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INTRODUCCION

Las plantas evolucionaron bajo estimulos medioambientales en constante cambio vy,
por esta razén, establecieron mecanismos de adaptacion a estos estimulos. A pesar de
que la fuerza de gravedad es constante en toda la superficie terrestre, la carga mecanica
de la fuerza gravitacional sobre los organismos es muy diferente entre la tierra y el agua.
Las plantas acuaticas que colonizaron la tierra hace mas de 500 millones de afos atras,
desarrollaron una serie de adaptaciones para lograr sobrevivir a 1g de gravedad (Kenrick
y Crane 1997). Mas especificamente tuvieron que adaptarse al estrés mecanico
producido por la ausencia de la fuerza de flotaciéon en la tierra. Por esta razén, una de las
primeras respuestas de las plantas para sobrevivir a 1 g fue el endurecimiento de sus
paredes celulares (Soga y col., 2013). Tamaoki y col. (2013) estudiaron el efecto de la
hipergravedad en plantas de Arabidopsis thaliana sometidas a esta condicién y
encontraron que la hipergravedad induce la expresion de genes involucrados en el
endurecimiento de las paredes celulares, en vias de sintesis y sefializaciéon de las
auxinas, etc.

Sorprendentemente, entre los genes regulados, aparecen dos que codifican para

factores de transcripcion de la familia HD-Zip | de Arabidopsis: ATHB12 y ATHB53.
De ambos FTs existen estudios de la respuesta de estos genes a estrés abibtico y a
diferentes eventos del desarrollo en Arabidopsis, pero no existe en la bibliografia
estudios acerca de la respuesta de estos genes a condiciones gravitatorias diferentes a
1g. Si bien entre los genes regulados, se encontraban solo ATHB12 y ATHBS53,
decidimos estudiar también a sus homologos: ATHB7 (homdlogo de ATHB12) , ATHB21
y ATHB40 (homélogos de ATHB53) y ATHBS por su cercania filogenética a ATHB7 y 12

OBJETIVOS

Titulo del proyecto: Rol de los factores de transcripcion de tipo HD-Zip | en la respuesta a
hipergravedad.
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El objetivo general de este trabajo es averiguar qué rol cumplen los factores de
transcripcién tipo HD-zip | (ATHB7, ATHB12, ATHB21, ATHB40, ATHB53) de Arabidopsis
thaliana en condiciones de hipergravedad

Los objetivos puntuales son:

1) Evaluar la expresion de ATHBS, 7, 12, 21, 40 y 53 en condiciones de hipergravedad.
Este objetivo se llevara a cabo utilizando 2 técnicas; por un lado, mediante
histoquimica, se observara la variacion de la expresién del gen reportero GUS en
plantas de 7, 14 y 21 dias transformadas con las construcciones PrAtHB5:GUS,
PrAtHB7:GUS, PrAtHB12:GUS, PrAtHB21:GUS, PrAtHB40.GUS y PrAtHB53:GUS.
Por otro lado, se cuantificaran los transcriptos de estos genes mediante RT-qPCR
luego del tratamiento de plantas WT con 300g.

2) Evaluar la funcién de los HD-Zip | en hipergravedad, observando cambios fenotipicos
como la longitud de los hipocotilos y el area de los cotiledones, luego de realizar
tratamientos de hipergravedad con plantas que sobreexpresan ATHB5, 7y 12, como
asi también sus respectivas mutantes simples athb5, athb7, athb12 y la mutante
doble athb7-12.

3) Evaluar el efecto de la hipergravedad en el desarrollo de la raiz principal y raices
laterales, observando cambios en sus respectivas longitudes como asi también el
numero de raices laterales, en plantulas que sobreexpresan ATHBS5, 7 y 12 sus
mutantes simples respectivas doble athb7-12, las mutantes dobles athb271-40,
athb40-53, y la mutante triple athb21-40-53.

4) Evaluar la funcién de los genes ATHBS, 7 y 12 observando cambios fenotipicos en
plantas adultas, como la longitud de la vara floral, diametro del tallo, la cantidad de
ramificaciones, la cantidad de vainas y finalmente la produccion de semillas, luego de
realizar tratamientos de hipergravedad con plantas que sobreexpresan ATHB5, 7 y
12, mutantes simples athb5, athb7 y athb12

METODOLOGIA

Se emplearan plantas Arabidopsis thaliana en distintos estadios de su ciclo de desarrollo
(plantulas de 7 dias sembradas en placas como asi también plantas de 21 dias de edad
en estadio vegetativo y de 30-35 dias en estadio reproductivo sembradas en macetas
con tierra), cultivadas en camaras de dia largo (16 horas de luz y 8 de oscuridad ).

El Laboratorio de Biotecnologia Vegetal cuenta con las lineas mutantes simples
athbb, athb7, athb12, mutantes dobles athb7-12, athb21-40, athb40-53 y la mutante triple
athb21-40-53, las lineas sobreexpresantes 35S:AftHBS, 35S:AtHB7 y 35S:AtHB12.
También se dispone de lineas que tienen clonado el promotor de cada uno de los genes
mencionados, dirigiendo la expresién del gen reportero GUS, para llevar a cabo los
ensayos de histoquimica.

En todos los ensayos, el tratamiento de hipergravedad se realizara centrifugando
placas de Petri de 5 cm de diametro o macetas de 6 cm de diametro durante 24 horas a
300G. Como control se utilizaran plantas sembradas y crecidas en las mismas
condiciones y sometidas luego a oscuridad durante las 24h que dure el tratamiento de
300g.

RESULTADOS

Ensayos con plantulas de 7 dias de edad.

1 Federacitn
‘ Universitaria
del Licoral




=

i)
E I Encugntro
de JOVENES
I_ INVESTIGADORES

La hipergravedad induce la expresiéon de ATHB5 y 12.

Los ensayos de histoquimica realizados con plantas PrAtHB5:GUS de 7 dias de
edad indican que hay un aumento de expresién del gen reportero GUS en el hipocotilo y
peciolo de los cotiledones de plantas tratadas con 300g, en comparacién a su control
(1g) en oscuridad. Paralelamente, se midi6 la expresién de ATHB5, mediante RT-qPCR,
y se observo que este gen aumenta su expresién en plantas WT tratadas con 300g
respecto de su control.

Respecto a los resultados con ATHB12, los ensayos de histoquimica de plantulas
transformadas con PrAtHB12:GUS muestran aumenta la expresién del gen reportero
luego del tratamiento con 300g. Las medidas de expresion de ATHB12, mediante
RT-gPCR, muestran un aumento en los niveles del transcripto en las plantas tratadas
con 300g luego de 1h de recuperacion post-centrifugacion frente a su respectivo control.

La hipergravedad reprime la expresion de ATHBS3, mientras que no modifica la de
ATHB21 y 40.

Los ensayos de histoquimica realizados con plantulas transformadas con la
construccién PrAtHB53:GUS muestran una pérdida de expresion del gen reportero en el
tip de la raiz principal, mientras que los ensayos de histoquimica con plantulas
transformadas con la construccion PrAtHB40:GUS y PrATHB21:GUS no muestran
variaciones en la expresion del gen reportero.

Con el objetivo de evaluar la funcion de estos HD-Zip | en condiciones de
hipergravedad, las plantas que los sobreexpresan y sus respectivas mutantes fueron
sometidas a 300g para luego cuantificar la longitud de sus hipocotilos y raices
principales inmediatamente después del tratamiento como asi también 48 hs post
centrifugacion.

Los resultados de analisis de longitud de hipocotilos no son concluyentes, por lo que
volveran a ensayarse.

En las plantas Wild-type (WT) la hipergravedad provoca un arresto en el crecimiento
de su raiz principal, dando valores de longitud que son un 40% menores a los del grupo
control, mientras que las plantas 35S:AtHB5 exhiben un arresto de crecimiento de la raiz
principal frente a su control ligeramente superior (45%) al del genotipo WT. En contraste,
la linea mutante athb5 experimenta un arresto del crecimiento de su raiz principal frente
a su control inferior (16%) al del genotipo WT. Las plantas 35S:AtHB12 parecerian
comportarse de igual manera frente al efecto del tratamiento con 300g que el genotipo
WT, mientras que. la linea mutante athb12 demuestran un arresto en el crecimiento de la
raiz principal frente a su control superior al genotipo WT. Por ultimo, las plantas
35S:AtHB7 son ligeramente mas sensibles a la centrifugacién comparado al genotipo
WT, mientras que la linea mutante athb7 exhibe un arresto del crecimiento de su raiz
principal inferior al del genotipo WT.

En el caso de las lineas que expresan de manera diferencial a AtHB21, 40 y 53 se
comportan de manera similar al genotipo WT.

Todas las lineas sobreexpresantes y mutantes que fueron sometidas a 300g
desarrollaron una menor cantidad de raices laterales frente a sus respectivos controles.

Ensayos con plantas de 14 dias de edad.
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AtHB12 se induce por hipergravedad en las hojas de roseta.

Los ensayos de histoquimica realizados con plantas transformadas con
PrAtHB12:GUS indican que el tratamiento con 300g induce la expresion del gen
reportero GUS en estas plantas. Paralelamente, los analisis de expresién medidos por
RT-gPCR utilizando hojas de roseta de plantas de 14 dias de edad, indica que AtHB12
experimenta un ligero incremento en sus niveles de transcriptos luego de recuperarse
una hora post centrifugacion (300g), con respecto a su control (19g).

El resto de los genes no modifica su patrén de expresion en este estadio.

Ensayos con plantas adultas.
La hipergravedad reprime la expresién de AtHB21, 40 y 53 en el botén floral.

Los ensayos de histoquimica realizados con plantas transformadas con
PrAtHB21:GUS, PrAtHB40:GUS y PrAtHB53:GUS muestran que la hipergravedad
reprime la expresiéon del gen reportero GUS en el botén floral de las plantas
transformadas con PrAtHB21:GUS y PrAtHB53:GUS, mientras que las plantas
PrAtHB40:GUS no modifica su patréon de expresion frente al tratamiento con 300g.

El analisis de expresion de estos genes por RT-qPCR realizada con muestras del
botdn floral de plantas de 21 dias de edad, indica que AtHB21, 40 y 54 son reprimidos
luego del tratamiento con hipergravedad.

Los ensayos de histoquimica realizados con plantas transformadas con
PrAtHB5:GUS y PrAtHB12:GUS muestran que la hipergravedad induce la expresién del
gen reportero en las plantas transformadas con PrAtHB12:GUS, mientras que en las
plantas PrAtHB5:GUS no se modifica el patréon de expresion. Sin embargo, el analisis de
expresion por RT-qPCR usando rosetas de plantas de 21 dias de edad, indica que los
niveles de transcripto de ATHB5 y ATHB12 no se modifican frente al tratamiento con
300g.

Fenotipo en plantas adultas

Se evaluaron algunos parametros fenotipicos en plantas adultas de algunos de los
genotipos descritos, como ancho del tallo principal, longitud de la vara floral, cantidad de
ramificaciones, cantidad de vainas y cantidad de semillas por planta. Si bien estos
resultados son preliminares, no existirian diferencias significativas entre las plantas
tratadas y control para ninguno de los genotipos analizados.
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