triplicado, se centrifugaron durante 1 min a 13000 rpm y se descarté el sobrenadante. Las células
fueron lavadas con 1 ml de solucién Z, se centrifugaron nuevamente, y se resuspendieron en 100
pl de solucién Z. Luego, los tubos fueron congelados en nitrégeno liquido y descongelados en un
bafo de agua a 37 °C durante 1 min; el ciclo de congelamiento/descongelamiento se repitié 2
veces mds. Posteriormente, se les agregaron 700 pl de solucién Z con B-mercaptoetanol, y la
reaccién se inicié con el agregado de 160 pl de ONPG disueltos en solucién Z (4 mg/ml,
solucién preparada 1 h antes de ser utilizada). Los tubos se incubaron a 30 °C hasta la aparicién
de una coloracién amarilla, y la reaccién se detuvo con 400 pl de Na,COs 1 M. Se centrifugd
durante 5 min a 13000 rpm para precipitar los desechos celulares, y se realizé la medicién de la
DO a 420 nm. Por ultimo, se calcularon las unidades de f-galactosidasa utilizando la siguiente

férmula:

1000 x D0O420
t X V x DO600

Unidad B-galactosidasa =

en la que:
e t=tiempo transcurrido de incubacién en minutos.
e V =volumen de células (0,1 ml) X factor de concentracién (15 veces).
e DOgy = Absorbancia a 600 nm de 1 ml de cultivo.
e DOy = Absorbancia a 420 nm de 1 ml de reaccién.
Una unidad de B-galactosidasa estd definida como la cantidad que hidroliza 1 pmol de ONPG
a o-nitrofenol y D-galactosa por minuto por célula (Miller, 1972; Miller, 1992).

11.4. Extraccién de proteinas totales para ensayos de western-blot

Las proteinas totales de levaduras se extrajeron de acuerdo a Kushnirov (2000) con algunas
modificaciones menores. Las células de Saccharomyces cerevisiae  AH109, previamente
transformadas con las diferentes construcciones, se crecieron en 3 ml de medio SD suplementado
con todos los aminodcidos menos Trp, durante toda la noche a 30 °C con agitacién. Luego, 1 ml
se transfirié a 10 ml de medio fresco, se las incubé a 30 °C con agitacién hasta que las células

estuvieran en fase exponencial de crecimiento, y una ODgyp = 7,5, momento en que se cosechd
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por centrifugacién a 13000 rpm. Las células se resuspendieron en 600 pl de NaOH 0,1 M, y se
las incubd a temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente, se centrifugé a 13000 rpm
durante 2 min, las levaduras se resuspendieron en 16 pl de solucién de siembra de levaduras y se
las hirvié durante 10 min. Este extracto fue utilizado para la deteccién de las proteinas de fusién a
GAL4-BD utilizando los anticuerpos anti-c-Myc hecho en ratén (GenScript) y anti-ratén HRP

(del inglés, Horseradish Peroxidase) hecho en conejo (Invitrogen™).

11.5. Preparacién de extractos proteicos

Se inocularon 2 ml de medio SD con los aminodcidos correspondientes, y se lo incubé a 30 °C
con agitacién hasta obtener un cultivo saturado. El medio fue trasvasado por completo a 10 ml de
medio YPD, y se lo incub6 a 30 °C con agitacién hasta que las células se encontraran en fase
exponencial tardia (DOego = 1 — 5). Las células se cosecharon por centrifugacién a 1500 x g
durante 5 min a 4 °C en tubos Eppendorf pesados previamente. Se determind el peso himedo (en
gramos) de levaduras por el aumento del peso de los tubos Eppendorf, valor que fue
aproximadamente igual al volumen de células (en ml). Las células se resuspendieron en 2 a 4
volimenes de agua helada, y se cosecharon inmediatamente por centrifugacién a 1500 x g
durante 5 min a 4 °C. Posteriormente, se agregaron de dos a tres volimenes de solucién
amortiguadora de disrupcién junto con cuatro volimenes de bolitas de vidrio. Luego, la
suspension se sometié a vortex a maxima velocidad durante 1 min y se dejé reposar el tubo en
hielo por 2 min. El proceso se repitié de tres a cinco veces mds. Por ultimo, se dejaron decantar
las bolitas de vidrio y se retiré el sobrenadante. Para extraer mayor cantidad de proteinas, las
bolitas de vidrio se lavaron con dos volimenes de la solucién amortiguadora de disrupcién, y
nuevamente se recuper6 el sobrenadante. Finalmente, para clarificar los extractos proteicos, se los

centrifugé a 12000 x g durante 30 min a 4 °C. Los extractos crudos fueron utilizados en el dia.

12. Andlisis de proteinas
12.1. Cuantificacién de proteinas

La concentracién de proteinas fue determinada utilizando el método descripto por Sedmak y
Grossberg (1977). Como patrén se utilizé una solucién de albimina sérica bovina para realizar

una curva de calibrado. Las determinaciones se realizaron con 5 pl de extracto proteico en 100 pl



de agua destilada y 900 pl del reactivo de Azul Brillante de Coomasie (Azul brillante de Coomasie
G-250 10 mg en 100 ml de etanol absoluto 5 % v/v y 4cido fosférico 10 % v/v). La absorbancia
se determiné en un espectrofotémetro a 595 nm. Se utilizé la curva patrén para determinar el

contenido proteico total de cada una de las muestras analizadas.

12.2. Extraccién de proteinas de plantas y ensayo fluorométrico de actividad f-glucuronidasa

El procesamiento de las muestras en mortero se llevd a cabo agregando N, liquido hasta
obtener un polvo fino que se transfirié a un tubo Eppendorf. Luego, se agregaron 200 pl de la
solucién amortiguadora de extraccién y se mezcld con vortex por 30 s. Se centrifugé a 13.000 rpm
durante 15 min a 4 °C. Se retiré el sobrenadante y se mantuvo en bano de hielo.

La reaccién fluorométrica se realizé siguiendo el método descripto por Welchen y Gonzilez
(2005). Se agregaron 5 o 10 pl de extracto proteico a 200 pl de una solucién 1 mM de sustrato
MUG (4-metilumbelliferil-B-D-glucurénido) disuelto en metanol 10 %. Los 200 pl de cada
reaccién se incubaron a 37 °C en bafio de agua durante 20 min. La reaccién enzimdtica se detuvo
utilizando 800 pl de NaCOj; 0,2 M. Los valores de medidas fluorométricas se expresaron en pmol
de MU (4-metilumbelliferona) x min™ x pg de proteinas totales” de acuerdo a una curva patrén
de RFU (unidades de fluorescencia relativa) vs la concentracién de producto 4-MU. A fin de
eliminar la actividad enzimdtica enddgena, a cada lectura de determinacién enzimdtica se le restd

el valor correspondiente al extracto proteico proveniente de plantas no transformadas.

12.3. Electroforesis de proteinas

La separacién de proteinas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS se llevé a cabo en
geles verticales siguiendo el procedimiento descripto por Laemmli (1970). Se utilizé una relacién
de acrilamida:bisacrilamida 30:0,8. El gel de separacion se preparé con una concentracién final de
acrilamida de 12 % (p/v) y del 6 % (p/v) en los geles de concentracién. La separacién
electroforética se realiz6 en solucién amortiguadora de corrida 1 x, aplicando una corriente de
intensidad constante a 25 mA. Las muestras a sembrar fueron previamente desnaturalizadas
mediante el agregado de un volumen de solucién de siembra SDS-PAGE e incubacién de 3 min

en bafo a 100 °C.
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Una vez finalizada la separacién electroforética, las proteinas fueron visualizadas en el gel por
tincién con una solucién de Azul Brillante de Coomassie R-250 (Sigma) 1 % (p/v) en una mezcla
de etanol:dcido acético:agua (50:10:40). El gel se incub6 en un bano de esta solucién durante
algunas horas en una estufa a 65 °C. Una vez tefiido, el gel fue retirado del bafio para ser
decolorado con una mezcla etanol:dcido acético:agua (25:10:65). Cuando el gel recobrd la
transparencia y sélo las bandas de proteinas conservaban el color azul del colorante se puso fin a
su decoloracién. Como marcador de masa molecular se usé un LMW Calibration Kit for SDS
(Amersham Biosciences). Sembrando 3 pl del mismo, se observaron las siguientes bandas: 97 kDa
(1,005 pg), 66 kDa (1, 245 pg), 45 kDa (2,2 pg), 30 kDa (1,245 pg), 20 kDa (1,2 pg) y 14,4
kDa (1, 74 pg).

12.4. Transferencia e inmunodetecciéon de proteinas en membranas de PVDF (western blo)

Luego de la separacién electroforética en geles de poliacrilamida desnaturalizantes, las proteinas
fueron electro-transferidas a filtros PVDF (fluoruro de polivinilideno; Thermo Scientific) en
solucién de transferencia a 4 °C, durante toda la noche a voltaje constante de 30 V, empleando
una cuba de transferencia 7Trans-Blot™ (Bio-Rad). Una vez finalizada la transferencia, las
membranas se bloquearon por incubacién durante 1 h en solucién PBS adicionada con leche
descremada en polvo al 5 % (p/v). En esta misma solucién se diluyé el anticuerpo primario
(dilucién 1:1000), y se lo dejé en contacto con la membrana durante 1 h a temperatura ambiente.
El exceso de anticuerpo no unido a las proteinas se eliminé mediante cuatro lavados de 15 min
con solucién PBS/leche al 5 % (p/v). Se agregd el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo
conjugado con la enzima peroxidasa (Invitrogen™), diluido 1:2000 en la misma solucién.
Después de incubar 1 h a temperatura ambiente, se realizaron cuatro lavados de 15 min con
PBS/leche al 5 % y dos lavados de 5 min con Tris-HCl 50 mM (pH 8,0). La deteccién de la
peroxidasa se realizd segin el protocolo de revelado recomendado por el fabricante usando

reactivos quimio-luminiscentes.

12.5. Expresién de las proteinas recombinantes en Escherichia coli
Para expresar en forma recombinante en bacterias, los HD-Zip I se clonaron en fase con la

proteina de fusién GST, en diferentes vectores pGEX (Smith y Johnson, 1988). Las células de
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Escherichia coli BL21 Codon Plus transformadas con la construccién deseada se hicieron crecer
hasta saturacién en 2 ml de medio LB suplementado con ampicilina y cloranfenicol, a 37 °C y
con agitacién. Una dilucién 1:100 en el mismo medio se incubé a 37 °C con agitacién, hasta
alcanzar una DOgo = 0,7. La induccién de la expresién de la proteina recombinante se realizd
mediante la adicién de IPTG 0,5 mM (concentracién final). El cultivo fue incubado a 28 °C con
agitacién durante 5 h adicionales. Posteriormente, las células fueron cosechadas centrifugdndolas
a 5000 rpm durante 10 min a 4 °C y se resuspendieron en 1/20 volimenes de solucién
amortiguadora de columna, respecto del volumen de medio de cultivo procesado. A continuacién
se agregd el inhibidor de proteasas PMSF en una concentracién final de 1 mM. Se rompieron las
células aplicando de 5 a 7 pulsos de ultrasonido de 15 s cada uno, separados por intervalos de 1
min en un procesador ultrasénico de alta intensidad (Vibra-CellTM VCX-600, Sonics &
Materials). Los lisados celulares se clarificaron centrifugando a 10000 rpm durante 10 min a 4 °C
y las fracciones sobrenadante y precipitada fueron recolectadas y conservadas a -20 °C hasta su

posterior andlisis.

12.6. Ensayos de pull-down

Una vez verificada la expresién de las proteinas recombinantes en forma soluble, se procedié a
inmovilizarlas en una columna de glutatién-Sepharose. El sobrenadante resultante de la
centrifugacién de los lisados celulares bacterianos se diluyé 3-5 veces en solucién amortiguadora
de columna y se sembré en una columna glutatién-Sepharose (Amersham), previamente
equilibrada en la misma solucién. Se empleé aproximadamente 1 ml de matriz para un volumen
de partida de medio de cultivo de 100 ml. El extracto proteico soluble se hizo interactuar con la
columna mantenida a 4 °C por agitacién durante 4 h, para lograr una eficiencia de unién maxima
a la fase sélida. Posteriormente, se lavd cuatro veces la columna con 8 voliimenes de solucién
amortiguadora de columna. Luego, 500 pl de los extractos proteicos provenientes de levaduras se
incubaron con las proteinas de fusién HD-Zip-GST, previamente inmovilizadas en la columna
glutatién-Sepharose, durante 2 h a 4 °C en agitacién. Luego de cuatro lavados con solucién
amortiguadora de columna, los extractos se centrifugaron a 6000 rpm durante 2 min a 4 °C, y se
liberaron las proteinas de la matriz por ebullicién de la columna con solucién de siembra SDS-

PAGE. Las proteinas obtenidas se sometieron a corrida electroforética en geles de poliacrilamida
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al 12 %. Finalmente, la deteccién de las bandas se realizd por western-blot utilizando los
anticuerpos anti-HA hecho en ratén (Invitrogen™) y anti-ratén HRP (del inglés, Horseradish

Peroxidase) hecho en conejo (Invitrogen™).

13. Soluciones utilizadas (ordenadas alfabéticamente)

Medio de infiltracién de Nicotiana benthamiana: MgCl, 10 mM; MES pH 5,2 10 mM;
acetosiringona 150 pM.

Solucién I de Minipreparacién: Tris-HCI 25 mM (pH 8); glucosa 50 mM; EDTA 10 mM.

Solucién II de Minipreparacién: NaOH 0,2 N; SDS 1% (p/v).

Solucién III de Minipreparacién: KAc 5 M, pH 5,2.

Solucién amortiguadora 10 x de corrida (Laemmli): Tris 250 mM; glicina 2,5 M; SDS 1 %
(p/v).

Solucién amortiguadora de columna o de disrupcién: Tris—=HCI pH 8,0 20 mM; MgCl, 10
mM; EDTA 1 mM; glicerol 5 %; DTT 1 mM; sulfato de amonio 0,3 M.

Solucién de Extraccién de ADN genémico de Arabidopsis thaliana: Tris-HCl 200 mM
(pH 8,0); NaCl 250 mM; EDTA 25 mM; SDS 0,5 % (p/v).

Solucién de lavado de FAST: MgCl, 10 mM; acetosiringona 100 uM.

Solucién de NaCl 0,9 %: NaCl 0,9 g/100 ml.

Solucién de siembra de ADN: Azul de bromofenol 0,25 % (p/v); xilencianol FF 0,25 %
(p/v); glicerol 30 % (v/v).

Solucién de siembra de levaduras: Tris-HCI pH 7,0 100 mM; SDS 10 %; glicerol 5 %; -
mercaptoetanol 4 %; azul de bromofenol 0,0025 %.

Solucién de siembra SDS-PAGE 2 x: Tris-HCl pH 7,0 100 mM; glicerol 20 % (v/v); SDS 4
% (p/v); B-mercaptoetanol 10 % (p/v); azul de bromofenol 0,01 % (p/v).

Solucién de transferencia (western-blot): Tris 3,03 g/l; glicina 14,4 g/1.

Solucién Hoagland 1 x: NHH,PO4 115,04 mg/l; KNOs 606,6 mg/l; Ca(NO3), 656,4 mg/l;
MgSOy4 240,78 mg/l; Fe-EDTA 20 uM; H3;BO;s 2,86 mg/l; MnCl, 4H,O 1,81 mg/l; ZnSO4
7H,0 0,22 mg/l; CuSOs 5H,0 0,08 mg/l; H;MoO; H,0 0,02 mg/l.
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Solucién patrén de X-Gal: 20 mg/ml de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-

galactopiranésido) en N,N-dimetilformamida.

Solucién PBS 1 x: NaCl 8 g/l; KCI1 0,2 g/l; Na,HPO4 0,61 g/l; KH,PO4 0,2 g/l.

Solucién PEG/LiAc: PEG 3350 40 %; TE 1 x; LiAc 100 mM.

Solucién TAE 1 x: Tris-Ac 20 mM (pH 8,5); EDTA 1 mM.

Solucién TE/LiAc 1.1 x: TE 1,1 x; LiAc 110 mM.

Solucién Z: Na,HPO, 7 H,O 16,1 g/l; NaH,PO4 H,O 5,5 g/l; KCI 0,75 g/l; MgSO4 7 H,O

0,246 g/l.

Solucién Z con B-mercaptoetanol: 100 ml de solucién Z; 0,27 ml de B-mercaptoetanol.

Solucién Z/X-Gal: 100 ml de solucién Z; 0,27 ml de B-mercaptoetanol; 1,67 ml de solucién

patrén de X-Gal.

Tris-HCI 8 x pH 8,9: Tris 36,6 % (p/v); HCI 3 M.

Tris-HCI 8 x pH 6,8: Tris 5,98 % (p/v); HCI 0,49 M.

Trizol preparado en el laboratorio:

Preparaci6n del fenol 4cido:

Se fundié el fenol en un bano a 68 °C.

Se adicioné 0,1 % de Hidroxiquinoleina (antioxidante, inhibidor de ARNasas).
Se adicioné agua bidestilada para saturar.

Se dej6 descansar un dia.

Se extrajo el agua de la fase superior y se le adicioné agua nueva.

Se repitieron los dos tltimos pasos dos veces mds.

Se fraccioné en frascos, se rotuld y se guardé en heladera.

De esta forma, el fenol es estable entre 8 a 10 meses.

Preparacién de 100 ml de Trizol: fenol dcido 38 ml; tiocianato de guanidina (0,8 M) 9,453 g;

tiocianato de amonio (0,4 M) 3,045 g; NaAc pH 5,0 (0,1) M 3,34 ml del stock 3 M; glicerol (5

%) 5,75 ml del stock 87 %; agua bidestilada hasta 100 ml.
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Introduccién

El extremo carboxilo terminal de los factores de transcripcién HD-Zip I estd conservado en
distintas especies

Todos los factores de transcripcién de tipo HD-Zip de la subfamilia I analizados hasta el
momento unen iz vitro con méxima afinidad la misma secuencia de ADN (Johannesson y col.,
2001; Palena y col., 1999). A su vez, estas proteinas en muchos casos presentan patrones de
expresion similares y se regulan por los mismos efectores ambientales y hormonas. Sin embargo, los
diferentes estudios hechos por nuestro grupo y por otros grupos de investigacion indican claramente
que estos FTs cumplen funciones diferentes en las plantas participando de variadas vias de
sefalizacién en respuesta a sequia, frio, patégenos, insectos y de desarrollo.

En este sentido, la identificacién mediante herramientas informdticas de motivos conservados
entre especies en las regiones carboxilo-terminales de los FT's HD-Zip 1, nos llevé a postular que
los mismos cumplirian papeles funcionales especificos en la planta. Entre estos motivos
conservados, encontramos sitios putativos de fosforilacién, sumoilacién y motivos de
transactivacién que serian responsables, al menos en parte, de la determinacién de la funcién
diferencial de cada miembro de la subfamilia (Arce y col., 2011).

Utilizando las proteinas completas, se demostré experimentalmente la actividad transcripcional
de varios miembros de la subfamilia HD-Zip I (Meijer y col., 2000; Wang y col., 2005); sin
embargo el papel que cumplen los CTRs en esta actividad fue sélo corroborada para AcHB12 (Lee
y col., 2001), y mds recientemente para Oshox22, HvHox2 y Vrs1 (Sakuma y col., 2013; Zhang y
col., 2012). Los anilisis realizados en estos casos permitieron asignar a los CTRs capacidad de
transactivacién pero no establecieron los motivos especificos funcionales en estas regiones ni los

aminodcidos responsables.

Los motivos AHA presentes en los factores de transcripcién
Los motivos AHA fueron descriptos por primera vez por Treuter y col. (1993), y se definieron
como regiones involucradas en la activacién transcripcional, presentes en FTs de la familia HSF

(del inglés Heat Stress Factors) de tomate. Estos autores hicieron ensayos en protoplastos con los
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FTs HSF24, HSF8 y HSF30, y describieron estos motivos como péptidos pequefios y esenciales
que exhiben un patrén caracteristico de residuos aromdticos e hidrofébicos embebidos en un
contexto dcido (AHA). Mds tarde, Déring y col. (2000) analizaron estos motivos en los FT's HSFA1
y HSFA2 de tomate, y concluyeron que los mismos pueden activar la transcripcién al contactar los
componentes del complejo de transcripcién basal. Ademds, determinaron que para establecer este
contacto forman una hélice anfipdtica cargada negativamente.

Entre de los motivos conservados detectados informdticamente en los FT's de la familia HD-Zip
I, se encontraron algunos que con alta similitud con los AHAs (Arce y col., 2011). Con la intencién
de dilucidar si estos motivos son realmente funcionales, se seleccionaron cuatro miembros de la
subfamilia HD-Zip 1, caracterizados en nuestro y en otros laboratorios (Aoyama y col., 1995;
Séderman y col., 1996; Hanson y col., 2001; Olsson y col., 2004; Son y col., 2010; Cabello y col.,
2012; Cabello y Chan, 2012; Valdés y col., 2012; Ré y col., 2014). Para realizar un andlisis mds
profundo. AtHB7 y AtHB12 son proteinas pardlogas pertenecientes al grupo I, mientras que
AtHB1 y AtHB13 son miembros del grupo III y V, respectivamente (Arce y col., 2011). Esta
eleccién no fue casual sino que se basé en que estos cuatro miembros de la familia contaban ya con
una caracterizacién funcional parcial. Se sabe que la expresion de los genes que codifican para estos
cuatro FT's es regulada por estrés abidtico (Henriksson y col., 2005). Los niveles de transcriptos de
AtHB7 y AtHB12 son inducidos por condiciones de déficit de agua, dependiendo del ABA y de la
actividad de las fosfatasas ABI1 y ABI2 (S6derman y col., 1996; Lee y Chun, 1998). A su vez, estos
cuatro HD-Zip I presentan funciones diferentes en la planta. AtHB7 y AcHB12 fueron descriptos
como reguladores negativos del desarrollo en condiciones de estrés abitico y en respuesta al ABA
(Séderman y col., 1996; Olsson y col., 2004; Ré y col., 2014); AtHB13 estd involucrado en el
metabolismo de respuesta a aziicares y en la respuesta a congelamiento, sequia y salinidad (Hanson
y col., 2001; Cabello y col., 2012; Cabello y Chan, 2012); y AtHB1 se ha descripto como un gen
que participa en el desarrollo foliar (Aoyama y col., 1995). Sin embargo, no se conocen las proteinas
con las que interaccionan estos FT's que probablemente sean fundamentales para el ejercicio de su

funcién.
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Resultados

La regién carboxilo terminal de AtHB1 actia como un dominio de activacién en levaduras

En primer lugar, nos propusimos analizar la funcionalidad putativa de las regiones conservadas
presentes en los CTRs de los FTs pertenecientes a la familia HD-Zip, subfamilia I. Para ello,
inicialmente elegimos como modelo de estudio al gen AtHB1 de Arabidopsis thaliana. La literatura
indicaba que AtHB1 actia como activador en protoplastos (Aoyama y col., 1995).

Se aisl6 el ADNc correspondiente a AtHB1 y se realizaron clonados en el vector pGBKT7,
adecuado para transformar levaduras. Las construcciones genéticas realizadas permitirian expresar
la proteina completa, sin el CTR y sélo el CTR, fusionados cada uno al dominio de unién a ADN
de GAL4 (construcciones BD-AtHBI1, BD-athbIACTR y BD-AtHB1 CTR en la figura Cl1-1a).
Estas construcciones fueron utilizadas para transformar células haploides de la cepa AH109. Esta
cepa contiene los genes HIS3, ADE2 'y LacZ (que codifican una enzima de la sintesis de histidina,
una enzima de la sintesis de adenina y la enzima f-galactosidasa, respectivamente) bajo el control
de regiones promotoras reconocidas por GAL4, lo que permite realizar ensayos de doble hibrido o
de simple hibrido con proteinas con actividad activadora intrinseca. Las levaduras, una vez
transformadas y seleccionadas, fueron repicadas en un medio carente de histidinas, en el que s6lo
pueden crecer las células que contienen construcciones con capacidad activadora. Como se muestra
en la figura C1-1b, se pudo observar crecimiento de las células con las construcciones BD-AtHB1
y BD-AtHB1 CTR, mientras que las levaduras con el vector pGBKT7 vacio (control negativo) o con
la construccién BD-athbIACTR no presentaron crecimiento. Ademds, se realizé un ensayo en filtro
para detectar la actividad f-galactosidasa, y los resultados obtenidos corroboraron lo observado
anteriormente (figura C1-1c).

Por lo expuesto, pudimos concluir que AtHB1 actda como activador de la transcripcién en
levaduras, y que esta actividad es ejercida por el CTR de este FT ya que la construccién en la que

el CTR fue eliminado, fue incapaz de activar.
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(n

BD-athb1ACTR
(1

BD-AtHB1 CTR
()

sl |2l
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Figura C1-1. El CTR de AtHB1 actiia como un dominio de activacién levaduras

a) La secuencia completa de AtHB1 (BD-A#HBI), una versién sin el CTR (BD-athb1ACTR) y sélo el CTR (BD-AtHBI
CTR) fueron fusionados al dominio de unién al ADN de GAL4 (GAL4-BD). El vector vacio pGBKT7, que expresa solo
el GAL4-BD, fue utilizado como control negativo. b) Ensayo de la inhibicién del crecimiento en un medio que carece de
His, en el que sélo pueden crecer las levaduras que expresan el CTR o la proteina completa de AtHBL1. ¢) Ensayo en filtro
de actividad f-galactosidasa para poder evaluar la transactivacién de AtHB1, en el que sélo se observa coloracién azul para
las construcciones BD-AtHBI y BD-AtHB1 CTR.

Los factores de transcripcién AtHB1, AtHB7, AtHB12 y AtHB13 acttian como activadores
en levaduras

Lee y col. (2001) informaron que AtHB12 es un activador de la transcripcién en levaduras, y
que la regién que ejerce dicha actividad se encuentra en el CTR, y en este trabajo de Tesis, hemos
demostrado que lo mismo ocurre con AtHB1 (figura C1-1). Sin embargo, las capacidades de
activacién de los distintos miembros de la familia HD-Zip I no han sido comparadas aun,
desconociéndose ademds, si estas capacidades influyen en las funciones distintivas de los miembros
de la familia. Con el objeto de tener un panorama mds amplio sobre la capacidad de activacién de
las proteinas HD-Zip I, se generaron construcciones en las cuales las regiones codificantes de
AtHB1, AtHB7, AtHB12 y AtHB13 fueron fusionadas al dominio de unién a ADN de GAL4
(GAL4-BD, por sus siglas en inglés), como se detalla en el punto 2.1 de materiales y métodos. La
representacion esquemdtica de estas construcciones se muestra en la figura C1-2a. Estos pldsmidos
fueron utilizados para transformar levaduras de la cepa AH109 y, una vez seleccionadas las
transformantes, se analizé la expresién del gen HIS3 (sintesis de histidina) y se cuantificé la
actividad (-galactosidasa.

La figura C1-2b muestra que AtHB13 presenta, comparativamente con los otros tres FTs, la
mayor actividad transcripcional seguido por AtHB12, mientras que AtHB1 y AtHB7 presentaron
actividades mds bajas. Con el objeto de cuantificar con mds precisién la relacién entre las

capacidades de activacién de estos FTss, realizamos ensayos de western-blot para detectar las distintas
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proteinas utilizando un anticuerpo anti-c-Myc. Sin embargo, las sefiales obtenidas fueron muy
débiles o nulas, por lo que los niveles de actividad quedaron expresados sélo como unidades Miller
(figura C1-2b).

Estos resultados indican que estos cuatro HD-Zip I tienen la capacidad de inducir la expresién
en un sistema de simple hibrido en levaduras, y que presentan diferentes grados de actividad

transcripcional en este sistema heterélogo.

a) b) 1B
DGBKT7
oGBKT7

BD-AHB1 DHDNDRSCFADVFV,
GO EITETED Gl  BD-AHB1 N/D
HOHHGESLAFWGWP
BD-AtHB7 i
Nt Hpzip o crr S N/D
SBBWRGFKSDTTTLLDQSSNNYPWRDFWS
BD-AtHB12 BD-AtHB12
SEN'WC';'GFN'ébéLLDQSSSNYPNWWEFWS
BD-AtHB13
BD-AtHB13
m - - - -
........................................... ! ; T T T

Actividad g-Gal (Unidades Miller)

Figura C1-2. AtHB1, AtHB7, AtHB12 y AtHB13 actdan como activadores en el sistema de simple hibrido en
levaduras

a) Representacién esquemdtica de las construcciones genéticas utilizadas: las secuencias completas de las cuatro
proteinas HD-Zip fueron fusionadas al dominio de unién al ADN de GAL4 (GAL4-BD). El vector que expresa sélo
GAL4-BD, pGBKT?7, fue utilizado como control negativo. b) Ensayo de actividad -galactosidasa. La actividad fue
cuantificada en unidades Miller, y las barras de error representan la desviacidon estdndar de triplicados técnicos
independientes. Panel derecho (IB): senal de inmunoblot con anticuerpos anti-c-Myc luego de un SDS-PAGE. N/D,
no detectado.

Los motivos de tipo AHA son necesarios y suficientes para la actividad transcripcional de
AtHB1, AtHB7, AtHB12 y AtHB13 en levaduras

Haciendo uso de herramientas informdticas, se detectaron en los CTRs de las proteinas HD-
Zip I de diferentes especies motivos con caracteristicas estructurales semejantes a las que presentan
los motivos AHA (Arce y col., 2011). Para poder definir los AHAs putativos en AtHB1, AtHB7,
AtHB12 y ActHB13, se realizé una comparacién de las secuencias proteicas de varios HD-Zip de la

subfamilia I de diferentes especies vegetales que presentaron un CTR similar. Del anilisis de las



mismas se pudo observar que AtHB1, AtHB7 y AtHB12 presentan dos motivos AHAs putativos,
mientras que AtHB13 sélo uno (figura C1-3). Estos motivos se encuentran localizados entre los
aminodcidos 216-227 y 259-272 en el caso de AtHB1, 221-236 y 247-258 en el caso de ActHB7,
199-214 y 224-235 en el caso de AtHB12, y entre los aminodcidos 275-294 en el caso de AtHB13,
todos ellos en los extremos de los CTRs respectivos y a distancias variables de los LZs (Figura C1-
2a).

Dado que la capacidad de transactivacién de estos FT's depende de cada proteina en particular,
nos preguntamos si alguno de los motivos tipo AHA identificados era responsable de dicha
actividad. Para ello, realizamos distintas construcciones para cada uno de los cuatro miembros HD-
Zip I seleccionados (figura C1-4). En dichas construcciones, se fusionaron eliminaciones sucesivas
o combinadas de los motivos AHA putativos o estos motivos completos y solos, al GAL4-BD; éstas
fueron utilizadas para transformar levaduras. Posteriormente, las células seleccionadas fueron
utilizadas para analizar la expresién del gen H753 (sintesis de histidina) y cuantificar la actividad -
galactosidasa.

Como puede observarse en la figura Cl-4a, para AtHBI la remocién de los ultimos 48
aminodcidos, que contienen los dos motivos AHAs, produjo un efecto similar a cuando se eliminé
todo el CTR. Ademds, la eliminacién de los tltimos 12 aminodcidos, que contienen sélo uno de
los dos motivos putativos, causé una pérdida significativa de la actividad, mientras que la
eliminacién de los dltimos 33 residuos (que contienen uno de los AHAs y un segmento de
separacion entre los motivos) causé una disminucién ain mds severa de la actividad de AcHB1. Por
otra parte, la construccién que carece del segundo motivo AHA (posiciones 216-227) no produjo
un cambio considerable en la capacidad activadora de AtHB1, mientras que aquella sin la regién
intermedia que une los motivos AHAs produjo un elevado efecto negativo en la transactivacion.
Esto indica que este segmento de separacién podria ser importante para brindar la distancia
adecuada entre ambos motivos AHAs permitiendo su correcto posicionamiento y accidn, o,
alternativamente, debido a que contiene una secuencia relevante con capacidad activadora

desconocida en otros TFs.
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Figura C1-3. AcHB1, AtHB7, AcHB12 y AtHB13 presentan diferentes motivos de tipo AHA en sus CTRs
En la parte superior de los tres paneles, se presenta un alineamiento multiple de secuencias de los CTRs de HD-Zip
I de diferentes especies vegetales, y se amplifican las regiones correspondientes a los motivos AHA putativos en cada
uno de los grupos analizados (I, IIl y V). En la parte inferior, se muestran los motivos identificados mediante MEME
y la secuencia de cada uno de los cuatro FT's analizados.
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AtHB12 perdié significativamente su capacidad de activacién cuando se eliminaron los tltimos
8 aminodcidos, mientras que tanto al remover los tltimos 27 residuos (que contienen un motivo
AHA) como todo el CTR la actividad se perdié por completo (figura C1-4c). Un resultado similar,
pero no idéntico, se obtuvo al analizar las construcciones de AtHB7. Para este FT, el motivo AHA
localizado entre los aminodcidos 230-258 mostré un papel significativo en la actividad
transcripcional (figura C1-4b). Estas similitudes entre AtHB7 y AtHB12 eran de esperarse, dado
que estos FT's son considerados como duplicaciones de un dnico gen a pesar de que se detectaron
algunas diferencias estructurales entre ambos (Arce y col., 2011).

Finalmente, en AtHB13 s6lo se detecté un motivo AHA por anilisis informdtico, y,
consistentemente, su eliminacién causé la perdida de toda la capacidad de transactivacién. El
mismo resultado se obtuvo cuando se removié el CTR completo (figura C1-4d).

El andlisis de las construcciones en las que se fusionaron al GAL4-BD péptidos conteniendo
s6lo los motivos AHAs putativos indicé que las cuatro construcciones fueron capaces de activar en
un sistema de simple hibrido de levaduras (figura C1-4). Esto implica que estos motivos AHAs
presentes en los HD-Zip I serfan responsables de la capacidad de activacién observada. El motivo
AHA de AtHBI vy la proteina completa presentaron actividades similares, mientras que el AHA
aislado de AtHB13 mostré la mitad del nivel de activacién del FT salvaje. Sorprendentemente, los
aminodcidos 230-258 de AtHB7 y 208-235 de AtHB12, que contienen los AHAs de estos FTs,
presentaron una mayor actividad que las proteinas completas.

Por dltimo, y con el objetivo de verificar que las distintas proteinas y péptidos se estaban
expresando en levaduras, atin en los casos en los que no presentaron actividad, se analizaron los
niveles proteicos de todas las construcciones mediante ensayos de western-blot utilizando
anticuerpos anti-c-Myc. Las proteinas mutantes de los HD-Zip I fueron detectadas y mostraron
diferencias al equilibrar las unidades de DOgoo. Estas diferencias enfatizaron nuestras conclusiones,
dado que se observaron mayores concentraciones proteicas en aquellas construcciones que habian
mostrado la menor actividad f-galactosidasa (panel derecho de la figura C1-4). En la literatura se
han informado también algunos resultados semejantes de disparidad en la concentracién proteica
cuando se compararon las proteinas completas con sus mutantes; este es el caso de los FT's HSF

(Doring y col., 2000; Kotak y col., 2004).
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Figura C1-4. Los motivos AHA putativos son necesarios y suficientes para la capacidad de transactivacién
de los HD-Zip I en levaduras

Paneles izquierdos: Representacién esquemdtica de las construcciones genéticas analizadas en el sistema de simple
hibrido en levaduras y a la derecha de cada construccion se indica el crecimiento, o no, de las células en un medio

«

selectivo (“+”, crecimiento en placas con medio minimo SD sin His; “-”, sin crecimiento). Las secuencias completas
o mutadas de las proteinas HD-Zip I (a, AcHB1; b, AtHB12; ¢, AcHB7; y d, AtHB13) fueron fusionadas al dominio
de unién al ADN de GAL4. El vector vacio que s6lo expresa GAL4-BD, pGBKT7, fue utilizado como control
negativo. Paneles derechos: Ensayos de actividad -galactosidasa. La actividad fue cuantificada en unidades Miller,
y las barras de error representan la desviacién estdndar de triplicados técnicos independientes. Panel derecho (IB):
sefal de inmunoblot con anticuerpos anti-c-Myc luego de un SDS-PAGE. N/D, no detectado.

101



Los motivos AHAs presentes en los HD-Zip I son funcionales en plantas

Dado que hasta ese momento habfamos utilizado un sistema heterélogo, nos preguntamos si
los motivos identificados en ActHB1, AcHB7, ActHB12 y AtHB13 eran funcionales en plantas; en
otras palabras, si las observaciones realizadas en levaduras tenfan significado funcional. Para ello, se
realizaron construcciones en vectores que permitieran la transformacién de plantas, y se co-
transformaron pldntulas de Arabidopsis con estas construcciones y con una adicional que contiene
un fragmento de la regién promotora de GALI (que posee sitios reconocidos por GAL4) dirigiendo
la expresion de los genes reporteros GFP'y GUS. Una vez transformadas las pldntulas, se hicieron
extracciones de ARN y se cuantificaron los niveles de transcripto de GUS por RT-PCR cuantitativa
en tiempo real. El resultado fue bastante diferente al observado en levaduras; la remocién de
cualquier segmento de AtHBI que contuviera ya sea un motivo AHA putativo o la regién
intermedia entre los motivos resulté en una pérdida completa de la actividad transcripcional (figura
Cl1-5a). AtHB12 perdi6 toda su actividad transcripcional al eliminar el extremo carboxilo terminal,
mientras que la remocién de los dltimos 9 0 29 aminodcidos causé una disminucién de alrededor
de un 75 % de su actividad (figura C1-5b). Por otro lado, AtHB13 perdié su capacidad de
activacién por completo al quitar los tGltimos 19 aminodcidos, que contienen el tinico motivo AHA

putativo, en forma similar a lo observado en levaduras (figura C1-5c¢).

Los amonio4cidos triptéfanos desempefian un papel importante dentro de los motivos AHAs
de los HD-Zip I

Los motivos AHAs de los factores de transcripcién HSF se caracterizan por poseer aminodcidos
aromdticos e hidrofébicos dentro de un contexto dcido. Se ha demostrado que los residuos
triptéfanos (W) contribuyen de forma importante a la capacidad activadora de los FT's (Treuter y
col., 1993), por lo que decidimos investigar el papel de estos aminodcidos en los motivos AHAs de
los HD-Zip 1. Como otros miembros del mismo clado (Arce y col., 2011), AtHB1 y AtHB13
presentan respectivamente los motivos FWGWDP y FWPWL en la region final de su CTR. Para
poder estudiar el rol de los triptéfanos se generaron construcciones en las que distintos aminodcidos
fueron mutados a alanina (A). Las construcciones fueron utilizadas para transformar levaduras, y
posteriormente se analizé la expresién del gen HIS3 y se cuantific la actividad B-galactosidasa. La

figura C1-6 muestra los resultados obtenidos.
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Figura C1-5. Los motivos AHA de AtHB1, AtHB12 y AtHB13 son funcionales en plantas
Las plantulas de Arabidopsis thaliana fueron co-transformadas transitoriamente con construcciones que contenian
358::GAL4BD::HD-Zip (a, AtHB1; b, ActHB12; y ¢, ActHB13) y pMC::GALI::GFP::GUS. Los niveles de transcripto
de f-glucuronidasa se expresan como una proporcién de la construccién que contenia el FI' completo, al que
arbitrariamente se le asigné un valor unitario. Las barras de error representan la desviacién estdndar de triplicados
biolégicos independientes.

La mutacién en AtHB1 de los aminodcidos E264, F268, G270, W269, W271, o ambos W a
alanina no modificé la capacidad activadora de este FT en levaduras. Sélo la eliminacién del CTR
gener6é una perdida completa de la actividad, lo que indica que, al menos en levaduras, estos
aminodcidos no son esenciales para la capacidad transactivadora. En AtHB13, la mutacién de los
aminodcidos $282 y F284 0 D289 no alterd considerablemente su nivel de actividad comparado a
la proteina salvaje, pero la modificacién de ambos residuos W fue suficiente para disminuir
significativamente la capacidad transcripcional. Estos resultados indican que los triptéfanos en el
motivo AHA de AtHB13 tienen un papel crucial en su relacién estructura/funcién, aunque no son
los tnicos determinantes de la actividad de transactivacién, dado que la misma no desaparece

completamente al ser mutados.
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Figura C1-6. Los residuos triptéfanos en los motivos AHA juegan diferentes papeles en los HD-Zip I analizados

a) Representacién esquemdtica de las construcciones genéticas analizadas en ensayos de simple hibrido en levaduras y en

« »

plantas. A la derecha de cada construccién, se indica el crecimiento o la ausencia de las células en un medio selectivo (“+

crecimiento en placas con medio minimo SD sin His; “-”, sin crecimiento). La secuencia completa o las mutaciones s1mples
o dobles de dos de las proteinas HD-Zip I fueron fusionadas al dominio de unién al ADN de GALA4. El vector vacio que
s6lo expresa GAL4-BD, pGBKT7, fue utilizado como control negativo. b) Ensayo de actividad f-galactosidasa en levaduras
y de niveles de transcripto de S-glucuronidasa en plantas transformadas con las diferentes construcciones. La actividad -
galactosidasa fue cuantificada en unidades Miller. Los niveles de expresién de GUS fueron expresados como una
proporcién de la construccién que contenia el FT completo, al que arbitrariamente se le asigné un valor unitario. Todos
los ensayos representan triplicados, fueron repetidos al menos 3 veces, y las barras de error representan la desviacién

estandar. N/D, no detectado.
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En plantas, la capacidad de activacién de estos FT se perdié completamente al mutar los
residuos W, con la excepcién de la construccién BD-athbl W271A que presenté un 30 % de la
actividad de la proteina salvaje. Esto sugiere que el sistema heterdlogo de levaduras tiene
limitaciones importantes, probablemente por la existencia o falta de factores interactuantes, para

modular la accién de los HD-Zip I en plantas.

AtHBI1, AtHB7, AtHB12 y AtHB13 interaccionan diferencialmente con componentes de la
maquinaria transcripcional basal

La transactivacion ocurre frecuentemente a través de la interaccién de un dominio o motivo
particular de un FT con algiin componente de la maquinaria transcripcional basal. Las proteinas
TBP y TFIIB (TATA binding protein 'y Transcription Factor IIB, por sus siglas en inglés) son dos
componentes muy importantes dentro de dicha maquinaria. Estas proteinas interaccionan con el
dominio dcido de activacién (semejante a un motivo AHA) de VP16, un FT que exhibe una regién
carboxilo terminal desordenada al igual que los FT's HD-Zip I (Stringer y col., 1990; Ingles y col.,
1991; Lin y col., 1991; Shen y col., 1996).

En base a esto, nos preguntamos si los motivos AHA presentes en las proteinas HD-Zip 1
estarfan interaccionando con alguno de los componentes de la maquinaria basal, y decidimos
realizar un ensayo de doble hibrido en levaduras. Para ello, se generaron construcciones genéticas
que contenian el ADNc de A:7BP2 (Atlg55520) y A:TFIIB (At2g41630), respectivamente,
fusionados al dominio de activacién de GAL4 (GAL4-AD), y las mismas fueron utilizadas para co-
transformar levaduras con los cuatro HD-Zip I seleccionados fusionados al GAL4-BD. Luego, las
células seleccionadas fueron utilizadas para cuantificar la actividad B-galactosidasa.

Para estos ensayos de doble hibrido en levaduras, como controles negativos se utilizaron las co-
transformaciones del GAL4-BD vacio con el GAL4-AD vacio o con el GAL4-AD fusionado a
AtTBP2 o a AtTFIIB. Como se muestra en la figura C1-7a, BD-AtHB1 y BD-AtHB7 presentaron
un aumento en el nivel de activacién cuando fueron co-transformados con AD-AtTBP2 respecto a
GAL4-AD vacio; mientras que BD-AtHB12 y BD-AtHB13 no mostraron diferencias significativas,
lo que indica que estos tltimos FT's no interaccionan con AtTBP2 (figura C1-7a). Por otra parte,

las co-transformaciones con AD-AtTFIIB indicaron una clara interaccién entre este componente
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de la maquinaria transcripcional basal y AtHB7 y AtHB12, mientras que con AtHB13, la misma

resultd ser débil. Ademds, no se pudo observar una interaccién entre ActHB1 y AcTFIIB.

a) b)

[_1BD+AD
[ BD + AD AtTBP2 .
AtHB1 [ BD + AD AtTFIIB & 895\ &e"‘
[ BD AtHBx + AD & 4«‘* 4\? 6«?
I BD AtHBx + AD AtTBP2 o © < ¢
B BD AtHBx + AD AtTFIIB rra—
AtHB7
AD-HA-AtTBP2
AtHB12
N A >
S I
P S U
P & P &P
AtHB13
—
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Actividad B-Gal(%)

Figura C1-7. AtHB1, AtHB7, AtHB12 y AtHBI13 interaccionan en forma diferencial con los factores de
transcripcién basales AtTBP2 y AcTFIIB

a) Ensayo de actividad f-galactosidasa en levaduras. Las proteinas HD-Zip I completas fueron fusionadas a GAL4-BD,
mientras que AcI'BP2 y AcTFIIB fueron fusionados, en forma separada, a GAL4-AD. Se utilizé el sistema de doble
hibrido en levaduras para analizar la interaccién. La actividad fue expresada como un porcentaje de la evaluada con la
construccién que contenfa el FT' completo fusionado a GAL4-BD, al que se le asigné un valor unitario de 100 %. Las
barras de error representan la desviacidn estdndar de triplicados técnicos independientes. b) Ensayos de GST pull-down.
Las proteinas completas correspondientes a AtHB1, AtHB7 y AcHB13 fusionadas a GST fueron utilizadas para analizar
la interaccién con Ac¢TBP2 y AtTFIIB en ensayos de pull-down. La interaccién fue revelada por western-blor con
anticuerpos anti-HA.

Para poder corroborar estas interacciones, las mismas fueron ensayadas iz vitro. Para ello, tres
HD-Zip I fueron clonados como fusiones a GST y expresados en Escherichia coli. Luego de la
induccién con IPTG, las bacterias fueron lisadas y las proteinas de fusién fueron inmovilizadas en
una matriz de glutatién-Sepharose. A su vez, se prepararon extractos de levaduras que contenian las
proteinas quiméricas AD-AtTBP2 o AD-AtTFIIB fusionadas a una etiqueta de hemaglutinina
(HA), y fueron pasados por la resina que contenia las fusiones entre GST y los HD-Zip 1.
Posteriormente, los eluatos fueron separados por SDS-PAGE, y se realizaron ensayos de western-
blot, revelando con anticuerpos monoclonales anti-HA hechos en ratén, para detectar las
interacciones. Los resultados obtenidos se muestran en la figura C1-7b, y confirman que AtHB7

interacciona con AtTBP2 y AtTFIIB, AtHB1 sélo con AtTBP2, mientras que AtHB13 no
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interacciona con ninguno de estos FTs, en forma consistente con lo observado previamente en los
ensayos de doble hibrido.

Para poder saber si el motivo AHA presente en AtHBI1 es una regién necesaria para la
interaccién con AtTBP2, las construcciones BD-athbl A259-272 y BD-athbl W269A-W271A4,
previamente obtenidas, fueron utilizadas para co-transformar levaduras con la construccién AD-
AtTBP2. Las células seleccionadas fueron utilizadas para cuantificar la actividad fS-galactosidasa.
Estos ensayos de doble hibrido en levaduras indicaron que tanto la mutacién de los residuos
triptéfanos 269 y 271 como la eliminacién de los tltimos 12 aminodcidos (que comprenden uno

de los motivos AHA de AtHB1) impiden la interaccién entre AtTBP2 y AtHB1 (figura C1-8).

C_1BD+AD

200 [C1BD + AD AtTBP2

[ BD AtHBx + AD

] I BD AtHBx + AD AtTBP2

Actividad B-Gal (%)

AtHB1 athb1 A259-272  athb1 W269A W271A

Figura C1-8. Los residuos triptéfanos en los motivos AHA de AtHB1 son esenciales para su interaccién con
AtTBP2

Ensayo de actividad f-galactosidasa en levaduras. La proteina completa o las versiones mutadas de AtHB1 fueron
fusionadas a GAL4-BD, mientras que AtTBP2 fue fusionada a GAL4-AD. Estas construcciones fueron utilizadas en
un sistema de doble hibrido en levaduras para analizar la interaccién. La actividad fue expresada como un porcentaje
de la medida con la construccién que contenfa el FT completo fusionado a GAL4-BD, al que se le asigné un valor
unitario de 100 %. Las barras de error representan la desviacién estindar de triplicados técnicos independientes.

En conclusién, estos FTs son capaces de interaccionar con proteinas de la maquinaria
transcripcional basal, aunque cada uno establece diferentes interacciones. Esto podria explicar en
forma parcial la divergencia funcional de estas proteinas, como fue propuesto previamente por Arce

y colaboradores (2011).
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Discusién

Los 17 miembros de la familia de FT's HD-Zip I de Arabidopsis han sido clasificados en seis
grupos (o a ¢) de acuerdo a la relacién filogenética, particularmente de acuerdo a la localizacién y
al nimero de intrones dentro de la estructura génica (Henriksson y col., 2005). Una reconstruccién
filogenética mds reciente, en la que se utilizaron 178 HD-Zip I de diferentes especies vegetales (Arce
y col., 2011) resolvié los miembros de Arabidopsis en seis grupos, denominados I a VI. Si bien en
ambas clasificaciones, los grupos resultantes fueron seis, éstos no incluyen, en todos los casos, los
mismos miembros ya que las reconstrucciones se basan en caracteristicas estructurales diferentes.
Por ejemplo, los miembros de los grupos 1 (AtHB7 y AtHB12), V (AtHB3, AtHB13, AtHB20 y
AtHB20), y V1 (AtHB21, AtHB40 y AtHB53) tuvieron una correlacién directa con los grupos y, a
y 8, respectivamente; sin embargo, los genes de los clados I (AtHB5, AtHBG y AtHB16) y 111
(AtHBI) pertenecian a un tnico grupo, el B segun la clasificacién de Henriksson y col. (2005). Las
diferencias en estas dos clasificaciones se explican mayormente porque Arce y col. (2011) tomaron
primordialmente las secuencias de los CTRs que no habian sido consideradas por Henriksson y
col., ni por otros autores anteriormente. En este trabajo de Tesis, consideramos especialmente la
clasificacién hecha en el laboratorio por considerarla mds abarcadora y darle importancia a los
motivos funcionales de los CTRs.

Con la hipétesis que plantea que en los CTRs hay motivos proteicos funcionales que son
responsables de la diversidad funcional de los HD-Zip I, encaramos primariamente la identificacién
de algunos de estos motivos con herramientas informdticas que permitieron encontrar varios
motivos con una elevada semejanza a los AHAs (Arce y col., 2011). En ese trabajo también se
determind experimentalmente la funcionalidad del CTR completo de AtHBI1, perteneciente al
grupo III, pero no se identificaron los motivos dentro del CTR responsables de esta funcién (Arce
y col., 2011).

Varios trabajos previos han demostrado, en forma indirecta, la importancia funcional in planta
de los motivos AHA presentes en los HD-Zip 1. Por ejemplo, Sakuma y col. (2010) identificaron
el gen HvHox2, y mostraron que presenta 14 aminodcidos adicionales con respecto a su pardlogo

putativo VRSI. Cuando examinamos en detalle la secuencia proteica de este motivo, pudimos
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observar que posee las caracteristicas de un motivo AHA. Por otro lado, se ha mostrado que plantas
mutantes del guisante de jardin (Pisum sativum) que no expresan el gen HD-Zip 1 Tendril less (TL)
desarrollan hojas en lugar de zarcillos. Este fenotipo también puede ser observado cuando el gen
TL codifica una proteina trunca que carece de los tltimos 12 aminodcidos del CTR (Hofer y col.,
2009). Es de hacer notar que estos 12 residuos contienen un motivo parecido a un AHA.

La hipétesis que planteaba que los motivos identificados en los extremos de los CTRs de los
FTs HD-Zip I eran motivos de tipo AHA fue corroborada experimentalmente en este trabajo. La
eliminacién de estos motivos en cuatro miembros de la familia de Arabidopsis produjo la pérdida
de la capacidad activadora, tanto en el sistema heterélogo de levaduras como en las transformaciones
transitorias de plantas. Esto representa una informacién novedosa, ya que los estudios previos s6lo
habian asignado la capacidad activadora al CTR completo de AtHB12 en Arabidopsis (Lee y col.,
2001). Diferentes grupos informaron la capacidad de activar la transcripcién de varios miembros
HD-Zip I de Arabidopsis, como es el caso de AcHB1, ActHB5, AtHB6, AtHB12, entre otros
(Aoyama y col., 1995; Lee y col., 2001; Henriksson y col., 2005). Sin embargo, en este trabajo de
Tesis pudimos no sélo demostrar que son los CTRs los responsables de dicha capacidad, sino que
también acotamos las regiones que ejercen la habilidad transcripcional a los aminodcidos 259-272,
230-258, 208-235 y 275-294 para AtHB1, AcHB7, AtHB12 y AtHB13, respectivamente. Fue
interesante encontrar distintas capacidades de activacién en estos cuatro HD-Zip I asi como
distintos segmentos, en largo y composicién, responsables de esta actividad. Estos resultados son el
primer indicio de la base molecular de la diversidad funcional. También se observaron diferencias
entre los cuatro FT's analizados en la posicién y funcionalidad de los residuos W en estos motivos.

Un punto muy importante a destacar a partir de los resultados obtenidos en este trabajo de
Tesis es que la misma proteina presenta diferencias entre los ensayos realizados entre el sistema
heterélogo de levaduras y el sistema homédlogo en Arabidopsis. AtHB1 perdié casi toda su capacidad
de activar en plantas cuando se eliminaron los tltimos 12 aminodcidos, mientras que en levaduras
fue necesaria la remocidn de los tltimos 48 residuos o del CTR completo para obtener un resultado
similar. Una de las explicaciones posibles serfa que en levaduras la transactivacién ocurre a través
de interacciones proteina-proteina menos especificas. Por otro lado, los resultados indicaron que en
algunos casos, no se detectaron diferencias entre sistema homélogo y heterélogo. Este es el caso de

AtHB12 y AtHB13 cuyas versiones que carecen del AHA putativo presentaron una actividad del
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25 % y del 0 % respecto a la proteina completa, respectivamente, tanto en levaduras como en
plantas. Al analizar las mutaciones puntuales en los HD-Zip I estudiados, también se encontraron
similitudes y discrepancias entre levaduras y plantas dependiendo del FT analizado. Para AtHB1
las mutaciones puntuales no modificaron su habilidad para transactivar en levaduras pero en plantas
las mutaciones en los residuos de W provocaron una pérdida casi completa de esta capacidad. Para
AtHB13, la mutante W285A-W287A present6 un efecto mucho mds severo en plantas que en
levaduras. El conjunto de estos resultados indicaron las limitaciones del sistema heterélogo de
levaduras. Este tipo de discrepancias entre ambos sistemas también fue informado previamente por
Meijer y col. (2000). Estos autores demostraron que un miembro de la subfamilia HD-Zip II,
Oshox1, actuaba como represor de la transcripcién en arroz, mientras que en levaduras se
comportaba como un activador.

Los estudios hechos con los FT's de la familia HSF de Arabidopsis thaliana, arrojaron resultados
similares a los descriptos en este trabajo, particularmente con los miembros de la clase A (Kotak y
col., 2004). Estas proteinas presentaron diferentes capacidades de activacion, y comportamientos
semejantes, pero no idénticos, en los ensayos de levaduras y protoplastos de tabaco, en relacién a la
funcionalidad y al nimero de motivos AHA.

De todas formas, hay que destacar que, a pesar de las discrepancias observadas entre levaduras
y plantas, los cuatro HD-Zip I analizados se comportaron como activadores independientemente
del sistema. Si bien las levaduras han sido ampliamente utilizadas en la caracterizacién de FTs de
plantas, se ha informado que para algunos FT's el sistema de levaduras no fue adecuado. Un ejemplo
es el de Ohta y col. (2000) que estudiaron FTs de la familia ERF (del inglés Ethylene Response
Factors). Estos autores mostraron que ERF2 y ERF4 eran capaces de activar la transcripcién tanto
en levaduras como en plantas y que ERF3 era un represor en plantas, por lo que no pudo ser
evaluado en levaduras. Finalmente y teniendo en cuenta que se pudo utilizar el sistema de plantas
para el andlisis de nuestros FTs y que éste es homélogo, concluimos que esos resultados son los mds
confiables.

Finalmente, la interaccién demostrada entre los FTs HD-Zip I y los de la maquinaria basal,
que fue diferencial para los miembros analizados indicaria que la activacién transcripcional cursaria
a través del reclutamiento directo de estos componentes. Esta habilidad de reclutamiento ya ha sido

atribuida a otros activadores transcripcionales (Pugh, 1996).
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Es interesante marcar que un ortélogo putativo de AtHB7 y ActHB12 de Medicago truncatula,
MtHBI, reprime la transcripcién de MtLBD1 (del inglés, LOB Binding Domain) in planta (Ariel y
col., 2010a) y también que AtHBS5, perteneciente al clado II, regula negativamente a BODENLOS
(De Smet y col., 2013). Ambos resultados pusieron en evidencia que los HD-Zip I pueden tener
actividad represora, ademds de capacidad activadora. Si bien no estd demostrado que un solo HD-
Zip sea activador y represor, sino que distintos miembros con mucha similitud tienen una u otra
actividad, es probable que asi sea, que un mismo FT dependiendo del estadio de desarrollo, érgano,
tejido o condicién externa funcione como activador o como represor.

En conclusién, las cuatro proteinas HD-Zip I analizadas se comportan como activadores, tanto
en levaduras como en plantas. Cada una presenta una distribucién particular de motivos AHA y
los residuos W presentan importancias diferentes para la funcionalidad del motivo en plantas. A su
vez, cada uno de estos cuatro FTs interacciona con diferentes componentes de la maquinaria
transcripcional basal. Por dltimo, a partir de este trabajo se podria especular con mayor grado de

certidumbre que la divergencia en los CTRs es la responsable de las diferentes funciones asignadas

a estos HD-Zip 1.
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Introduccién

La regulacién de la elongacién del hipocotilo

La luz es uno de los factores ambientales mds importantes que afectan el desarrollo de las
plantas. Ademds de proveer la fuente de energia para la fotosintesis, actiia como una senal ambiental
de modulacién del desarrollo vegetal. En una planta dicotiledénea el hipocotilo es el tallo
embrionario que forma la conexién entre las dos hojas embrionarias (también conocidas como
cotiledones) y la raiz de la plintula. Este 6rgano posee una arquitectura simple: transversalmente,
desde el haz vascular hacia afuera, tiene una capa de células endodérmicas, dos corticales y una
epidérmica (figura C2-1; Gendreau y col., 1997). Desde la base hasta la parte superior, hay
aproximadamente 20 células epidérmicas en un hipocotilo de Arabidopsis. La mayoria de dichas
células se forman en el embrién. Consecuentemente, sélo ocurren pocas divisiones celulares en este
6rgano luego de la germinacién, por lo que el hipocotilo crece principalmente a través de la
expansién longitudinal de las células (Gendreau y col., 1997; Saibo y col., 2003). Este crecimiento
estd fuertemente influenciado por sefales tanto externas como internas, tales como la luz, la
gravedad, la temperatura y las fitohormonas (auxinas, citoquininas, etileno, giberelinas y
brasinosteroides). Cabe destacar que la divisién celular sélo ocurre durante la formacién estomdtica
(Gendreau y col., 1997; Berger y col., 1998; Vandenbussche y col., 2005). Ademds, dependiendo
de la direccién de la gravedad o del dngulo de la luz ambiental puede ocurrir un crecimiento
diferencial, conocido como respuesta fototrépica (Liscum, 2002). Esto permite que el tejido aéreo
de la planta se oriente y crezca lejos del suelo, en forma opuesta a la gravedad y hacia la fuente de
luz fotosintética (Vandenbussche y col., 2005).

El hipocotilo de las pldntulas de Arabidopsis thaliana crecidas en oscuridad se alarga hasta 10
veces respecto al tamano que alcanza en las mismas plantas crecidas en luz. Primero se alargan las
células basales y con el paso del tiempo la zona de elongacién se mueve hacia el dpice (Gendreau y
col., 1997). Ademds, las pldntulas etioladas (crecidas en oscuridad) forman un gancho apical (una
curvatura en la parte superior del hipocotilo) para proteger el meristema apical, tienen los
cotiledones cerrados (plegados a lo largo de la nervadura) y un crecimiento reducido de la raiz

(Cosgrove, 1994; Quail y col., 1995; Nemhauser y Chory, 2002). En luz, los cotiledones se abren
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y se expanden, y se establece el aparato fotosintético (Cosgrove, 1994; Quail y col., 1995;
Nembhauser y Chory, 2002). A su vez, el crecimiento del hipocotilo se inhibe fuertemente por la
luz, principalmente a través de la activacién de los fotorreceptores de la planta, particularmente los
fitocromos (phy) y los criptocromos (cry), que absorben luz roja/roja lejana y azul, respectivamente

(Nemhauser y Chory, 2002; Wang y Deng, 2002).

Figura C2-1. El hipocotilo de Arabidopsis thaliana en condiciones de luz u oscuridad

Estructura celular del hipocotilo de pldntulas salvajes crecidas en presencia (A-C) o ausencia de luz (D-F). Se muestran
secciones longitudinales tomadas por microscopia electrénica de barrido (A, B, D y E) y transversales tomadas por
microscopia 6ptica (C y F) de pldntulas crecidas durante 7 dias en luz o en oscuridad. Para B y F, los hipocotilos se
fracturaron antes de su andlisis por microscopfa electrénica de barrido. La barra de escala es de 100 pm. Adaptado de
Gendreau y col., 1997

Uno de los mecanismos a través de los cuales los fitocromos afectan el crecimiento y el desarrollo
de las plantas es la modulacién de la actividad y la abundancia de los FTs de tipo MYC que
pertenecen a la familia bHLH (del inglés, basic helix-loop-helix) subfamilia 15, denominada
PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORS (PIFs; Castillon y col., 2007; Bae y Choi, 2008).
En oscuridad, las proteinas PIFs se acumulan en el ndcleo y promueven la elongacién celular en el
hipocotilo, mientras que en luz, interaccionan con Pfr lo que dispara su rdpida fosforilacién. Esta

modificacién post-traduccional puede marcar las PIFs para ubiquitilacién y degradacién por el
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proteosoma o, alternativamente, puede inhibir su capacidad de unir ADN, lo que conlleva a un
arresto de la elongacién del hipocotilo (Bauer y col., 2004; Park y col., 2004; Shen y col., 2005;
Al-Sady y col., 2006; Oh y col., 2006; Nozue y col., 2007; Shen y col., 2007; Lorrain y col., 2008;
Shen y col., 2008; Li y col., 2012).

El méximo crecimiento de los hipocotilos ocurre en oscuridad continua. Segin la bibliografia,
la cuddruple mutante pifl/pif3/pif4/pif> (conocida como pifg) presenta un fenotipo semejante a la
fotomorfogénesis constitutiva cuando estas plantas mutantes se crecen en condiciones de completa
oscuridad (Leivar y col., 2008b; Shin y col., 2009). En cambio, en plantas crecidas en ciclos de
luz/oscuridad, la extensién del crecimiento del hipocotilo depende de la longitud del periodo de
oscuridad, y de la accién de PIF1, PIF3, PIF4 y PIF5 (Nozue y col., 2007; Niwa y col., 2009; Soy
y col., 2012; Soy y col., 2014). Ademds, los transcriptos de PIF1 presentan un nivel constitutivo en
condiciones de dia corto y las oscilaciones impuestas por phy en la abundancia proteica de PIF1

determinan la acumulacién de esta tltima y su accién durante la noche (Soy y col., 2014).

Los factores de transcripcién HD-Zip I: el caso particular del gen Arabidopsis thaliana
Homeobox 1 (AtHBI)

AtHB1 pertenece al grupo III de la subfamilia I y acttia como un activador transcripcional (Arce
y col., 2011). Las mutaciones puntuales en el CTR de AtHB1, seguidas por ensayos de activacién
en levaduras y en plantas, indicaron que este FT es capaz de interaccionar con AtTBP2, un
componente de la maquinaria transcripcional basal. Con respecto a la expresién de este gen, es
reprimido por NaCl y bajas temperaturas, y es inducido por oscuridad (Henriksson y col., 2005).
Aoyama y col. (1995) mostraron que la sobre-expresién de A#HB1 en plantas de tabaco afecta el
desarrollo de las células del parénquima en empalizada y confiere un fenotipo de fotomorfogénesis
constitutiva cuando las plantas son crecidas en oscuridad. Por lo tanto, AtHB1 fue propuesto como
un FT involucrado en el desarrollo de las hojas y en la percepcién de la luz (Aoyama y col., 1995).
A pesar de que estos estudios contribuyeron al conocimiento de la funcién de AtHB1, nada mis se
informé sobre este gen y, hasta la fecha, su papel en el desarrollo de Arabidopsis sigue siendo

desconocido.
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Resultados

AtHBI se expresa principalmente en hipocotilo y tejido radicular

Con el objeto de caracterizar la funcién de A#HBI, la primera estrategia de estudio fue
determinar su patrén de expresion a lo largo del ciclo de vida. Para ello, aislamos mediante PCR la
regién génica que contiene el promotor de AzHBI (1052 pb) seguido del primer exén que contiene
la regién 5’ no codificante (365 pb), utilizando como molde ADN genémico de Arabidopsis
thaliana (1a secuencia se muestra en el Anexo I). Este ndmero de nucleétidos fue definido en base
a la existencia de secuencias satélites que podrian deberse al comienzo del gen corriente arriba. Si
bien las secuencias de los elementos reguladores de los promotores de plantas se encuentran poco
caracterizadas adn, la comparacién de la regién promotora de A#HBI con las existentes en las base
de datos PLACE indicé la existencia de elementos en cis involucrados en la respuesta a diversos
factores. Por ejemplo, se encontraron cinco elementos putativos de respuesta a luz, denominados
E-Box (Hartmann y col., 2005), y un elemento de respuesta al ritmo circadiano del gen LHC de
tomate (Circadian LeLHC; Piechulla y col., 1998). Una vez aislado dicho fragmento, generamos
una construccién genética en la cual la regién promotora de AzHBI dirige la expresién de los genes
reporteros Proteina Fluorescente verde (GFP; del inglés, Green Fluorescence Protein) y [-
Glucuronidasa (GUS), denominada PromAtHBI::GUS. Con esta construccién, se obtuvieron las
plantas transgénicas homocigotas de Arabidopsis y se las analizé por reaccién histoquimica de GUS
en distintos estadios de desarrollo en condiciones normales de crecimiento. En plintulas de cuatro
dias post-germinacion se detect la expresion del reportero en los hipocotilos, en el tejido vascular
de las raices y en sus dpices (figura C2-2a), mientras que en plantas maduras la expresion se visualizé
en las anteras.

Los niveles de transcripto de A#H/BI aumentan en oscuridad (Henriksson y col., 2005) y la
informacién disponible en bases de datos de microarreglos indica que las condiciones de dia corto
también inducen la expresién de este gen. Estos estudios previos nos llevaron a plantear la
posibilidad de regulacién de AzHBI por el fotoperiodo en general. Para abordar experimentalmente
esta hipétesis, se crecieron pldntulas transformadas con la construccién PromAtHBI::GUS en

regimenes de fotoperiodo largo y corto durante cuatro dias. A estas plintulas se les extrajeron las
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proteinas totales y se analizaron por fluorometrfa. Como control negativo, se utilizaron pldntulas
transformadas con una construccién que no expresa el gen reportero GUS, el vector pKGWFS7. El
andlisis de la actividad de GUS mostré que la expresion de A#HBI se induce en condiciones de dia
corto comparadas con las de dia largo (figura C2-2b). Consecuentemente, cuantificamos los niveles
de transcripto de GUS'y de AtHB1 por RT-PCR en tiempo real en ARNs obtenidos a partir de las
mismas pldntulas, y los resultados indicaron, en forma consistente con los ensayos fluorométricos,
que los transcriptos correspondientes a ambos genes (GUS y AtHBI) también se inducen en
condiciones de dia corto. Ademds se analizaron por histoquimica las plantas transgénicas
PromAtHBI1::GUS, crecidas en un régimen de dia corto, indicando que la expresién de GUS se

produce en los mismos tejidos, aunque con una mayor intensidad.
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Figura C2-2. AtHBI se expresa en hipocotilos, vasculatura y el 4dpice de la raiz, y su expresién se induce en
condiciones de dia corto

a) Esquema de la regién promotora de AtHBI (gris oscuro) junto con la regién 5" no codificante (gris claro). En verde
se resalta un marco de lectura abierto corriente arriba (uORF) de la regién codificante de A#HBI, conocido como
CPuOREF33. Los elementos de respuesta a la luz (E-box) y al ritmo circadiano (Circadian LeL HC) se muestran en color
azul y rojo, respectivamente. b) El patrén de expresion de AzHBI analizado por deteccién histoquimica de la actividad
enzimdtica de GUS en pldntulas PromAtHBI::GUS crecidas en difa largo (DL) durante cuatro dias. ¢) Andlisis
fluorométrico de la actividad GUS en extractos proteicos de plantulas PromAtHBI::GUS o una construccién con GUS
sin promotor (pKG, usado como control negativo) crecidas en DL o dfa corto (DC) durante cuatro dias. d) Niveles de
transcripto de GUS (panel izquierdo) y de A#HBI (panel derecho) cuantificados por RT-PCR en tiempo real utilizando
ARN aislado de pldntulas PromAtHBI::GUS crecidas en un régimen de dfa corto o de dia largo. Todos los valores
fueron normalizados con respecto al obtenido en DL utilizando el método del AACt. Los niveles de transcripto de
Actina (ACTIN2 y ACTINS) fueron usados como referencia. Las barras de error representan la desviacion estdndar de
tres réplicas bioldgicas independientes.
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AtHBI juega un rol en la elongacién del hipocotilo

Considerando el patrén de expresion de A#HB1, la induccidn de esta expresién por condiciones
de fotoperiodo corto y la relacién entre la elongacién del hipocétilo y las condiciones de
iluminacién, decidimos analizar si este FT regula de alguna manera la elongacién del hipocotilo. El
primer paso en la estrategia de estudio fue la obtencién y el andlisis de dos lineas de plantas mutantes
homocigotas (athbI-1y athbl-2) que no expresan el gen AtHBI. Estas lineas se obtuvieron en el
centro ABRC, se corrobord la presencia del T-DNA vy se las llevé a homocigosis. Las inserciones y
la homocigosis se evaluaron por PCR sobre ADN genémico (figura C2-3a). Ambas mutantes
presentan la insercién del T-DNA en zonas muy cercanas de la regién 5 no codificante (5" UTR)
lo que resulté en una reduccién de los transcriptos de aproximadamente 20 veces comparadas con
sus pares salvajes (figura C2-3a). A continuacién se midieron las longitudes de los hipocotilos de
pléntulas salvajes y mutantes a#hb1 crecidas en condiciones de dia largo y dia corto durante cuatro
dias. Bajo un régimen de dia corto, las mutantes athb1-1y athbl-2 presentaron hipocotilos mds
cortos que las plantulas salvajes, mientras que en condiciones de dia largo no se detectaron
diferencias entre los distintos genotipos (figura C2-3b). Para investigar mds a fondo la funcién de
AtHBI, se obtuvieron plantas transgénicas que sobre-expresan este gen (35S8::AtHBI-A vy
358::AtHBI-B) y se las caracterizé en las mismas condiciones. Estas plantulas exhibieron hipocotilos
mis largos que los controles salvajes, tanto en condiciones de dia largo como de dia corto (figura
C2-3c). Sin embargo, no se pudieron encontrar otras caracteristicas fenotipicas evidentes ni en las
plantas mutantes ni en las sobre-expresantes de A#H/B1I cuando fueron crecidas en condiciones de
dia largo, indicando que la funcién del gen en el evento de elongacién del hipocotilo estd

relacionada con las condiciones de fotoperiodo.
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Figura C2-3. AtHBI1 regula positivamente la elongacién del hipocotilo en condiciones de dia corto

a) Panel izquierdo superior: Representacion esquemitica de la estructura génica de A#HBI. Los exones se muestran en
gris oscuro, los intrones en negro, y los UTRs en gris claro. Los tridngulos indican la insercién del T-DNA en las lineas
mutantes athbI-1y athbl-2; las flechas rojas muestran los oligonucleétidos (Fa, Ra y LB) usados en las PCRs. Panel
izquierdo inferior: Evaluacion del genotipo de las lineas SALK realizado por PCR sobre ADN gendmico de plantas
salvajes, athbl-1y athbl-2. Panel derecho: Niveles de transcripto de AtHBI en pléntulas salvajes y mutantes (azhb1)
crecidas en dfa largo. Todos los valores fueron normalizados con respecto al obtenido en las pldntulas salvajes utilizando
el método del AACt. Los niveles de transcripto de Actina (ACTIN2 y ACTINS) fueron usados como referencia. b)
Panel superior: Fotografias ilustrativas de plantulas salvajes, athb1-1y athbl-2 crecidas en condiciones de dia largo y
corto. Panel inferior: Cuantificacién de la longitud de los hipocotilos de plantulas salvajes, athb1-1y athbl-2 crecidas
en dia largo y en dfa corto durante cuatro dias. c) Panel superior: Fotografias ilustrativas de pldntulas salvajes y dos lineas
transgénicas independientes 35S::AtHB1 (35S::AtHB1-A'y 35S::AtHB1-B) crecidas en condiciones de dfa largo y corto.
Panel inferior: Cuantificacién de la longitud de los hipocotilos de pldntulas salvajes y de las lineas sobre-expresantes
358::AtHBI1-A'y 35S::AtHBI-B crecidas en dia largo y en dia corto durante cuatro dias. Las barras de error representan
la desviacién estdndar de tres réplicas bioldgicas para cada genotipo. Para b) y c), se realizé un andlisis de varianza
(ANOVA) y las distintas letras denotan diferencias estadisticas con un post-hoc de Tukey con P < 0,05.

Para evaluar si el fenotipo de fotomorfogénesis constitutiva observado en plantas de tabaco por

el Aoyama y col. (1995) estaba conservado en Arabidopsis y con el objetivo de corroborar que
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AtHB1 estaba involucrado en la escotomorfogénesis, se analizaron el patrén de expresién de AtHBI
y el fenotipo de pldntulas mutantes y sobre-expresantes en condiciones de etiolacién. La tincién
histoquimica de GUS indic6 que AtHBI se expresa en los hipocotilos y las raices cuando las
plantulas PromAtHBI1::GUS fueron crecidas en condiciones de completa oscuridad durante cuatro
dias (figura C2-4a), en forma semejante a lo observado en plintulas de-etioladas. Por otro lado, a
diferencia de la fotomorfogénesis constitutiva observada en las plantas de tabaco (Aoyama y col.,
1995), las pléntulas athbl y 355::AtHBI no mostraron diferencias significativas comparadas con
los controles salvajes cuando se las crecié en oscuridad absoluta (figuras C2-4b y C2-4c).

El conjunto de estos resultados sugiere que AtHB1 pareceria actuar como un regulador positivo
del crecimiento del hipocotilo durante la fotomorfogénesis, especialmente en condiciones de dia
corto. Por otro lado, este FT parece no estar participando del proceso de escotomorfogénesis en

plantas de Arabidopsis thaliana.

PIF1 actiia corriente arriba de AtHB1 y regula positivamente su expresién

Los factores de transcripcién similares a Myc del tipo bHLH conocidos como PIFs tienen un
papel central en la regulacién negativa del desarrollo fotomorfogénico y promueven la elongacién
del hipocotilo en respuesta a la oscuridad. Segun un trabajo de Oh y col. (2009) en el cual se
informan los resultados de un experimento de inmunoprecipitacién de la cromatina seguido de un
microarreglo de ADN de (ChIP-chip), PIF1 es capaz de reconocer y unir la regién promotora de
AtHBI; sin embargo, no regula a nivel transcripcional a este HD-Zip I en el sistema de semillas
embebidas que utilizaron estos autores. Dado que PIF1 y AtHBI1 participan del control del
crecimiento del hipocotilo, nos preguntamos si PIF1 (también conocido como PIL5) podria regular
la expresién de AtHBI en pléntulas crecidas en un régimen de dia largo y de dia corto. Para ello, se
obtuvieron dos lineas mutantes insercionales en pif] (anteriormente llamadas pi/5-2'y pifl-2) y se
las germiné en ambos fotoperiodos durante cuatro dias. Luego, se cuantificé la expresién de A¢HB1
por RT-PCR en tiempo real. Como se muestra en la figura C2-5a, tanto las plintulas mutantes
pil5-2 como las pifl-2 presentaron menores niveles de expresién de A#HBI comparados con los

medidos en las plantas salvajes en las dos condiciones ensayadas.
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Figura C2-4. AtHB1 no afecta la elongacién del hipocotilo en escotomorfogénesis

a) Andlisis del patrén de expresién de AtHBI mediante deteccion histoquimica de la actividad enzimdtica de GUS en
pléntulas PromAtHBI::GUS crecidas en completa oscuridad durante cuatro dias. b) Panel superior: Fotografias
ilustrativas de pldntulas salvajes, azhb1-1y athbI-2 crecidas en condiciones de oscuridad. Panel inferior: Cuantificacion
de lalongitud de los hipocotilos de pldntulas salvajes, athb1-1y athb1-2 crecidas como se detalla en a). ¢) Panel superior:
Fotografias ilustrativas de pldntulas salvajes y dos lineas transgénicas 355::AtHBI1-A y 35S::AtHBI-B crecidas en
condiciones de oscuridad. Panel inferior: Cuantificacion de la longitud de los hipocotilos de pldntulas salvajes y de las
lineas sobre-expresantes 35S::AtHB1-A y 355::AtHBI-B crecidas como se detalla en a). Las barras de error representan
desviacién estdndar de tres réplicas bioldgicas para cada genotipo. Para b) y ¢), se realizé un andlisis de varianza
(ANOVA) y las distintas letras denotan diferencias estadisticas con un post-hoc de Tukey con P < 0,05.

Como segunda estrategia para investigar la regulacién putativa de AtHBI por PIF1, se
realizaron co-transformaciones transitorias en hojas de Nicotiana benthamiana, utilizando
Agrobacterium tumefaciens con la construccién PromAtHBI1::GUS junto a construcciones en las que
el promotor 358 CaMV se fusioné al ADNc de PIFI o mGFP (35S:PIF1 o 35S:mGFP,
respectivamente); al vector vacio pKGWFS7, que posee el gen reportero GUS sin un promotor, se

lo utilizé como control negativo. Luego de la infiltracién, las plantas de tabaco fueron crecidas en
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condiciones de dia largo o dia corto, y dos dias post-infiltracién se cuantificé la actividad GUS. Las
medidas de actividad enzimdtica de las hojas co-transformadas con PromAtHBI::GUS mds
358::mGFP fue positiva lo que indica que la regién promotora de AtHB1 pudo dirigir la expresién
de GUS en este tejido de tabaco. Ademds, esta actividad fue mayor en un régimen de dia corto,
comparada con dia largo (figura C2-5b), en forma consistente con los resultados obtenidos
previamente.

En cuanto a la accién de35S8::PIF1 sobre la actividad de PromAtHBI::GUS, ésta fue positiva,
incrementando los niveles GUS hasta tres veces por sobre el control PromAtHBI::GUS mais
358::mGEFP (figura C2-5b), tanto en condiciones de dia largo como de dia corto. Estos resultados
indicaron que la expresién ectépica de PIFI afecta positivamente la actividad del promotor de
AtHBI en el sistema heterdélogo de tabaco.

Cuando se analizé el fenotipo de pldntulas del genotipo salvaje y de los genotipos mutantes,
athbl-1, pil5-2'y pifl-2 se pudo observar que las plantulas p7f1 exhiben hipocotilos mds cortos que
sus pares salvajes cuando son crecidas en condiciones de dia corto, en forma similar a lo observado
en las plantas mutantes azhbl-1 (figura C2-5¢). En cambio, en condiciones de dia largo no se
observaron diferencias significativas entre los distintos genotipos. En conjunto, estos resultados
sugieren que AtHB1 podria ser un blanco de PIF1 involucrado en la regulacién del crecimiento del
hipocotilo.

Con el fin de analizar si las otras proteinas PIF también regulan la expresién de AtHBI se
cuantificé la expresion de este HD-Zip I en mutantes simples (pif1-2, pif3-7, pif4-2, pif5-3) y en la
cuddruple (pifg) de pif crecidas en condiciones de dia corto. Estos resultados mostraron que pifl-2,
pif>5-3 y pifq tienen menores niveles de transcripto de A#HB1 que los controles salvajes, mientras
que pif3-7 y pif4-2 no mostraron diferencias significativas (figura C2-6a). Ademds, los anilisis
fenotipicos de pldntulas salvajes y mutantes de cuatro dias de edad crecidas en oscuridad, dia largo
y dia corto, indicaron que el fenotipo de longitud de los hipocotilos de azhbI-1 fue similar al
observado en las mutantes simples pil5-2, pifi-2 y pif5-3 (figuras C2-6b, C2-6¢ y C2-6d). Estos
resultados sugirieron que tanto PIF1 como PIF5 podrian estar regulando la expresién de AzHBI.
En base a los datos experimentales obtenidos y a que PIF1 reconoce la regién promotora de AtHB1
(Ohy col., 2009), mientras que lo mismo no fue informado para PIF5 (Hornitschek y col., 2012),

decidimos continuar estudiando la relacién existente entre PIF1 y ActHBI.
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Figura C2-5. PIF1 regula positivamente la expresién de AtHBI

a) Niveles de transcripto de AzHBI en pldntulas salvajes y mutantes pifl (pil5-2'y pifl-2) de cuatro dias crecidas en
condiciones de dfa largo o de dfa corto. Todos los valores fueron normalizados con los de las pldntulas salvajes aplicando
el método del AACt. b) Actividad de GUS evaluada por fluorometria en extractos proteicos de hojas de plantas de
tabaco de dos semanas co-transformadas con A. tumefaciens que contenian PromAtHBI::GUS o GUS sin promotor
(pPKGWFS7) combinados con 355::mGFP o 35S::PIFI. ¢) Cuantificacion de la longitud del hipocotilo en plantulas
salvajes, athb1-1, pil5-2'y pifl-2 crecidas como se indica en a). Las barras de error representan la desviacién esténdar de
cinco réplicas bioldgicas para b), y de tres réplicas bioldgicas para cada a) y ¢). Para ¢), se realizé un andlisis de varianza
(ANOVA) y las distintas letras denotan diferencias estadisticas con un post-hoc de Tukey con P < 0,05.
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Figura C2-6. La longitud del hipocotilo se encuentra afectada en algunas mutantes pif

a) Niveles de transcripto de A#HBI en pléntulas salvajes y mutantes pifl-2, pif3-7, pif4-2, pif5-3 y pifq de cuatro dias
crecidas en condiciones de dfa corto. Todos los valores fueron normalizados con los obtenidos en las pldntulas salvajes
aplicando el método del AACt. b), ¢) y d) Cuantificacién de la longitud del hipocotilo de plantulas salvajes, azhbI-1,
il5-2, pifl-2, pif3-7, pif4-2, pif5-3 y pifg, crecidas durante cuatro dfas en oscuridad (b), dia largo (c) y dia corto (d).
Las barras de error representan la desviacion estdndar de tres réplicas bioldgicas. Para b), ¢) y d), se realizé un andlisis
de varianza (ANOVA) y las distintas letras denotan diferencias estadisticas con un post-hoc de Tukey con P < 0,05.

Dadas las evidencias experimentales que indicaban que PIF1 actta corriente arriba de AtHB1
en el control de la elongacién del hipocotilo, y con el objeto de verificar esta relacién entre los dos
FTs y el evento de desarrollo, se transformaron plantas salvajes y mutantes azhbI-1 con una
construccién que permite sobre-expresar PIFI (35S::PIFI). Se obtuvieron tres lineas
independientes para cada genotipo (denominadas A, B y C), y se procedi6 a su andlisis fenotipico.
La comparacién de la longitud de los hipocotilos en plantulas de cuatro dias crecidas en condiciones
de dia largo y de dia corto, resulté en que las plantulas 355::PIFI en el fondo genético salvaje
exhibieron hipocotilos mds largos que los controles sin transformar; pero en el fondo athb1-1 no se

observaron diferencias significativas (figuras C2-7a y C2-7b). Estas observaciones reforzaron las
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anteriores indicando que AtHB1 es necesario para la regulacién del crecimiento del hipocotilo

mediada por PIF1.
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Figura C2-7. AtHBI actda corriente abajo de PIF1 en la regulacién de la longitud del hipocotilo

a) y b) Cuantificacién de la longitud de los hipocotilos de pléntulas salvajes, athbI-1 y tres lineas transgénicas
independientes 355::PIFI (A, B, C) sobre fondo genético salvaje o athbi-1. Las pléntulas fueron crecidas en dia largo
en a) y en dia corto en b) durante cuatro dias. Los valores estdn expresados como una proporcion de lo cuantificado
para cada genotipo sin transformar, al que se le dio arbitrariamente el valor unitario. ¢) Cuantificacién de la longitud
de los hipocotilos de pldntulas mutantes pifI-2 de cuatro dias y de tres lineas transgénicas independientes 35S::AtHBI
(A, B, C) obtenidas en un fondo genético pifI-2. d) Cuantificacién de la longitud de los hipocotilos de pldntulas
salvajes, athb1-2, pifl-2'y athbl-2/pifl-2 crecidas durante cuatro dias en dia largo y en dia corto. Las barras de error
representan la desviacién estdndar de tres réplicas bioldgicas para cada genotipo. Para todos los puntos, se realizé un
andlisis de varianza (ANOVA) vy las distintas letras denotan diferencias estadisticas con un posz-hoc de Tukey con P <

0,05.

En paralelo y complementando los estudios anteriores se transformaron plantas mutantes pifI-

2 con la construccién 358::AtHBI y se obtuvieron tres lineas independientes, denominadas A, By

G; posteriormente, estas plantas fueron crecidas bajo dos diferentes condiciones fotoperiédicas. En

las pldntulas de cuatro dias analizadas, la sobre-expresién de A#HBI promovié el crecimiento del
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hipocotilo atin en ausencia de una proteina PIF1 funcional y en una forma independiente del
fotoperiodo (figura C2-7c¢).

Por ultimo, se realizaron cruzas entre las plantas mutantes athb1-2y pifl-2 para generar la doble
mutante athb1-2/pifl-2. Una representacién esquemdtica de la estructura génica de AZHB1y PIF1,
asi como las reacciones de PCR realizadas para corroborar las mutaciones, se muestran en la figura
C2-8. Al ser crecidas en condiciones de dia corto, los hipocotilos de la doble mutante athb1-2/pifl-
2 fueron mis cortos que los de las salvajes y las mutantes azhb1-2, y semejantes a los de las mutantes
simples pifI-2. Por otro lado, crecidas en un fotoperiodo de dia largo, los distintos genotipos no
mostraron diferencias significativas.

Tomados en conjunto, estos resultados indicaron que PIF1 regula la expresion de AtHBI y

ambos FT's participan de una via de sefializacién que controla la elongacién del hipocotilo.
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Estructura génica de AtHB1
athb1-2 (SALK_207381C)

+1Fa LB RB Ra
[ o —
ATG TAG

Estructura génica de PIF1
pif1-2 (SALK_072677)

+1 Fb LB RB Rb
—_— -—
ATG TAA
AtHB1 AtHB1 T-DNA
athb1-2 athb1-2/pif1-2 pif1-2 athb1-2 athb1-2/pif1-2 pif1-2
Primers Fa+Ra Primers Fa+LB
PIF1 PIF1 T-DNA
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Primers Fb+Rb Primers Fb+LB

Figura C2-8. Andlisis genotipico de plantas dobles mutantes azhb1-2/pif1-2
a) Representacion esquemdtica de la estructura de los genes AtHB1 y PIFI. Los exones se muestran en gris oscuro, los
intrones en negro y las regiones no codificantes en gris claro. Los tridngulos indican las posiciones de las inserciones de
los T-DNA en los alelos de athb1-2 y de pifi-2. b) El ADN genémico de plantas salvajes, athb1-2, pifl-2 y athbl-
2/pifi-2 fue utilizado para amplificar los diferentes fragmentos salvajes de AtHB1 (AtHB1), PIF1 (PIF1) y la presencia
de las inserciones PIF1-T-DNA o AtHB1-T-DNA (PIF1 T-DNA y ActHB1 T-DNA, respectivamente).

AtHBI regula el crecimiento del hipocotilo mediante la regulacién de genes involucrados en
la elongacién celular

Para poder comprender a nivel molecular cémo AtHB1 afecta el crecimiento del hipocotilo en
pléntulas de Arabidopsis thaliana, decidimos realizar un ensayo de RNA-Seq utilizando pldntulas
salvajes y mutantes athbl-1 de cuatro dias crecidas en un régimen de dia corto, por ser ésta la
condicién en la que fueron detectadas las mayores diferencias entre el genotipo salvaje y mutante.

Se detecté un conjunto de 426 genes regulados diferencialmente con una induccién o represion de
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dos veces o mds. Sin embargo, s6lo 22 genes se mostraron inducidos y 24 reprimidos con lecturas
confiables (tablas C2-1 y C2-2). Los resultados del RNA-Seq fueron validados por RT-PCR en
tiempo real, utilizando alguno de los genes expresados diferencialmente (figura C2-9).

Entre los genes regulados diferencialmente, 15 presentan elementos en sus regiones promotoras
que se parecen parcialmente a la secuencia unida 7 vitro con méxima afinidad por los HD-Zip 1,
CAAT(A/T)ATTG (Sessa y col., 1993; Palena y col., 1999).

En cuanto a la funcién de estos genes regulados, algunos habian sido descriptos como
moduladores de la elongacién celular, particularmente en la composicién y elongacién de la pared
celular. Estos fueron PATATIN-LIKE PROTEIN 4 (PLP4, At4g37050; Rietz y col., 2010; Li y
col., 2011), XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLUCOSYLASE/HYDROLASE 26 (XTH26,
At4g28850; Maris y col., 2009) y GAUT12 (At5g54690, también conocido como /RX8; Persson
y col., 2007). Notoriamente, estos genes estaban inducidos en las pldntulas azhb1-1. Por otro lado,
el gen CRUCIFERIN3 que codifica una proteina de almacenamiento 12S (CRU3, At4g28520), se

encontraba reprimido en las plantas mutantes.
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Figura C2-9. AtHB1 promueve la elongacién del hipocotilo regulando genes involucrados en elongacién celular
Niveles de transcriptos de varios genes de Arabidopsis cuantificados por RNA-Seq y validados por RT-PCR en tiempo
real utilizando ARN total aislado a partir de pldntulas salvajes y mutantes athb1-1 crecidas en dia corto durante cuatro
dias. Todos los valores fueron normalizados con respecto al obtenido en las pldntulas salvajes utilizando el método del
AACt. Los niveles de transcripto de Actina (ACTIN2 y ACTINS) fueron usados como referencia. Las barras de error
representan la desviacién estdndar de tres réplicas bioldgicas para cada genotipo. HEI10, ENHANCER OF CELL
INVASION NO.10 (At1g53490); MRDI1, MTO 1 RESPONDING DOWN 1 (At1g53480); GA4H, GIBBERELLIN
3-OXIDASE 2 (Atlg80340); IRT1, IRON-REGULATED TRANSPORTER 1 (At4gl9690); CYP97B3,
CYTOCHROME P450 FAMILY 97 SUBFAMILY B POLYPEPTIDE 3 (At4gl5110); PLP4, PATATIN-LIKE
PROTEIN 4 (At4g37050); XTH26, XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLUCOSYLASE/HYDROLASE 26 (At4g28850).
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Tabla C2-1. Lista de genes de expresién inducida en las plintulas mutantes azhb1-1

Cédigo AGI

At4g19690
At5g35935
At5g42770
At4gl15110
At2g30750
At4g37050
At2g01020
At3g51760
At1g29020
At2g23410
At1g26380
At1g26240
At3g27940
At3g12860
At4g28850
At3g07070
At1g18140
At4g01525
At2g37870
At5g54690
At1g74490
At5g45960
At1g21120

Nombre

IRT1

Maf-like protein
CYP97B3
CYP71A12

PLP4

rRNA

ACPT
T1K7.24
F28B23.10
LBD26

XTH26

LAC1
SADHUS5-1
T8P21.22
GAUT12
F1M20.17

T22111.5

Veces de
induccién
56.64
12.49
7.08
4.74
3.15
2.99
2.92
2.53
2.50
2.45
2.44
2.43
2.20
2.19
2.19
2.12
2.07
2.07
2.07
2.06
2.04
2.04
2.01

Valor p

8.79E-20
2.37E-68
1.54E-26
1.02E-42
7.95E-04
2.10E-03
1.06E-03
1.36E-04
1.09E-05
5.55E-04
8.49E-06
3.61E-04
2.77E-04
3.93E-03
2.53E-03
6.79E-04
2.67E-02
1.03E-03
2.39E-04
3.06E-04
6.41E-03
4.73E-04
3.43E-05

Caja HD-Zip

TAATTATTG
CAATTATTA

TAATTATTA

CAATAATTG

CAATAATTG

TAATTATTA
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Tabla C2-2. Lista de genes de expresién reprimida en las pldntulas mutantes #hb1-1.

Cédigo AGI

At3g01345
At1g53480
At4g28520
At1g53490
At5g35660
At2g18540
At3g28790
At5g59310
At1g52270
At5g35940
At5g07330
At5g59660
At5g33370
Atdg16745
At5g40720
At5g07550
AtMg00070
At3g30122
At5g62360
At5g24780
At1g04660
At1g14490
At2g13550
At2g25890

Nombre

MRD1
CRU3
HEI10

LTP4
F19K6.11

T211_40

GRP19
NAD9

VSP1
T1G11.8
F14117.27

Veces de
represion
0.004
0.007
0.030
0.182
0.218
0.236
0.256
0.265
0.317
0.334
0.364
0.372
0.391
0.410
0.411
0.424
0.427
0.442
0.456
0.460
0.473
0.479
0.481
0.492

Valor-p

0.00E+00
2.04E-32
7.28E-05
1.25E-17
3.63E-04
1.48E-04
3.53E-06
2.01E-05
2.74E-08
2.12E-14
1.30E-05
4.71E-04
6.46E-05
1.96E-15
3.14E-11
1.51E-04
2.55E-03
2.95E-03
6.21E-03
1.60E-07
8.23E-04
2.44E-03
2.03E-04
7.02E-04

Caja HD-Zip

TAATAATTA

TAATTATTG
TAATTATTA

TAATTATTA

TAATTATTA

TAATTATTA

CAATAATTG
TAATAATTA

CAATCATTG

131



Discusion

Los FTs de tipo HD-Zip I fueron identificados por primera vez en Arabidopsis thaliana (Ruberti
y col., 1991; Schena y Davis, 1992) y desde ese momento, se identificaron y aislaron miembros de
esta subfamilia en un amplio rango de especies vegetales. La caracterizacién funcional de muchos
de estos FTs indico que se estdn relacionados a procesos de desarrollo asociados a cambios
ambientales. S6lo en algunos casos, la caracterizacién de plantas mutantes que presentaban
fenotipos anormales permitié determinar que estos FTs también participan en procesos de
desarrollo, no necesariamente asociados a condiciones de estrés. En este sentido, se demostr6 que
LMI1 de Arabidopsis (Saddic y col., 2006), TL de arveja (Hofer y col., 2009) y VRS1 de cebada
(Komatsuda y col., 2007) juegan papeles importantes en diferentes eventos de desarrollo.

En este capitulo, se mostré que AHBI se expresa principalmente en hipocotilos y en tejidos
radiculares, y que se encuentra involucrado en el crecimiento vinculado a las condiciones luminicas.
Mis precisamente, este gen promueve la elongacién del hipocotilo, especialmente en condiciones
de dia corto. Las mutantes azhb1 presentaron hipocotilos mds cortos que las plintulas salvajes bajo
un régimen de dia corto, mientras que las sobre-expresantes de A#HBI mostraron el fenotipo
opuesto (hipocotilos m4s largos) tanto en condiciones de dia largo como de dia corto.

Previo a este trabajo de Tesis, A#H{B1 fue descripto por otros autores como un FT que confiere
un fenotipo de-etiolado constitutivo al sobre-expresarlo en plantas de tabaco crecidas en oscuridad
(Aoyamay col., 1995). Sin embargo, las plintulas de Arabidopsis transformadas con la construccién
358::AtHBI no mostraron ese fenotipo y tampoco las mutantes 2261, el opuesto. Esto sugiere que
el efecto de AtHBI sobre las redes regulatorias de genes en tabaco que conducen al fenotipo de de-
etiolacién constitutiva podria ser un artefacto de la expresién heteréloga. A pesar de esto, es
importante destacar que los experimentos realizados con las sobre-expresantes en tabaco fueron los
primeros que permitieron involucrar a A#HBI en las respuestas a la luz. Debido a que la luz junto
con la disponibilidad de agua son los factores ambientales mds importantes que afectan el desarrollo
de las plantas, y a que los FT's de tipo HD-Zip I fueron relacionados con las respuestas a cambios
ambientales, es probable que AtHB1 actie como un vinculo entre la percepcién de la luz y el

desarrollo de la planta. Otros miembros de la familia HD-Zip I fueron relacionados previamente a
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las respuestas a la luz. Estos son los casos de AtHHB16'y de AtHHB23, que pertenecen a los clados 11
y V, respectivamente (Arce y col., 2011). Las plantas transgénicas de Arabidopsis que sobre-expresan
AtHBI6 o antiAtHBI16 presentaron hipocotilos mds largos o mds cortos que sus pares salvajes bajo
condiciones de luz azul (Wang y col., 2003). Ademds, se demostré que A#HB23 confiere el fenotipo
opuesto al que provoca ArHBI16 (hipocotilos cortos) pero en respuesta a la luz roja (no azul),
actuando como un componente de la via de senalizacién mediada por phyB. El fenotipo de las
plantas mutantes azhb23 presenta ademds de hipocotilos largos, un tamafio menor de los
cotiledones y un menor indice de germinacién que las pldntulas salvajes cuando son crecidas en
condiciones de luz roja continua (Choi y col., 2014). Si bien existen estos informes sobre FT's de
tipo HD-Zip 1 relacionados a condiciones luminicas, en el caso de A#HBI la funcién era
desconocida y los experimentos presentados en esta Tesis sugieren que cumple un papel en la
regulacién del crecimiento del hipocotilo.

Dada la interaccién establecida entre AtHBI1 y las condiciones de iluminacidn, se abordé el
estudio de la relacién posible entre este HD-Zip I y PIF1. Esto es porque segtin la bibliografia,
PIF1 (también conocido como PIL5), promueve la elongacién del hipocotilo en condiciones de dia
corto, ademds de cumplir otras funciones como la de reprimir la germinacién y la biosintesis de
clorofila (Huq y col., 2004; Oh y col., 2004). Este FT interacciona con VQ MOTIF-
CONTAINING PROTEIN29 (VQ29) y con los complejos COP1-SPA para reprimir la
fotomorfogénesis en Arabidopsis (Li y col., 2014; Soy y col., 2014; Xu y col., 2014). Sin embargo,
hasta el momento la via de sefializacién activada por PIF1 para regular el crecimiento del hipocotilo
no se caracteriz6 en detalle. Aqui, demostramos que PIF1 induce la expresién de AtHBI1, y a su vez
AtHB1 promueve la elongacién del hipocotilo. La sobre-expresién de A#HBI en el fondo genético
pif1-2 indujo el crecimiento del hipocotilo, mientras que la sobre-expresién de PIFI no rescatd el
fenotipo de la mutante azhb1-1, lo que indicaria que PIF1 acttia corriente arriba de A#H/B1. Ademds,
las dobles mutantes athb1-2/pifI-2 mostraron el mismo fenotipo que las mutantes simples pifl-2
en todas las condiciones ensayadas, lo que refuerza esta idea. Estos resultados fueron consistentes
con los descriptos previamente por otros autores (Oh y col., 2009) que mostraron que la regién
promotora de A¢HBI es uno de los sitios de unién de PIF1. Esta demostracién la hicieron mediante
un ensayo de inmunoprecipitacién de la cromatina seguido de un microarreglo de ADN (ChIP-

chip) utilizando semillas embebidas que sobre-expresan el ADNc de PIFI. Sin embargo, no
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podemos descartar la posibilidad de que PIF1, junto con otras proteinas PIF, también regule la
elongacién del hipocotilo a través de una via independiente a AtHB1, lo que podria explicar por
qué las pldntulas mutantes pif1-2 son mds cortas que las azhb1-2. En este sentido, PIF1, a través de
la interaccién con el co-regulador transcripcional VQ29, regula la expresién del gen X7R7 (del
inglés, XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE?), que se encuentra relacionado con la
elongacion celular. De esta forma, PIF1 promueve la elongacién del hipocotilo en condiciones de
baja luminosidad (Li y col., 2014).

Es claro que el crecimiento del hipocotilo es un evento complejo en el cual, ademds de PIF1 y
AtHBI, participan otras proteinas. De otra manera, habrfamos encontrado un fenotipo mds
pronunciado que muestre que las mutantes simples azhb1 o dobles athb1-2/pif1-2 fueran letales o
incapaces de crecer, pero éste no fue el caso. A modo de ejemplo de la complejidad molecular de
este evento del desarrollo, A#HB2, un FT HD-Zip II, acttia corriente debajo de las PIFs en la
regulacién de la elongacién del hipocotilo, siendo directamente inducido por PIF4 y PIF5 y
controlado por el fotoperiodo (Kunihiro y col., 2011).

Por otro lado y segtin los resultados del estudio transcriptémico, la mutacién de AzHBI afect6
la expresién de genes involucrados en la composicién y elongacién de la pared celular. Entre estos
genes, PLP4, también conocido como AtPLAIVC, es una fosfolipasa A relacionada a patatin que
hidrolisa fosfolipidos y galactolipidos (Rietz y col., 2010; Li y col., 2011). Los cambios en la
expresion de PLP4 causaron alteraciones en la composicion lipidica, resultando en modificaciones
de la elongacién celular: las pldntulas mutantes p/p4 mostraron hipocotilos mds largos que las
salvajes, mientras que las sobre-expresantes tuvieron el fenotipo opuesto (Rietz y col., 2010; Li y
col., 2011). Nuestros resultados fueron consistentes con éstos debido a que, segin anilisis
transcriptémico de athbI-1, AtHB1 reprime la expresién de PLP4. Por otro lado, algunos de los
resultados obtenidos en el andlisis de RNA-Seq fueron desconcertantes. Este es el caso de la
induccién de XTH26 en las mutantes athbI-1. Este gen codifica una enzima perteneciente a una
familia de proteinas involucradas en el ablandamiento de la pared celular, pero se ha propuesto que
en realidad cumple un rol en el endurecimiento de la pared celular previniendo el crecimiento
celular (Maris y col., 2009). Otro gen reprimido por AtHB1 es GAUT12 (también conocido como
IRX8), que pertenece a la familia de genes relacionados a GAUT, un subgrupo de la familia 8 de

glicosil-transferasas (Brown y col., 2005; Persson y col., 2005). Se ha sugerido que este gen afecta
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positivamente la integridad de la pared celular secundaria (Persson y col., 2007). Cabe destacar que
el gen més inducido en las plantulas mutantes azhb1-1 fue el que codifica la proteina transportadora
de Fe** mds importante en Arabidopsis, denominado /JRON-REGULATED TRANSPORTER 1
(IRT1).IRT1 es un miembro de la familia de transportadores del tipo Zrt/Irt, y presenta una amplia
especificidad por metales pesados divalentes, mediando el transporte de zinc, manganeso, cobalto
y cadmio en condiciones de deficiencia de hierro (Korshunova y col., 1999; Connolly y col., 2002;
Varotto y col., 2002; Vert y col., 2002). La expresion de /R7 se induce por diferentes FT's, pero
hasta la fecha no se informé de la existencia de ningtn represor (Yuan y col., 2008; Sivitz y col.,
2012). AtHBI1 podria estar reprimiendo la expresién de /RT1, por lo que serfa interesante
profundizar este tema y estudiar si realmente este HD-Zip I estd involucrado, de alguna manera,
en el transporte de Fe*'.

Los resultados aqui presentados nos permitieron proponer el modelo presentado en la figura
C2-10, que esquematiza cémo AtHBI regula la elongacién del hipocotilo en Arabidopsis thaliana.
De acuerdo a los datos experimentales obtenidos en este trabajo, PIF1 regula la via de sefalizacién
del crecimiento del hipocotilo induciendo la expresién de AtHB1, y este HD-Zip I a su vez reprime
la expresién de PLP4, XTH26'y GAUT12 e induce a CRU3 y a otros genes, que jugarian un papel

en este importante evento de desarrollo.
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Figura C2-10. Modelo propuesto para el rol de AtHB1 en la regulacién de la longitud del hipocotilo

Durante la noche, PIF1 se acumula en el ntcleo e induce la expresién de AtHB1. Esto contribuye a la regulacién de
varios genes involucrados en la composicién de la pared celular y en la elongacién celular, lo que promueve el
crecimiento del hipocotilo. PIF1 y otras proteinas PIFs relacionadas (como PIF3, PIF4 y PIF5) también regulan la
expresién de otras proteinas relacionadas al crecimiento, que se encuentran involucradas en la elongacién celular del
hipocotilo.
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Introduccién

La fitohormona etileno

El etileno (C;H4) fue una de las primeras hormonas vegetales en ser descubiertas. Es un
hidrocarburo gaseoso simple con un potente efecto modulador del desarrollo de las plantas (Ecker,
1995). Esta hormona se encuentra involucrada en muchos aspectos del ciclo de vida de la planta,
incluyendo la germinacién, el desarrollo de los pelos radiculares, la nodulacién, la senescencia de la
flor, la abscisién, y la maduracién del fruto (Johnson y Ecker, 1998). La biosintesis de etileno se
produce en casi todos los tejidos de la planta, si bien su tasa de produccién varia entre los distintos
6rganos y estadios de desarrollo. Ademds, su produccién estd fuertemente regulada por sefales
internas durante el desarrollo y en respuesta a estimulos ambientales causados por estrés biético,
como el ataque por patégenos, o abidtico, tales como las heridas, la hipoxia, el ozono y el frio (Wang
y col., 2002).

La biosintesis de esta hormona ocurre a través de la via de Yang, utilizando como dnico
precursor el aminodcido metionina, que se encuentra en exceso en las células vegetales. Este proceso
utiliza dos enzimas de biosintesis claves, la 1-aminociclopronao-1-carboxilato (ACC) sintetasa
(ACS) y la ACC oxidasa (ACO), que se encuentran codificadas por familias multigénicas cuyos
miembros se expresan en forma diferencial (Kende, 1993; Zarembinski y Theologis, 1994; Taiz y
Zeiger, 2002). En el ciclo de Yang, la metionina es convertida en S-adenosil-metionina (S-AdoMet)
por la AdoMet-sintetasa. Posteriormente, este compuesto es transformado en ACC por la ACS,
siendo esta etapa el paso limitante de la via, ya que la ACS tiene una vida media extremadamente
corta, es sumamente ldbil y se encuentra en muy bajas concentraciones en la célula (Sato y
Theologis, 1989; Rottmann y col., 1991). Finalmente, el ACC es transformado en etileno por la
ACO.

Cuando una molécula de etileno es percibida por uno de sus receptores de membrana
especificos, comienza la activacién de los procesos mediados por esta hormona. Estos receptores son
homoélogos a las histidin-quinasas de dos componentes de bacterias, y en Arabidopsis existen cinco
miembros: ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 y EIN4 (Wang y col., 2002). Una vez unidos, el etileno le

produce al receptor un cambio conformacional que resulta en la inactivacién de CTR1, una
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proteina de tipo MAP quinasa, que se encuentra unida al dominio intracelular del receptor (Kieber

y col., 1993). La inactivacién de CTR1 impide una cascada de fosforilacién, resultando en la

activacién del receptor intracelular EIN2 (Alexander y Gierson, 2002). Este receptor es capaz de

activar tres FT's llamados EIN3, EIL1 y EIL2, que a al unir las secuencias reguladoras de sus genes

blancos, inducen la transcripcién de una serie de genes que generan “la respuesta al etileno” (Wang

y col., 2002).
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Figura C3-1. Sintesis, percepcién y transduccién de sefiales de la fitohormona etileno
a) Representacién esquemdtica de la via de biosintesis de etileno. En los cuadros celestes estdn representados los

compuestos intermediarios de la reaccidn catabdlica y los cuadros verdes representan las enzimas involucradas en cada
p y p

paso. ACC, 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico; AIB, dcido a-aminoisobutirico; AOA, 4dcido amino-oxicético;
ATP, adenosina 5 trifosfato; AVG, aminoetoxivinilglicina; S-AdoMet: S-adenosil-metionina. b) Representacién

esquemdtica de las vias de percepcién y transduccién de sefales de etileno. Los cuadros rojos indican los inhibidores

conocidos de estas vias y la etapa en la cual actiian. Adaptado de Manavella, 2008.
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Cuando las pldntulas de especies dicotiledéneas son germinadas en oscuridad, el etileno reduce
la elongacién celular en los hipocotilos y, al mismo tiempo, promueve la expansién radial, la
exacerbacion en la formacién del gancho apical y una reduccién marcada del desarrollo de las raices.
Este fenémeno se conoce como la triple respuesta al etileno (Taiz y Zeiger, 2002). En forma
opuesta, el etileno estimula la elongacién del hipocotilo en pldntulas de-etioladas, teniendo un
efecto més pronunciado en pldntulas crecidas en un medio pobre en nutrientes que en uno rico
(Smalle y col., 1997). El mecanismo a través del cual el etileno promueve el crecimiento del
hipocotilo es mediante el aumento de la importacién nuclear de COP1. De esta forma, COP1
puede mediar la degradacién de HY5, contribuyendo a la elongacién del hipocotilo en luz (Yu y
col., 2013). También se demostré que el complejo COP1-HYS5 integra la via de senalizacién de la
luz y del etileno actuando corriente abajo de EIN3 (Yu y col., 2013).

La regién 5’ no codificante de AtHBI presenta un marco de lectura abierto que codifica un
péptido conservado

Los wupstream Open Reading Frames (o uORFs) son péptidos codificados por los ARN
mensajeros que se encuentran corriente arriba de la secuencia codificante primaria, por ejemplo, en
la regién 5’ no codificante (5’UTR, del inglés 5° untranslated region; von Arnim y col., 2014). De
acuerdo al modelo del inicio de la traduccién de Kozak, los ribosomas buscan el primer triplete
AUG en el ARN mensajero comenzando desde el capuchén del extremo 5’. Por lo tanto, cuando
el primer AUG es el codén de inicio de un #ORF, por lo general se reduce la eficiencia de traduccién
de la regién codificante principal del mensajero (Kozak, 1987; Kozak, 2002).

Para una pequena fraccién de los uORFs, la secuencia proteica se encuentra notablemente
conservada en especies evolutivamente distantes, por lo que se conocen con el nombre de péptidos
conservados uORF (CPuOREF, del inglés, Conserved Peptide uORF). En estos casos, esta secuencia
se describié como esencial para la represién de la traduccién (Hayden y Jorgensen, 2007; Tran y
col., 2008; Jorgensen y Dorantes-Acosta, 2012; Takahashiy col., 2012). A través de la comparacién
de las secuencias completas de ADNc de Arabidopsis y arroz, se identificaron 26 grupos homdélogos
distintos de CPuOREFs, tres de los cuales se habian descripto previamente (Hanfrey y col., 2002;

Wiese y col., 2004; Hayden y Jorgensen, 2007). En particular, se describié que la regién 5’ no
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codificante de AtHBI presenta el CPuORF33, que pertenece al grupo 14 (Hayden y Jorgensen,
2007) al que no se le asigné hasta la fecha ninguna funcién en la expresién de este HD-Zip 1.
Existen varios mecanismos involucrados en el control de la traduccién por los uORFs (Somers
y col., 2013). Entre los mismos se pueden citar la reiniciacién de los ribosomas, la dependencia
nucleotidica, la expresién y funcionalidad del péptido traducido, la evasién del uORF, la
interaccién con las IRES (segmento interno de entrada al ribosoma) y el decaimiento mediado por
ARNm sin sentido (NMD, del inglés nonsense-mediated decay). El NMD permite la deteccién y la
eliminacién de los transcriptos que codifican péptidos con un codén de terminacién prematuro.
Los principales componentes del complejo involucrado en la via del NMD son las proteinas UPF1,
UPF2 y UPF3, y su funcién bdsica se encuentra conservada en eucariotas (Conti e Izaurralde,
2005). La mutacién o el silenciamiento de los genes que las codifican resulta en la estabilizacién de
los ARNm que contienen codones de terminacién de la traduccién prematuros (Conti e Izaurralde,
2005). Mediante ensayos de microarreglos comparando los transcriptomas de hojas de plantas
salvajes y de plantas mutantes upf] o upf3, se demostré que los niveles de transcripto de AtHBI se
encuentran inducidos en las mutantes #pf3, indicando que este FT podria ser regulado por NMD

(Rayson y col., 2012).
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Resultados

CPuORF33 se encuentra conservado en plantas evolutivamente distantes

Con el objeto de analizar si el péptido codificado por el 5UTR de A#HBI se encuentra
conservado en diversas especies vegetales, decidimos comenzar con un andlisis de secuencias 77 silico.
En primer lugar, se realizé una basqueda BLASTP contra la base de datos de secuencias proteicas
no redundantes del NCBI (se utilizaron los pardmetros predeterminados; Altschul y col., 1990),
utilizando la secuencia aminoacidica de A#HBI. Posteriormente, se analizaron las regiones 5’ no
codificantes de los mensajeros disponibles de las proteinas encontradas en busca de uORFs. Este
filtrado nos permitié obtener un total de 17 secuencias proteicas de entre 30 a 40 aminodcidos
pertenecientes a diferentes organismos vegetales, desde mono- a dicotiledéneas (Anexo II). Este
conjunto de secuencias resultante fue alineado mediante el programa PRALINE (Simossis y
Heringa, 2005), obteniéndose los resultados que se muestran en la figura C3-2a (el alineamiento
de las proteinas completas se encuentra en el Anexo III). El alineamiento de los 17 péptidos
permitié determinar el grado de conservacién de los residuos presentes en estos uORFs
pertenecientes al previamente identificado grupo 14 (Hayden y Jorgensen, 2007). Cabe destacar
que a pesar de la elevada conservacién de secuencias, se pudo encontrar una diferencia importante
en la longitud de los uORFs pertenecientes a las especies monocotiledéneas comparadas a las
dicotiledéneas, conteniendo los uORFs de las primeras aproximadamente 10 aminodcidos mds.

Posteriormente, este alineamiento fue ingresado en el programa PhyML (Guindon y Gascuel,
2003) para la reconstruccién de un drbol filogenético basado en el principio de ML. Para ello, se
us6 el modelo JTT+I+G (Jones y col., 1992; Reeves, 1992; Yang, 1993). Ademds, se hicieron 100
réplicas de bootstrap. El andlisis del drbol filogenético nos permitié observar la separacién
previamente identificada entre los uORFs de las especies mono- y dicotiledéneas. A su vez, se
pusieron en evidencia dos clados marcados en las dicotiledéneas y uno para las monocotiledéneas.
Finalmente, el uORF de Cucumis sativus no pudo ser agrupado en ningtin grupo, quedando como

un outgroup, a pesar de la homologfa de secuencia que presenta la proteina principal con AtHB1.
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La elevada conservacion entre especies de este elemento genético sugiere que podria estar
cumpliendo un papel regulatorio muy importante en el control de la expresién de AtHBI y sus

homélogos.

La eliminacién del 5’UTR en AtHBI expande su patrén de expresién e induce su
transcripcién y traduccién

Con el objeto de analizar la funcionalidad putativa del CPuORF en AzHBI, generamos una
construccién genética en la cual la regién promotora de AtHBI, pero en este caso sin el 5’UTR,
dirige la expresién de los genes reporteros GFP y GUS, denominada PromAtHBI-5UTR::GUS.
Con esta construccién, se obtuvieron las plantas transgénicas homocigotas de Arabidopsis y se
analizaron tres lineas independientes por reaccion histoquimica de GUS en distintos estadios de
desarrollo en condiciones normales de crecimiento. Como control se utilizaron las plantas
PromAtHBI::GUS, obtenidas previamente en las que la construccién lleva ademds de la regién
promotora, el segmento 5’ no codificante que contiene el CPuORF (Capitulo 2 de esta Tesis). En
pléntulas de cuatro dias post-germinacién se detecté la expresién del reportero en los hipocotilos,
en el tejido vascular de las raices y en sus dpices, como en las pldntulas PromAtHBI1::GUS, aunque
con mayor intensidad (figura C3-3). Ademds, en las pldntulas PromAtHBI1-5UTR::GUS se pudo

detectar actividad en los cotiledones (figura C3-3b).
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Figura C3-2. Los CPuOREF de diferentes especies vegetales presentan una elevada homologia de secuencia con
CPuORF33

a) Alineamiento de las secuencias proteicas de los péptidos encontrados en los 5’UTR de los mensajeros de proteinas
con homologfa de secuencia a AtHB1. Los aminodcidos se muestran en el sistema de anotacién de una letra. La
coloracién azul y roja implica minima y méxima conservacién de secuencia, respectivamente. b) Arbol filogenético de
los diferentes CPuOREFs en el cual se muestran los nombres de las distintas especies vegetales a las que pertenecen. En
negrita se resalta el lugar que ocupa el uORF de A¢HBI. Para a) y b), en recuadro gris claro se marcan las plantas
dicotiledéneas, mientras que las monocotileddneas se resaltan en gris oscuro.
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Al haber observado esta mayor intensidad de la tincién en las plintulas PromAtHBI-
5°UTR::GUS, decidimos cuantificar la actividad GUS. Para ello, se crecieron tres lineas
independientes transformadas con la construccién PromAtHBI::GUS 'y PromAtHB1-5UTR::GUS
en un régimen de fotoperiodo largo durante cuatro dias. A estas plintulas se les extrajeron las
proteinas totales y se analizaron por fluorometria. Como control negativo, se utilizaron pldntulas
transformadas con una construccién que no expresa el gen reportero GUS, el vector pKGWFES7
(pKG). En forma consistente con lo observado por histoquimica, este andlisis indicé que la
expresion de GUS es mids fuerte en las plantas transformadas con la construccién que carece del
5’UTR (figura C3-4a). Teniendo en cuenta que el uORF podria estar actuando como un represor
de la traduccién, nos propusimos analizar si el aumento de la actividad se debfa a un incremento
en los niveles de transcripto o a un aumento en la tasa de traduccién. Consecuentemente,
cuantificamos los niveles de transcripto del reportero por RT-PCR en tiempo real en ARNs
obtenidos a partir de las pldntulas PromAtHBI1::GUS 'y PromAtHB1-5"UTR::GUS. Los resultados
indicaron que los transcriptos correspondientes a GUS tienen niveles mds altos en las pldntulas
PromAtHBI1-5"UTR::GUS (figura C3-4b) que en los controles, indicando una regulacién a nivel

transcripcional negativa por parte del 5’UTR de AtHBI.
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Figura C3-3. AtHBI se expresa en hipocotilos, raices y cotiledones de pléntulas PromA:HBI-5"UTR::GUS

a) y b) Panel superior: Esquema de las construcciones PromAtHBI::GUS y PromAtHBI-5UTR::GUS, en el que se
muestra la regién promotora de A#HBI (gris oscuro) junto con la regién 5’ no codificante (gris claro). En verde se
resalta el uORF. Los reporteros GFPy GUS se muestran en verde y azul, respectivamente. Panel inferior: El patrén de
expresion de A#HBI analizado por deteccién histoquimica de la actividad enzimdtica de GUS en pléntulas
PromAtHBI::GUS y en tres lineas independientes PromAtHBI-5"UTR::GUS, crecidas en dia largo durante cuatro dfas.
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Figura C3-4. El 5’UTR de AtHBI inhibe la transcripcién y la traduccién del reportero GUS
a) Andlisis fluorométrico de la actividad GUS en extractos proteicos de plantulas PromAtHBI1::GUS y PromAtHBI-
5°UTR::GUS o una construcciéon con GUS sin promotor (pKG, usado como control negativo) crecidas en condiciones

de dfa largo durante cinco dias. b) Niveles de transcripto de GUS en pléntulas de tres lineas independientes para
PromAtHBI::GUS, PromAtHBI-5"UTR::GUS o una construccién con GUS sin promotor (pKG, usado como control
negativo) crecidas durante cinco dias en un régimen de dfa largo. Todos los valores fueron normalizados con los de las
plantulas PromAtHBI::GUS-A aplicando el método del AACt. Las barras de error representan la desviacién estdndar
de tres réplicas bioldgicas.

El 5’UTR inhibe la induccién por etileno de AtHBI

La expresién de AzHBI aumenta en condiciones de difa corto (capitulo 2 de esta Tesis); en
consecuencia nos propusimos analizar si el 5’UTR cumple algtin papel en esta regulacién. Para ello,
se crecieron pldntulas transformadas con la construccién PromAtHBI::GUS y PromAtHBI-
5UTR::GUS en regimenes de fotoperiodo largo y corto durante cuatro dias. El andlisis
fluorométrico de la actividad de GUS mostré que la expresién de AzHBI se induce en condiciones
de dia corto comparada con la medida de dia largo en la misma proporcién, tanto en las pldntulas
PromAtHBI::GUS como en las PromAtHBI1-5"UTR::GUS (figura C3-5a). Este resultado indicé que
la induccién de AtHBI por el fotoperiodo de dia corto es independiente del 5’UTR de este HD-
Zip.

En estudios hechos en tejidos aéreos de plantas de 24 dias tratadas con etileno y en hojas
senescentes, se habia observado que los niveles de A#HHBI aumentaban con respecto a los controles
sin tratar (Van Zhong y Burns, 2003; Guo y col., 2004). Estas observaciones hechas por otros
autores nos indujeron a analizar la regulacién de A#HBI en estadios tempranos del desarrollo. Para
abordarlo experimentalmente, se crecieron plintulas PromAtHBI1::GUS y PromAtHBI-
S5UTR::GUS en medio MS suplementado con el precursor de etileno ACC (dcido 1-

aminociclopropano-1-carboxilico), en condiciones de dia largo durante cinco dias. A estas pldntulas
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se les extrajeron las proteinas totales y se analizaron por fluorometria. Los resultados obtenidos
mostraron que la actividad de GUS se indujo por etileno sélo en las plantulas que carecen del
5’'UTR de AtHBI (figura C3-5b). Consecuentemente, cuantificamos los niveles de transcripto de
GUS por RT-PCR en tiempo real en ARNs obtenidos a partir de las mismas pldntulas, y los
resultados indicaron que los transcriptos correspondientes al reportero no presentan diferencias
frente el suplemento de ACC con respecto a los controles sin tratar (figura C3-5¢). Como control
del tratamiento por ACC, cuantificamos los niveles de transcripto de un gen de respuesta a etileno,
ETR2. Como se puede ver en la figura C3-5d, la expresién de ETR2 se indujo frente al agregado
de ACC en ambos genotipos, lo que implica que las pldntulas pudieron percibir el etileno exégeno.
El conjunto de estos resultados indica que la regién no codificante cumpliria un papel en la

regulacién de la expresion de este FT por etileno.

La sobre-expresién de AtHBI reprime la respuesta a etileno

Considerando que el 5’UTR cumplirfa un papel en la respuesta de AzHBI al etileno, decidimos
analizar si este FT regula de alguna manera la elongacién del hipocotilo en respuesta a esta hormona.
En primer lugar, se midieron las longitudes de los hipocotilos de plantulas salvajes y mutantes azhb 1
crecidas en condiciones de dia largo, en medio con o sin el agregado de ACC. Los resultados
obtenidos indicaron que las pldntulas 2#h61 no mostraron diferencias significativas comparadas con
los controles salvajes cuando se las crecié en medio con ACC (figuras C3-6a). Como segunda
estrategia para investigar la funcién de A#HBI en respuesta al etileno, las plantas transgénicas
358::AtHBI1-A'y 355::AtHBI-B se caracterizaron en las mismas condiciones. Cabe aclarar que estas
construcciones no incluyen el segmento 5’ no codificante que contiene el ORF. Estas plantulas
exhibieron hipocotilos més largos que los controles salvajes en condiciones normales, pero con el
agregado de ACC se comportaron de forma opuesta; presentaron hipocotilos ligeramente mds
cortos que sus pares salvajes (figura C3-6b). Para investigar mds a fondo la respuesta a la
fitohormona en las pldntulas sobre-expresantes de A#HBI, se crecieron pldntulas salvajes y
358::AtHBI en medio suplementado con concentraciones crecientes de ACC. En las pldntulas de
cinco dias analizadas, la sobre-expresiéon de A#HBI inhibi6 el crecimiento del hipocotilo en

presencia del precursor de etileno (figura C3-6¢).

148



Q
~—

(=)
~—

12
L IMS05x
-DC 11 I MS 0.5 x + ACC 10 uM
20l £ 104
2 E o
?J c 8-
© 154 =
c I o 7
2 £
] ERE
°© [}
o 1.0 D 5
S 2 g
2 3 7
Q
< 3 3
0.5 =
< 29
1 o |
0.0 0
promAtHB1::GUS promAtHB1-5'UTR::GUS
promAtHB1::GUS promAtHB1-5'UTR::GUS
GUS ETR2
4 4
[CIMsosx [ IMS0.5x
B MS 0.5 x + ACC 10uM B MS 0.5 x + ACC 10uM

5| I MS 0.5 x + ACC 50uM _| I ™S 0.5 x + ACC 50uM

L |

Expresion relativa de GUS (logs)
Expresion relativa de ETAZ2 (logy)

T T g
PromAtHB1::GUS PromAtHB1-5'UTR:.GUS PromAtH:B 1:GUS PromAtHB T-IE 'UTR::GUS

Figura C3-5. El 5’UTR no afecta la regulacién de AsHBI en condiciones de dia corto y regula negativamente su
induccidn por etileno

a) Andlisis fluorométrico de la actividlad GUS en extractos proteicos de plantulas PromAtHBI1::GUS y PromAtHBI-
5’UTR::GUS crecidas en dia largo (DL) o dfa corto (DC) durante cuatro dias. Los niveles de expresién de GUS fueron
expresados como la proporcién del valor obtenido para cada linea en condiciones de DL. b) Anlisis fluorométrico de la
actividad GUS en extractos proteicos de plantulas PromAtHBI1::GUS y PromAtHBI-5UTR::GUS crecidas en MS
suplementado con ACC 0 pM o 10 pM en condiciones de dia largo durante cinco dias. ¢) y d) Niveles de transcripto de
GUS y de ETR2 en pléntulas de PromAtHBI1::GUS y PromAtHBI-5’UTR::GUS crecidas durante cinco dfas en MS
suplementado con ACC 0 pM, 10 pM o 50 uM en un régimen de dfa largo. Todos los valores fueron normalizados con
los de las pldntulas PromAtHBI::GUS aplicando el método del AACt. Las barras de error representan la desviacion estdndar
de tres réplicas bioldgicas independientes.

Tomados en conjunto, estos resultados indicaron el uORF inhibe la expresién de A#HBI en
presencia de etileno. A su vez, aunque el etileno y la sobre-expresion de este FT inducen en forma
independiente la elongacién del hipocotilo en condiciones normales, en presencia de etileno los
altos niveles de A#HBI anularfan esta respuesta, al menos en plantulas. Esto podria sugerir que el

etileno inducirfa la expresion de este HD-Zip I para que cumpla alguna funcién desconocida en un
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estadio de desarrollo determinado, y que la regién 5 no codificante estaria inhibiendo este

incremento de la traduccién de AtHBI en el estadio de plintulas de Arabidopsis.
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Figura C3-6. La sobre-expresién de AzHBI inhibe la elongacién del hipocotilo en respuesta al etileno

a) Cuantificacién de la longitud de los hipocotilos de pldntulas salvajes, athbI-1y athbi-2 crecidas en dia largo en MS
suplementado con ACC 0 pM o 10 pM durante cinco dias. ¢) Cuantificacién de la longitud de los hipocotilos de
plantulas salvajes y de dos lineas sobre-expresantes 35S::AtHBI1-A y 35S::AtHBI-B crecidas en dia largo en MS
suplementado con ACC 0 pM o 10 pM durante cinco dias. ¢c) Curva de crecimiento de la longitud de los hipocotilos
de pldntulas salvajes y de dos lineas sobre-expresantes 35S::AtHBI-A y 35S::AtHBI-B crecidas en dia largo en MS
suplementado con ACC 0 pM, 1 pM y 10 pM durante cinco dias. Los valores estdn expresados como una proporcién
de lo cuantificado para cada genotipo analizado sin suplementar con la hormona. Las barras de error representan la
desviacién estdndar de tres réplicas bioldgicas. Para a) y b), se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) vy las distintas
letras denotan diferencias estadisticas con un post-hoc de Tukey con P < 0,05.

En pléntulas, la expresién de AtHBI no se regula por el mecanismo NMD, nonsense-mediated
mRNA decay

Considerando que los uORFs pueden controlar la traduccién a través de NMD (Somers y col.,
2013), que los niveles de transcripto de A#HBI se inducen en hojas de plantas mutantes #pf3

(Rayson y col., 2012), y que la remocién del 5’UTR induce tanto la transcripcién como la

150



traduccién del reportero GUS, nos propusimos analizar si la expresién de AsHBI se encuentra
regulada por este mecanismo. Para ello, se obtuvieron dos lineas mutantes insercionales en los genes
UPF1y UPF3 (lamadas upf1-5y upf3-1), que codifican proteinas involucradas en NMD. Una vez
obtenidas, se las germind en dia largo durante cinco dias, debido a que estdbamos realizando los
estudios de las plantas en estas condiciones de cultivo. Luego se cuantific la expresién de ArHB1
por RT-PCR en tiempo real. Como se muestra en la figura C3-7a, tanto las pldntulas mutantes
upf1-5 como las upf3-1 presentaron niveles de expresion de AtHBI semejantes a los medidos en las
pldntulas salvajes.

Si el uORF de un gen regula los niveles de transcriptos mediante el mecanismo de NMD, el
agregado de cicloheximida (CHX), un inhibidor de la traduccién, produce un incremento mayor
en su nivel de expresién comparado con el control no tratado. Por lo tanto, como segunda estrategia
para investigar la regulacién de AzHBI por NMD, nos propusimos cuantificar por RT-PCR en
tiempo real la expresiéon del reportero GUS en plantulas PromAtHBI::GUS y PromAtHBI-
5°UTR::GUS luego de un tratamiento con CHX. Como se puede observar en la figura C3-7, el
tratamiento con el inhibidor produjo un aumento en los niveles de transcripto del reportero en las
plantulas PromAtHBI::GUS y también en las plintulas transformadas con la construccién que
carece del 5’UTR, indicando que el tratamiento con CHX aumenta la expresién de GUS en forma
independiente a la regién 5’ no codificante.

En base a estos resultados se podria concluir que la expresion de AzHBI en plantulas es

independiente del mecanismo NMD de degradacién de ARN mensajeros.
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salvajes y mutantes upfI-5y upf3-1 de cinco dias crecidas en condiciones de dia largo. b) Niveles de transcripto de GUS
en plantulas PromArHBI::GUS y PromAtHBI-5"UTR::GUS crecidas en un régimen de dia largo, en un medio con o
sin el suplemento de CHX 20 pM. Todos los valores fueron normalizados con los de las pléntulas salvajes (a) o
PromAtHBI::GUS no tratado (b) aplicando el método del AACt. Las barras de error representan la desviacién estandar
de tres réplicas bioldgicas.
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Discusion

Los andlisis bioinformadticos revelaron la presencia de uORFs en las regiones 5’ no codificantes
en un gran porcentaje de ARNm, sugiriendo que estos elementos estructurales cumplen un papel
central en la regulacién post-transcripcional (Hayden y Bosco, 2008; Nagalakshmi y col., 2008;
Calvo y col., 2009; Zhang y col., 2010). En plantas, aunque el nimero de ARNm que contienen
uORFs predichos es cercano al 60 % de todos los mensajeros, sélo en unos pocos casos se demostrd
su funcionalidad (Tran y col., 2008). En este capitulo, mostramos que el 5’UTR de AtHBI,
probablemente a través del CPuORF33, regula negativamente la expresion de este FT en pldntulas
e impide su induccién por etileno.

Existen varias caracteristicas del CPuORF33 que sostienen la hipétesis de una conservacién
funcional de este uORF y sus homdlogos en la regulacién de la expresién del ARNm. Por un lado,
el CPuORF33 se ha conservado a lo largo de la evolucién, dado que la busqueda de homélogos de
AtHBI en plantas identific6 16 uORFs similares a CPuORF33 en transcriptos que pertenecen a
especies mono- y dicotiledéneas. Todos los homélogos que en las bases de datos se contaba con la
secuencia 5" no codificante, contenian un uORF en dicha regién; sin embargo, para el caso de varios
genes semejantes a A#FH/B1 ain no se cuenta con la secuencia del 5’UTR, por lo que seria interesante
analizar la presencia de algiin uORF en un futuro. La elevada similitud de secuencia que presentan
estos uORFs, asi como su composicién aminoacidica y la longitud de los péptidos codificados, en
especies distantes a Arabidopsis sugiere un origen ancestral para este elemento regulatorio
estructural. Esta conservacién también fue observada para el CPuORF30 en 32 diferentes especies
vegetales, que se encuentra en el 5’UTR del gen XIPOTL1, que codifica una fosfoetanolamina N-
metiltransfera que posee un papel central en la biosintesis de la fosfatidilcolina (Alatorre-Cobos y
col., 2012). En Arabidopsis, la mutacién de residuos de serina altamente conservados en el uORF2
de 6ZIP11 elimind por completo la inhibicién de la traduccién de este gen inducida por sacarosa
(Rahmani y col., 2009).

En el capitulo 2, se mostré que AtHBI se expresa principalmente en hipocotilos y en tejidos
radiculares. La eliminacién del 5’"UTR de este FT hace que se incremente dicha expresién y que se

expanda a los cotiledones. Esto sugiere que esta regién estarfa inhibiendo la expresién de AzHBI.
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Sin embargo, desconocemos el mecanismo mediante el cual se ejerce esta represién. Podria deberse
a la presencia del CPuORF33, ya que para otros casos se ha demostrado que el uORF posee un
efecto negativo en la expresién del gen que regula (Hanfrey y col., 2002; Wiese y col., 2004; David-
Assael y col., 2005). A pesar de esto, no podemos descartar la posibilidad de que el aumento de
expresién que observamos se deba a la falta de algin elemento en cis presente en el extremo 5 no
codificante. Esta duda se podria contestar analizando la expresién del reportero en plantas
transformadas con una construccién en la que los dos codones AUG del CPuORF33 se encuentren
mutados.

Dado que se informé que AzHBI se induce por etileno en plantas adultas (Van Zhong y Burns,
2003; Guo y col., 2004), se abordé el estudio de la posible relacién entre el 5UTR y la hormona.
Demostramos que el etileno s6lo aumenta la traduccién del gen reportero guiada por la regién
promotora de A#HBI en ausencia de la regién no codificante. Esta regulacién pareciera especifica
para esta hormona ya que la induccién por fotoperiodo de A#H/B1 mostré ser independiente de la
presencia del 5’UTR. Por otro lado, el andlisis fenotipico en respuesta a etileno de las pldntulas
mutantes 2thbl y sobre-expresantes 355::AtHBI indicé que la sobre-expresién de AtHBI genera
insensibilidad al agregado exdgeno de etileno, medido a partir de la elongacién del hipocotilo en
luz. En cambio, las pldntulas mutantes azhb1 no presentaron diferencias fenotipicas con respecto a
sus pares salvajes al ser crecidas en un medio suplementado con la fitohormona. En base a estos
resultados se podria especular que el 5’UTR inhibirfa la traduccién de AtHBI en presencia de
etileno, lo que impediria que este FT actde negativamente en la via de senalizacién de la hormona.
Esta inhibicién podria ser mediada por el CPuORF33. En este sentido, se informé que un aumento
en la cantidad de sacarosa reprime la traduccién de 6ZIP11, pero no afecta el nivel de transcriptos,
a través de la accién del uORF2, que codifica para un péptido de 42 aminodcidos (Wiese y col.,
2004). A su vez, la desregulacién de la traduccién controlada por dicho azicar de un FT de tabaco
filogenéticamente relacionado a bZIP11 resulta en una acumulacién de sacarosa en las hojas (Thalor
y col., 2012).

En Arabidopsis, la acumulacién de los transcriptos de varios genes que contienen un CPuORF
en su regién 5’ no codificante es controlada a través del NMD, como es el caso de AdoMetDCI y
AtMHX, que codifican una enzima involucrada en la biosintesis de poliaminas y un transportador

vacuolar de metales, respectivamente (Saul y col., 2009; Uchiyama-Kadokura y col., 2014). Para
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encontrar el mecanismo mediante el cual el 5’UTR inhibe la expresion de AtHB1, analizamos si la
regulacién era mediada por NMD. Los niveles de transcriptos de A#HBI cuantificados en las
mutantes #pf no presentaron diferencias con respecto a los controles. En concordancia, el
tratamiento con cicloheximida incrementé la expresiéon del reportero tanto en las plantas
transformadas con el promotor mds el 5’UTR como en las que carecian de la regién no codificante.
Estos resultados implicarfan que A#HBI no se encuentra regulado por NMD en pldntulas. Sin
embargo, no podemos descartar la posibilidad de que este proceso ejerza un control a nivel
transcripcional en otros estadios de desarrollo. A pesar de que se informé que los niveles de
transcripto de este FT se encuentran inducidos en los tejidos aéreos de plantas mutantes #pf3
(Rayson y col., 2012), estos resultados fueron obtenidos por andlisis de microarreglos y no fueron
validados.

Los resultados aqui presentados nos permitieron proponer un modelo putativo, que se muestra
en la figura C3-8. El mismo esquematiza cémo el 5’UTR de A#HBI regula la expresién de este gen
para controlar la respuesta al etileno en Arabidopsis thaliana. De acuerdo a los datos experimentales
obtenidos en este trabajo, AtHB1 por un lado induce la elongacién del hipocotilo, y, por otro,
inhibe la respuesta al etileno. A su vez, la induccién de AzHHB1 mediada por el etileno se ve impedida
por el 5’UTR de este FT. En trabajos futuros se seguird profundizando este estudio para poder

proponer un modelo mds completo que incluya distintos estadios del ciclo de Arabidopsis.
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Figura C3-8. Modelo propuesto para AtHBI en la induccién de la longitud del hipocotilo regulada por etileno
En luz, el etileno regula positivamente la elongacién del hipocotilo y produce un incremento en la expresiéon de AzHBI.
Por otro lado, la regién 5” no codificante de A#HBI regula negativamente su induccién por etileno. A su vez, la sobre-
expresién del FT promueve la elongacién del hipocotilo, pero hace que las pldntulas sean insensibles al etileno.
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Conclusiones Generales

Capitulo 1:

Los FTs de tipo HD-Zip I ActHB1, AtHB7, ActHB12 y AtHB13 son capaces de activar la
transcripcién tanto en el sistema heterélogo de levaduras como en el homélogo de plantas, pero
con diferentes grados de intensidad.

Los FTs de tipo HD-Zip I tienen motivos de tipo AHAs en los extremos de sus CTRs,
responsables de la capacidad activadora.

El residuo W269 presente en el motivo AHA de AtHB1 es fundamental para su actividad
transcripcional en plantas, mientras que el W271 no lo es. Ademis, los residuos W285 y W287
son esenciales para la capacidad transcripcional ActHB13, tanto en plantas como en levaduras.
Los cuatro FT's estudiados interaccionan con los componentes de la maquinaria transcripcional
basal AtTBP2 y AtTFIIB, aunque cada uno establece diferentes interacciones: AtHBI
interacciona con AtTBP2, AtHB12 interacciona con AtTFIIB, AtHB7 interacciona tanto con
AtTBP2 como con AtTFIIB, mientras que ActHB13 presenta una interaccién débil con ambos.
En particular, el motivo AHA de AtHB1 es necesario para la interaccién con AtTBP2, y los
residuos W juegan un papel fundamental en dicha interaccién.

Existen similitudes y discrepancias en las capacidades transcripcionales ensayadas en levaduras

y en plantas dependiendo del FT analizado.

Capitulo 2:

La regién promotora de AzHBI dirige la expresién de un gen reportero principalmente en el
hipocotilo y la raiz, y esta expresién aumenta en condiciones de dia corto.

AtHBI cumple un papel en la regulacién de la elongacién del hipocotilo, principalmente en un
régimen de dia corto y no participaria del proceso de escotomorfogénesis en plantas de
Arabidopsis thaliana como habia sido informado previamente por otros autores.

PIF1 regula positivamente la expresién de AtH/BI promoviendo la elongacién del hipocotilo.
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e AtHBI regula el crecimiento del hipocotilo mediante la regulacién de genes involucrados en la

elongacién celular, particularmente en la composicién y elongacién de la pared celular.

Capitulo 3:

e El péptido CPuORF33 presenta una elevada conservacién de secuencia en diversas especies
vegetales, tanto mono- como dicotileddneas.

e La regién 5’ no codificante que contiene el CPuORF33 de A#HBI actia como un regulador
negativo de la expresién del gen impidiendo su expresién cotiledones.

e ElI5UTR impide la induccién de AzHBI por etileno, pero no afecta el aumento de expresion
ejercido por el fotoperiodo.

e AtHBI inhibe la respuesta al etileno en pldntulas crecidas en un fotoperiodo de dia largo.

e En plintulas, AtHB1 no se encuentra regulado por el nonsense-mediated mRNA decay.
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Anexo |

Secuencia genémica de AtHB1

GAAAATAGCTGAATGTGTAAGAAAAACAAAAAAAAAAGACAGGACGAAGCTACGTGGGGACTTGTGTAAACAA
CATGATAAGTTAATATAACTAAATTAGTGCGGCGATAAGCAATTCCATGCACCTGGTCTGTTTTCTTTTTCTC
CGTAAGGTGACATGAAATCGATATTCACCAAATTTTGGTTGTATACTAGTATATTTTTTTTTCATAAATAGCA
ATAGTAAAACAAAGTTACTAACCATATAAATGTGATTTTTAAAGAGTAATTTTGCTGTAACAGTCACGCAATA
CGTATAATTTGAAATTAATATTGTGTGCAAAGACGTCAAGGTGCATTAAAATAAGAAACAAATACTAAAAGAT
AGGAATGACGTGAATTTGATTTTAATGAATTTTTTAATGACATGGTGATACAGTGACAGGGCTGTGCAAAATA
GGAAGTAACAGGATGAGGAGGACCGTTAGATGAATGAGGATCAAGCGTAGATCCGACACTGACCCGACCGTCG
AGTATGCAACCCTATTTAACACACTCTGGCCGAACCACCACAGCTGAATAAAACTATTTTTTTTAATAATAAT
AAATAACTTTAGAGAAAAGGTATAATTCAAATCCAACGGATGAGATCTGTTTCCAAGTCCACTCGCTAAAGAA
AGTGGACCCCAGAGAGCTCAGAAAAGTCCACTTCCGATTTGTAAACAAGCCAATCACTTTCGATTTACCACAA
TTGCCCCTTTTCAAGATTTCGTTGAAAAACTTTTGTTAGTTTTTAAGTAGTACTTATTATATAAGAAAATAAG
TAAATTCAACCATCATGTCATTTTTAAAATTTTTAAGCAAAGTACGATTTCTTACATATTTGATAGAAATTTG
TAGCCTAGTTATTCTCGATAGTATTTGCTCTTCTGTGACACACTACACAAATATTTAATCCAGTTGATTGCAA
AGTGTGAGATGTAGGAAAAAAAAGAGAGGGTATAAGAGTCATTTAACGAGGATTGCTGGTTGGTATAAAAGAC

GGCGCTTGTTGAAGGAAATGAGTTTAGCT FHEC O A e oA A A A A A S e A A AR AR CEEGEEE
Bt g e e e g TG e Eeaaa8ATGGAATCCAATTCGTTTTTCTTCGATCCATCTGCTTCAC

ACGGCAACAGCATGTTCTTCCTTGGGAATCTCAATCCCGTCGTCCAAGgttcttttctcactctcttaatett
atttcatcatcttggaacacattacttttcggtgaatttccecctgtttttgtgtataaaacgttaggaacaca
catacacacacatgagaaccaatttgaatatgaatacctcattcgattattgacagcagttgttcgtttgaat
ttgtgaagGAGGAGGAGCAAGATCGATGATGAACATGGAGGAAACTTCGAAGCGAAGGCCCTTCTTTAGCTCC
CCTGAGGATCTCTACGACGATGACTTTTACGACGACCAGTTGCCTGAAAAGAAGCGTCGCCTCACTACCGAAC
AAgtagattctctcactatccacaataataattaacgatccactattcaaaaacaagtttgatagattctcat
tatattatggtaaaagGTGCATCTGCTGGAGAAAAGCTTCGAGACAGAGAACAAGCTAGAGCCTGAACGCAAG
ACTCAGCTTGCCAAGAAGCTTGGTCTACAGCCAAGGCAAGTGGCTGTCTGGTTTCAGAATCGCCGAGCTCGTT
GGAAAACAAAACAGCTTGAGAGAGACTACGATCTTCTCAAGTCCACTTACGACCAACTTCTTTCTAACTACGA
CTCCATCGTCATGGACAACGATAAGCTCAGATCCGAGgtacttatacatgggactattatttatctcaacaag
attacaaattgaatgatttaccttaattggtccaaaggagaaaaataaaaaaagcatcaagtgaaaagagaat
atgcttttcctatttttcaacacaagctgatagagagaatccatcatcatatatatataaattagaggagaga
ctagaaaaagaaagaaaattggggaatcaaatcaatcaacgagtttaattatctttttatgggaggaggttgce
ttgtgttgaccgttgtgattaaagttagaatctttccaacccgacagGTTACTTCCCTGACCGAAAAGCTTCA




GGGCAAACAAGAGACAGCTAATGAACCACCTGGTCAAGTGCCCGAACCAAACCAACTTGATCCGGTTTACATT
AATGCGGCAGCAATCAAAACCGAGGACCGGTTAAGTTCAGGGAGCGTTGGGAGCGCGGTACTAGACGACGACG
CACCTCAACTACTAGACAGCTGTGACTCTTACTTCCCAAGCATCGTACCCATCCAAGACAACAGCAACGCCAG
TGATCATGACAATGACCGGAGCTGTTTCGCCGACGTCTTTGTGCCCACCACTTCACCGTCGCACGATCATCAC
GGTGAATCATTGGCTTTCTGGGGATGGCCTTAGaaaaccactctgataataaatgtgtgtttatttaagttca
agagtcatcttcttgttgtttccatgttgacgataattgttgactcgtggaataattccgectgttcaacggta
tttttatcagttgcattatatgcttttatgaaatcaagtcaatgcagtgttctgatttgaagttaaaaagatt
gatcttcttcagaaagcctctctagagagaaagagagagattataaagaataattgaagtttccgt

La regién 5’ no codificante, los intrones y la region 3’ no codificante se muestran en mindscula y resaltada en verde,
amarillo y gris, respectivamente. El marco de lectura abierto (uORF) se resalta en negrita y cursiva. El codén de

iniciacién y de terminacién se muestran en negrita y subrayados.

Secuencia proteica de A¢HBI

MESNSFFFDPSASHGNSMFFLGNLNPVVQGGGARSMMNMEET S KRRPEESSPEDLYDDDEY DDOUPERKRRLT
TEOVALIEKSFETENKLEPERKTOLAKKICIOPROVAVIWEONRRARWK T KQLERDY DLLKSTYDQLLSNYDS T

VMDNDKLRSEVTSLTEKLOGKQETANEPPGOVPEPNQLDPVYINAAATKTEDRLSSGSVGSAVLDDDAPQLLD

SCDSYFPSIVPIQDNSNASDHDNDRSCFADVEFVPTTSPSHDHHGESLAFWGWP

El homeodominio y el cierre de leucinas se resaltan en verde y amarillo, respectivamente, mientras que las regiones

correspondientes a los motivos AHA se muestran en gris.




Secuencias de los diferentes homélogos a AtHB1 utilizadas en los anilisis bioinforméticos

Proteina

HATS5

Simil HATS5 por homologia de secuencia
Simil HATS por homologia de secuencia
CPHB-5

Simil HAT5 por homologia de secuencia
Simil HATS5 por homologia de secuencia
Simil HATS5 por homologia de secuencia
Proteina hipotética

Simil HOX16

HOX16

Proteina hipotética

Simil HOX16 isoforma X1

Simil HATS por homologia de secuencia
Proteina sin nombre

Simil HAT5 por homologia de secuencia

ZmHB-5

Anexo II

Especie
Arabidopsis lyrata
Cicer arietinum
Citrus sinensis
Craterostigma p/anmgz’neum
Cucumis sativus
Fragaria vesca
Glycine max
Hordeum vulgare
Oryza brachyantha
Oryza sativa
Ricinus communis
Setaria italica
Solanum tuberosum
Thellungiella halophila
Vitis vinifera

Zea mays

Cédigo identificador

XP_002882180
XP_004489298
XP_006470354
AAL57495
XP_004141083
XP_004304607
XP_003542698
BAJ95209
XP_006647837
A2X980
XP_002517348
XP_004953793
XP_006338548
BAJ33940
XP_002278872

ACG33646
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Anexo III

Alineamiento de las secuencias proteicas de los HD-Zip I homélogos a AtHB1

No conservado I"I“G III. Conservado

Arabidopsis thaliana (AtHB1)
Craterostigma plantagineum
Cucumis sativus

Vitis vinifera

Fragaria vesca

Hordeum vulgare

Setaria italica

Zea mays

Oriza sativa (HOX16)

Oriza brachyantha

Cicer arietinum

Glycine max

Citrus sinensis

Thellungiella halophila
Solanus tuberosum
Arabidopsis lyrata

Ricinus communis

Consistencia

Arabidopsis thaliana (AtHB1)
Craterostigma plantagineum
Cucumis sativus

Vitis vinifera

Fragaria vesca

Hordeum vulgare

Setaria italica

Zea mays

Oriza sativa (HOX16)

Oriza brachyantha

Cicer arietinum

Glycine max

Citrus sinensis

Thellungiella halophila
Solanus tuberosum
Arabidopsis lyrata

Ricinus communis

Consistencia

Arabidopsis thaliana (AtHB1)
Craterostigma plantagineum
Cucumis sativus

Vitis vinifera

Fragaria vesca

Hordeum vulgare

Setaria italica

Zea mays

Oriza sativa (HOX16)

Oriza brachyantha

Cicer arietinum

Glycine max

Citrus sinensis

Thellungiella halophila
Solanus tuberosum
Arabidopsis lyrata

Ricinus communis

Consistencia

Arabidopsis thaliana (AtHB1)

Crater

lgma p g
Cucumis sativus
Vitis vinifera
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Fragaria vesca
Hordeum vulgare
Setaria italica

Zea mays

Oriza sativa (HOX16)
Oriza brachyantha
Cicer arietinum
Glycine max

Citrus sinensis
Thellungiella halophila
Solanus tuberosum
Arabidopsis lyrata
Ricinus communis

Consistencia

Arabidopsis thaliana (AtHB1)
Craterostigma plantagineum

Cucumis sativus
Vitis vinifera
Fragaria vesca
Hordeum vulgare
Setaria italica

Zea mays

Oriza sativa (HOX16)
Oriza brachyantha
Cicer arietinum
Glycine max

Citrus sinensis
Thellungiella halophila
Solanus tuberosum
Arabidopsis lyrata
Ricinus communis

Consistencia

Arabidopsis thaliana (AtHB1)
Craterostigma plantagineum

Cucumis sativus
Vitis vinifera
Fragaria vesca
Hordeum vulgare
Setaria italica

Zea mays

Oriza sativa (HOX16)
Oriza brachyantha
Cicer arietinum
Glycine max

Citrus sinensis
Thellungiella halophila
Solanus tuberosum
Arabidopsis lyrata
Ricinus communis

Consistencia

Arabidopsis thaliana (AtHB1) ----
Craterostigma plantagineum

Cucumis sativus
Vitis vinifera
Fragaria vesca
Hordeum vulgare
Setaria italica

Zea mays

Oriza sativa (HOX16)
Oriza brachyantha
Cicer arietinum
Glycine max

Citrus sinensis
Thellungiella halophila
Solanus tuberosum
Arabidopsis lyrata
Ricinus communis

Consistencia

T
fr
T
fi!
T
T
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