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Abreviaturas, simbolos y nomenclaturas

1. ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y NOMENCLATURA

1.1. Abreviaturas y simbolos

ADN acido desoxirribonucleico
ARN acido ribonucleico

CK citoquininas

cm centimetros

col. colaboradores

dATP desoxiadenosina 5’ trifosfato
dCTP desoxicitidina &’ trifosfato
dGTP desoxiguanosina 5’ trifosfato
dNTP mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP
DO densidad 6ptica

dTTP desoxitimidina 5’ trifosfato
EDTA acido etilendiaminotetraacético
g gravedad

g/l gramos/litro

GA giberelinas

GUS B-glucuronidasa

h hora

LB Luria-Bertani

M Molar

mA miliamper/s

min minuto



Abreviaturas, simbolos y nomenclaturas

mi mililitro/s

mM milimolar

mm milimetros

mmol milimoles

MS medio de cultivo Murashige-Skoog
ng nanogramos

p/v peso en volumen

pb pares de bases

PCR reaccion en cadena de la polimerasa
PM peso molecular

rpm revoluciones por minuto

S segundo

SAM meristema apical del tallo

SDS dodecil sulfato de sodio

T-DNA ADN de transferencia

U unidad/es

uv ultravioleta

UTR regiones no traducidas de un gen
A% volumen en volumen

vol volumen/es

w watt/s

X-gluc 5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-glucurénido
ME microeinstein

Mg microgramos



Abreviaturas, simbolos y nomenclaturas

ul microlitros
pm micrometros
MM micromolar

°C grados centigrados

1.2. Nomenclatura

A lo largo de este manuscrito se ha adoptado la siguiente convencion al referirnos a

proteinas y genes:

- Proteinas: se escriben en mayuscula. Ej.: TCP15

- Genes: se escriben en mayuscula e italica. Ej.:. TCP15.

- Lineas mutantes: Se escriben en minuscula e italica. Ej.: tcp14-4 tcp15-3: linea
mutante en los genes TCP14y TCP15



Resumen

2. RESUMEN

Siendo organismos sésiles, las plantas deben adaptarse a los estimulos ambientales,
especialmente a la radiacion solar, esencial para la fotosintesis y el crecimiento
autotrofico. La de-etiolacion es la transicion de un desarrollo de escotomorfogénesis a
fotomorfogénesis que se desencadena una vez que la plantula se expone a la luz, es
decir, cuando emerge del suelo. Implica cambios morfolégicos y moleculares,
modulados por fotorreceptores y fitohormonas, que generan la apertura y expansion de
los cotiledones y el desarrollo del aparato fotosintético. Multiples vias moleculares se
interconectan con la via luminica, una de ellas es la via de sefalizacion retrograda, un
conjunto de sefales enviadas desde los plastidos hacia el nucleo para coordinar la
expresion de genes nucleares segun su estado metabdlico. Estas senales, impactan en
el desarrollo regulado por luz y pueden reprimir aspectos del desarrollo fotomorfogénico,
ademas de afectar la biogénesis de cloroplastos. Otro regulador negativo de la
fotomorfogénesis son las hormonas brasinoesteroides, las cuales contribuyen a
mantener el desarrollo etiolado en oscuridad. Existen multiples puntos de conexion entre
las senales activadas por luz y la via de sefalizacién de brasinoesteroides, uno de ellos

es la represion que ejerce esta via sobre la expresion y actividad de GLK1.

Los factores de transcripcion GLK (GOLDEN2-LIKE) son una familia de factores de
transcripcién exclusiva de plantas, esenciales para la coordinacién de la biogénesis y el
desarrollo de los cloroplastos. Se ha observado que GLK1 es inducido por luz, y las
sefales retrogradas antagonizan dicha activacion. Esta conexion es crucial para la

regulacién fina de la fotosintesis durante la de-etiolacion.

Las proteinas de la familia TCP (TEOSINTE BRANCHED 1, CYCLOIDEA y
PROLIFERATING CELL FACTORS) son factores de transcripcion especificos de
plantas. Esta familia se divide en dos clases, denominadas | y Il, y sus miembros
participan en multiples aspectos del desarrollo vegetal, desde la germinacién a la
formacion de flores y frutos, modulando la respuesta a estimulos tanto internos como
externos. En general, estas proteinas actian a través de la regulacién del crecimiento y
la diferenciacién celular, y se interconectan con diversas vias hormonales y con el ritmo

circadiano.

Dado que las proteinas TCP son parte de una extensa familia con multiples miembros,
los cuales podrian actuar de manera redundante en algunas vias y de forma especifica
en otras, y considerando que existen diversos mecanismos a través de los cuales estas

proteinas llevan a cabo sus funciones, este estudio de tesis se enfoca en la identificacion
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de proteinas que interactuen con los factores de transcripcion TCP. El objetivo es ampliar
la comprension sobre las funciones que desempena esta familia en la determinaciéon de
la morfologia y la arquitectura de las plantas, asi como dilucidar los mecanismos
moleculares implicados en su actividad. A partir de la identificacion de GLK1 como
interactor proteico de proteinas TCP de clase |, surge la idea de que las proteinas TCP
podrian estar involucradas en modular la respuesta de las plantas a la luz, aspectos del
desarrollo vegetal no relacionados hasta el momento con esta familia de factores de

transcripcion.

Durante el presente trabajo de tesis, encontramos que TCP15, proteina TCP de clase |,
y GLK1 se requieren mutuamente para promover la apertura de los cotiledones y la
induccion de genes implicados en la expansion celular y genes asociados a la
fotosintesis. Postulamos que durante la de-etiolacion GLK1 reclutaria a TCP15 para
modular la expresion de genes de expansion celular y fotosintesis en cotiledones y que
la interaccion funcional entre estos factores de transcripcion serviria para coordinar la
ejecucion de dos procesos distintos requeridos para la correcta de-etiolacion: la

expansion celular y la biogénesis del aparato fotosintético.

A su vez, también exploramos la conexién entre GLK1 y las proteinas TCP de clase I
durante la de-etiolaciéon. Encontramos que TCP10, cuya expresidén se induce en luz,
promueve la expresion de los genes GLK y, a través de ellos, la expresiéon de genes de
fotosintesis y expansion celular, mientras que regula directamente la expresion de genes
SAUR para promover la apertura y expansion de los cotiledones en respuesta a la luz.
Describimos la existencia de un mecanismo de retroalimentacién transcripcional entre
los genes TCP10y GLK. Adicionalmente, incorporamos a las proteinas TCP de clase Il

como componentes de la comunicacion retrograda cloroplastidica.

Por ultimo, descubrimos que la via hormonal de brasinoesteroides inhibe el accionar de
TCP15. El factor de transcripcidn de respuesta a brasinoesteroides, BZR1, reprime la
expresion de genes TCPy GLK, y en el caso de TCP15 existe un mecanismo de control
postraduccional, debido a que BZR1 afecta negativamente su actividad transcripcional
mediante interaccién proteina-proteina. En oscuridad esto permitiria la inhibiciéon de la
fotomorfogénesis en cotiledones, mientras que en luz disminuyen los niveles de BZR1
y aumenta la expresion de GLK1, permitiendo la rapida formacion del complejo TCP15-
GLK1 que, finalmente, promueve el desarrollo fotomorfogénico en los cotiledones

durante la de-etiolacion.

En conjunto, los estudios presentados en esta tesis permitieron obtener nuevas

evidencias sobre los procesos que son regulados por las proteinas TCP. Describimos
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su accionar como reguladores positivos de la de-etiolacidén en plantulas de Arabidopsis,
actuando sobre la familia de factores de transcripcion GLK a través de diferentes
mecanismos, mediante interacciones proteina-proteina o regulaciones
transcripcionales. Adicionalmente, establecimos conexiones entre miembros de la
familia TCP y otras vias que modulan el desarrollo fotomorfogénico, como la

comunicacion retrégrada de cloroplasto a nucleo y la via hormonal de brasinoesteroides.
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3. ABSTRACT

As sessile organisms, plants must adapt to environmental factors, especially solar
radiation, essential for photosynthesis and autotrophic growth. De-etiolation is the
transition from scotomorphogenesis to photomorphogenesis development that is
triggered once the seedling is exposed to light, i.e. when it emerges from the soil. It
involves morphological and molecular changes, modulated by photoreceptors and
phytohormones, which generate the opening and expansion of the cotyledons and the
development of the photosynthetic apparatus. Multiple molecular pathways are
interconnected with the light pathway, one of which is the retrograde signaling pathway,
a set of signals sent from the plastids to the nucleus to coordinate the expression of
nuclear genes according to their metabolic state. These signals impact light-regulated
development and can repress aspects of photomorphogenic development, as well as
affect chloroplast biogenesis. Another negative regulator of photomorphogenesis is
brassinosteroid hormones, which contribute to maintaining etiolated development in
darkness. There are multiple points of connection between light-activated signals and
the brassinosteroid signaling pathway, one of which is the repression of GLK1 expression

and activity by BR.

GLK (GOLDENZ2-LIKE) transcription factors are a family of plant-exclusive transcription
factors essential for the coordination of biogenesis and chloroplast development. It has
been observed that GLK1 is induced by light, and retrograde signals antagonize such
activation. This connection is crucial for the fine regulation of photosynthesis during de-

etiolation.

TCP family proteins (TEOSINTE BRANCHED 1, CYCLOIDEA and PROLIFERATING
CELL FACTORS) are plant-specific transcription factors. This family is divided into two
classes, named | and Il, and its members are involved in multiple aspects of plant
development, from germination to flower and fruit formation, modulating the response to
both internal and external cues. In general, these proteins act through the regulation of
cell growth and differentiation and are interconnected with several hormonal pathways

and the circadian rhythm.

Given that TCP proteins are an extensive family with multiple members, which may act
redundantly in some pathways and specifically in others, and considering that there are
several mechanisms through which these proteins carry out their functions, this thesis
study focuses on the identification of proteins that interact with TCP transcription factors.
The aim is to broaden the understanding of the roles played by this family in determining

plant morphology and architecture, as well as to elucidate the molecular mechanisms
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involved in their activity. Following the identification of GLK1 as a protein interactor of
class | TCP proteins, the idea arises that TCP proteins could be involved in modulating
the response of plants to light, aspects of plant development not related so far to this

family of transcription factors.

During the present thesis work, we found that TCP15, a class | TCP protein, and GLK1
require each other to promote cotyledon opening and the induction of genes involved in
cell expansion and photosynthesis-associated genes. We postulated that during de-
etiolation GLK1 would recruit TCP15 to modulate the expression of cell expansion and
photosynthesis genes in cotyledons and that the functional interaction between these
transcription factors would serve to coordinate the execution of two distinct processes
required for proper de-etiolation: cell expansion and biogenesis of the photosynthetic

apparatus.

We also explored the connection between GLK1 and class Il TCP proteins during de-
etiolation. We found that TCP10, whose expression is induced in light, promotes the
expression of GLK genes and, through them, the expression of photosynthesis and cell
expansion genes, while directly regulating the expression of SAUR genes to promote the
opening and expansion of cotyledons in response to light. We describe the existence of
a mechanism of transcriptional feedback regulation between TCP710 and GLK genes. In
addition, we incorporated class Il TCP proteins as components of chloroplastidic

retrograde communication.

Finally, we found that the brassinosteroid hormone pathway inhibits the action of TCP15.
The brassinosteroid response transcription factor, BZR1, represses the expression of
TCP and GLK genes, and in the case of TCP15, there is a post-translational control
mechanism, because BZR1 negatively affects its transcriptional activity by protein-
protein interaction. In darkness this would allow the inhibition of photomorphogenesis in
cotyledons, while in light BZR1 levels decrease and GLK171 expression increases,
allowing the rapid formation of the TCP15-GLK1 complex that ultimately promotes

photomorphogenic development in cotyledons during de-etiolation.

Taken together, the studies presented in this thesis provided new evidence on the
processes that are regulated by TCP proteins. We describe their actions as positive
regulators of de-etiolation in Arabidopsis seedlings, acting on the GLK family of
transcription factors through different mechanisms, by protein-protein interactions or
transcriptional regulations. Additionally, we established connections between TCP family
members and other pathways that modulate photomorphogenic development, such as
chloroplast-to-nucleus retrograde communication and the brassinosteroid hormone

pathway.

14



/ NTRODUCCION



Introduccion
4. INTRODUCCION

La forma y la arquitectura de las plantas estan definidas por diversos procesos que
modulan el crecimiento y la diferenciacion de los érganos. El tamafio y la forma de estos
organos, a su vez, depende del numero, tamafo y tipo de células que los constituyen.
En otras palabras, dependen de los procesos de division, crecimiento y diferenciacion
celular (Ingram & Waites, 2006), por lo que mantener una delicada regulacion de estos
procesos es esencial para producir la correcta estructura de las plantas. A diferencia de
la mayoria de los organismos vivos, las plantas no poseen la capacidad de desplazarse.
Por esta razén es que presentan una gran plasticidad, como seres vivos inmoéviles o
sésiles tienen que desarrollar estrategias para aclimatarse y/o adaptarse a cualquier
cambio en el ambiente en que se encuentran. Asi, el numero, tamafo, forma y
funcionalidad de los 6rganos de la planta adulta estaran supeditados en gran medida a
las condiciones ambientales prevalentes. La supervivencia y el éxito reproductivo de la
planta dependeran fuertemente de la precisa percepcién de las condiciones externas, y
de los mecanismos moleculares, fisiolégicos y morfogénicos que éstas desencadenen.
El ambiente luminico y la temperatura no s6lo son dos de las variables ambientales que
mas impacto tienen sobre el desarrollo vegetal, sino también dos de las condiciones

mas variables del ambiente.

En general, los principales reguladores de los procesos de division, crecimiento y
diferenciacion celular son proteinas denominadas factores de transcripcion (FT), los
cuales regulan procesos de expresion de genes que eventualmente determinaran las
caracteristicas de las células y los tejidos en los que se expresan. Asimismo, las
fitohormonas (hormonas vegetales) estan involucradas en la modulacion del desarrollo,
actuando tanto corriente arriba como corriente abajo de los factores de transcripcion, e

integrando los diversos procesos a nivel de 6rganos o tejidos.

El presente trabajo de tesis esta dedicado al estudio de los mecanismos moleculares de
accién de los factores de transcripcion de la familia TCP (TEOSINTE BRANCHED 1,
CYCLOIDEA y PROLIFERATING CELL FACTORS) y su relacién con el factor de
transcripcion GLK1 (GOLDENZ2-LIKE 1) en respuesta a la iluminacioén, utilizando como
modelo a Arabidopsis thaliana. En esta seccidon se exponen en una primera parte las
caracteristicas morfolégicas de esta planta, asi como las razones que nos han llevado
a elegirla como especie modelo de estudio. Luego, se detallan los aspectos del proceso
de fotomorfogénesis en los que se enfoca esta tesis y se realiza una descripcion a nivel

estructural y funcional de las proteinas de las familias GLK 'y TCP.
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4.1. Arabidopsis thaliana: Un organismo modelo

Arabidopsis es un género de plantas herbaceas de la familia de las brasicaceas o
cruciferas que ha sido objeto de intenso estudio como modelo para la investigacién en
biologia vegetal. Actualmente cuenta con 9 especies y 8 subespecies, entre las que se
encuentra Arabidopsis thaliana (A. thaliana o Arabidopsis, Figura 1). Esta especie puede
medir entre diez y treinta centimetros de altura sin incluir la raiz. Las flores son muy
pequefas y hermafroditas (con 6rganos reproductores masculinos y femeninos), de
color blanco, y se agrupan formando pequefos grupos, llamados inflorescencias. El fruto
es una silicua de un par de centimetros de largo y dos milimetros de ancho, que puede
llegar a contener mas de treinta semillas. Estas se dispersan a través del viento al
abrirse la silicua madura. Si bien Arabidopsis no es una planta de interés agronémico,
ofrece importantes ventajas que la han convertido en la especie mas utilizada para la
investigacion en genética y biologia molecular vegetal. Avances significativos en el
entendimiento del crecimiento y el desarrollo de plantas se han realizado basandose en

la genética molecular de esta simple angiosperma (Meinke et al., 1998).

Figura 1: Planta de Arabidopsis thaliana

Arabidopsis fue sugerida por primera vez como un modelo adecuado para estudios
biolégicos de plantas, especialmente genéticos, a principios de la década de 1940
(Friedrich Laibach, 1943). Las razones para esto eran que es un verdadero diploide con
un ciclo de vida muy corto (6-8 semanas), de fecundacion autégama, y que produce
numerosas semillas que permanecen viables durante muchos afos. Su rapido
crecimiento permite el analisis de un gran numero de individuos en un minimo espacio

y, por lo tanto, la consiguiente amplificacién rapida de los genotipos Uutiles para
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posteriores estudios (Taiz & Zeiger, 2010). Estos factores, sumados a la facilidad de
transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens y, por lo tanto, la posibilidad de
introducir genes de interés y mantenerlos de forma estable, la han convertido en la
planta modelo favorita. Ademas, presenta un genoma pequefo (de aproximadamente
125 Mpb) con relativamente escasas secuencias repetidas, el cual fue secuenciado
completamente en el afio 2000 (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Asimismo,
un gran numero de lineas mutantes se encuentran disponibles en centros de
almacenamiento en EEUU y en el Reino Unido. Para integrar todo el conocimiento que
se genera en miles de laboratorios de todo el planeta se han creado varias herramientas
que permiten a los investigadores explorar nuevas conexiones. The Arabidopsis
Information Resource (TAIR) es uno de los mayores repositorios online de datos y
recursos y el Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) y el Arabidopsis Biological
Resource Center (ABRC) son los principales centros de conservacion, produccion y
distribucién de plantas de Arabidopsis (ecotipos y mutantes) a nivel mundial. Debido a
todas las caracteristicas enunciadas y a la gran cantidad de estudios genéticos y
moleculares que se han publicado sobre diversos aspectos del desarrollo de
Arabidopsis, como germinacion, floracion o la respuesta ante diferentes tipos de estrés,
el potencial para su uso en la investigacion basica de dicotileddneas resulta evidente y

es por esto que la hemos elegido como modelo de estudio en nuestro laboratorio.

4.1.1.  El ciclo de vida de Arabidopsis thaliana

El ciclo de vida de Arabidopsis puede dividirse en cuatro etapas discretas de desarrollo:
fase embrionaria, fase vegetativa juvenil, fase vegetativa adulta y fase reproductiva que
culmina con la senescencia (Figura 2). Durante la embriogénesis se establece el plan
de desarrollo general. Sin embargo, gran parte de la arquitectura final de la planta se
define durante su crecimiento y es altamente dependiente de las condiciones
ambientales. En la fase embrionaria se define el patréon apical-basal establecido en los
meristemas apicales del tallo (SAM: Shoot Apical Meristem) y de la raiz (RAM: Root
Apical Meristem). Estos meristemas son centros de células madre no diferenciadas en
continua divisién celular. A partir del SAM se generan practicamente todos los 6rganos
aéreos de las plantas, mientras que a partir del RAM se generan los tejidos
correspondientes a las raices (Koornneef & Scheres, 2001). El hipocotilo constituye el
primer 6rgano de expansion de la plantula. Durante la germinacion, luego de la salida
de la radicula, el hipocotilo emerge elevando el apice y los cotiledones para separarlos
del suelo y elevarlos hacia la luz. Luego de la germinacién, el SAM da lugar al comienzo

de la fase vegetativa juvenil. Durante esta etapa las plantulas desarrollan un par de hojas
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verdaderas, las cuales presentan tricomas (pelos epidermales) sélo en la superficie
adaxial de las hojas. En la fase vegetativa adulta comienzan a desarrollarse hojas
verdaderas, que parecen estar ubicadas en un solo plano, en torno al eje central de la
planta. Estas hojas desarrollan tricomas en ambas superficies de la lamina (Araki, 2001)
y son, en general, ovaladas, con un peciolo largo y un borde marginal continuo. El
numero de las hojas de roseta esta determinado por una serie de factores que incluyen
el genotipo, las condiciones ambientales y el tiempo transcurrido desde la germinacion

hasta el pasaje a floracién (Blumel et al., 2015).

Figura 2: Ciclo de vida de Arabidopsis thaliana. (a) Estadios de desarrollo de A. thaliana
Columbia (Col), desde las semillas (abajo a la izquierda) estableciéndose como plantula (11
dias), en estadio vegetativo (39 dias) y reproductivo (45 dias). (b-d) Fotografias de una flor (b),
un grano de polen (imagen de microscopia electrénica) (c) y silicuas maduras (izquierda:
cerrada, derecha: abierta con semillas adheridas) (d). Adaptado de Krémer U, 2015. (Kramer,
2015)

El pasaje a estadio reproductivo esta determinado por la aparicion del botén floral,
conocido como “bolting”. La transicion del meristema vegetativo a meristema
reproductivo esta regulada por sefiales especificas del desarrollo y del medio ambiente
como el fotoperiodo, la vernalizacion o diferentes factores ambientales como el estado

nutricional, la temperatura y la disponibilidad de agua. La etapa reproductiva se divide
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en dos fases: en la primera, denominada “fase reproductiva temprana”, se desarrollan
la inflorescencia principal y las hojas caulinares (u hojas reproductivas). En la base de
cada hoja, tanto de roseta como caulinar, existe una yema axilar. Algunas de estas
yemas se desarrollan dando lugar a ramas, pero la mayoria permanecen durmientes,
determinando de esta manera el patréon de ramificacion de la planta. Esto depende de
numerosos factores tanto endégenos como exogenos, entre los que podemos
mencionar las hormonas, los nutrientes y la calidad luminica. Durante la “fase
reproductiva tardia” tendra lugar la apariciéon de las inflorescencias secundarias a partir
de estas yemas axilares tanto de las hojas caulinares como de las hojas de roseta
(Boyes et al., 2001). En relacién a las flores de Arabidopsis, las mismas son radialmente
simétricas y se componen de cuatro sépalos, cuatro pétalos bilateralmente simétricos,
cuatro o seis estambres y dos carpelos fusionados que forman el gineceo central (Smyth
et al., 1990). La autofecundacion resulta en el desarrollo de embriones, que luego se

convierten en las semillas de la planta, que seran mas tarde dispersadas.

4.2. Regulacion de la expresion génica en eucariotas

Todas las células somaticas de un organismo provienen de una unica célula original, el
cigoto, y como consecuencia de esto todas poseen idéntica informacion genética. La
clave para conseguir el crecimiento y la especializacion estructural y funcional es la
divisién celular y la expresion diferencial de ciertos genes. Esta especializacion
estructural y funcional, o diferenciacion, se logra a través de una regulaciéon célula-
especifica de la expresion génica (Lodish et al., 2005). El control a nivel transcripcional
es uno de los mecanismos principales en dicha regulacion y requiere de la presencia de
ciertos elementos. Elementos en cis, secuencias cortas de ADN presentes en las
regiones reguladoras de los genes que funcionan como sitios de reconocimiento, y
elementos en trans, proteinas reguladoras codificadas en otra regiéon del genoma que
reconocen y unen especificamente los elementos en cis, inhibiendo o activando la
transcripciéon de un determinado gen. Estas proteinas son denominadas factores de
transcripcién (Gonzalez, 2015). Los factores de transcripcion (FT) se dividen en dos
categorias: generales y especificos. Los primeros participan en la formacion de la
magquinaria de transcripcion basal en conjunto con la ARN polimerasa Il y dirigen la
transcripcién constitutiva de todos los genes mediante la uniéon a un promotor minimo,
que se extiende generalmente desde el sitio de inicio de la transcripcién hasta -40 pb
corriente arriba, formado por secuencias altamente conservadas de ADN como la caja
TATA, la secuencia iniciadora y/o las islas CpG (Butler & Kadonaga, 2002). Por otra

parte, los FT especificos, también conocidos como activadores o represores

20



Introduccion

transcripcionales, constituyen un grupo de proteinas capaces de estimular (activadores)
o inhibir (represores) la transcripcion de determinados genes, mediante la unién a
secuencias reguladoras especificas y conservadas de ADN presentes en las regiones
promotoras de dichos genes (Yi Sun & Oberley, 1996). Desde el punto de vista funcional,
y en forma muy general, los FT activadores se unen a los elementos en cis, cerca del
sitio de inicio de la transcripcion de un gen o a kilobases de distancia, e interactuan con
estructuras co-activadoras multiproteicas para promover la descondensacién de la
cromatina y la apropiada unién de la maquinaria transcripcional sobre el promotor
minimo. Por el contrario, los FT represores se unen a elementos de control alternativos
causando la condensacion de la cromatina e inhibiendo la correcta unién de la
polimerasa al promotor minimo, por interaccion con complejos co-represores
multiproteicos. En conclusién, el control de la expresidn génica a nivel transcripcional es
el resultado de una compleja interaccidn entre los activadores/represores
transcripcionales y la maquinaria de transcripcién basal (Lodish et al., 2005). De esta
manera, cada tipo celular es definido por la expresién diferencial de su informacion
genética regulada, en parte, por una cascada de factores de transcripcion

interactuantes.

A nivel estructural, los factores de transcripcidén son proteinas modulares que contienen
un dominio de reconocimiento y unién al ADN y dominios que les permiten interaccionar
con otras proteinas. La formacion de estos complejos proteicos hace mas compleja aun
las redes de regulacion de la transcripcién debido a que pueden modificarse las
especificidades de unién al ADN y la capacidad de estos complejos para activar o
reprimir la expresion de los genes blanco (Lodish et al., 2005). Existe una gran variedad
de motivos a través de los cuales los factores de transcripcion interactian con
secuencias especificas de ADN y se clasifican en distintas familias y subfamilias de
acuerdo al tipo de dominio de unién a ADN que contienen. Algunas de estas familias se
encuentran conservadas tanto en animales como vegetales y otras son exclusivas de
cada reino (Lodish et al., 2005). Por otra parte, las familias se subdividen en subfamilias
en funcién de la presencia de otros dominios conservados, rasgos estructurales de los
genes, los procesos biolégicos en los que estan involucrados y las vias de transduccion
de sefales a las cuales estan asociados (Ribichich et al., 2013; Riechmann, 2002). Entre
las familias exclusivas de plantas se encuentran TCP, GARP, AP2/ERF, WRKY, NAC,
SBP, ARF (Ariel et al., 2007; Du et al., 2009; Ribichich et al., 2013; Riechmann, 2002;
Uberti Manassero et al., 2013). Debido a que los factores de transcripcion GLK'y TCP
son objeto de estudio de este trabajo de tesis, mas adelante se describiran en detalle

estas familias de proteinas.
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4.3. Fotomorfogénesis

Las plantas deben optimizar su morfologia para interpretar y adaptarse a los estimulos
ambientales, y asi prosperar como organismos sésiles. La radiacién (energia luminica)
emitida por el sol es esencial para la fotosintesis y el crecimiento de las plantas y afecta
todo su ciclo de vida (Figura 3) (Jiao et al., 2007; Kami et al., 2010). La calidad (longitud
de onda), la duracion y/o la intensidad de esta radiacién afectan de manera diferente el
desarrollo de las plantas, llegando incluso ser dafinas en ciertas condiciones. Por lo que
las plantas han desarrollado mecanismos que les permiten detectar la intensidad y las
longitudes de onda de la radiacién para responder de forma dinamica, optimizar su
crecimiento y desarrollo y minimizar un eventual dafio por exceso o falta de radiacion.
Las plantas perciben las sefales luminosas del ambiente mediante receptores
fotosensoriales, denominados fotorreceptores. En general, estos receptores son
proteinas unidas a una molécula organica, denominada croméforo, que cambia su
configuracion electrénica al absorber fotones de determinadas longitudes de onda. Este
cambio repercute en la proteina causando cambios en su actividad biolégica. De esta
forma estos receptores participan en vias de transduccién de sefiales y permiten que
las plantas respondan a los estimulos luminicos. En base a sus caracteristicas
estructurales y a las longitudes de onda que perciben, se han descripto cinco familias
de fotorreceptores en plantas: los criptocromos, las fototropinas y los miembros de la
familia ZEITLUPE que perciben la luz azul y UV-A; el receptor UVR8 que percibe la luz
UV-B; y los fitocromos que perciben la luz roja y rojo-lejana (Galvao & Fankhauser,
2015).
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Figura 3: Desarrollo vegetal regulado por la luz. La luz controla el crecimiento y el desarrollo a
lo largo de todo el ciclo de vida de las plantas. Adaptado de Jiao et al., 2007. (Jiao et al., 2007)
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La de-etiolacion es el cambio de un desarrollo de escotomorfogénesis a
fotomorfogénesis que se desencadena una vez que la plantula se expone a la luz, es
decir, cuando emerge del suelo. Se caracteriza por una reprogramacion transcripcional
que involucra cambios morfolégicos que son necesarios para el establecimiento de una
plantula fotosintéticamente activa (Gommers & Monte, 2018; Jiao et al., 2007). Durante
el crecimiento en oscuridad, las plantulas crecen elongando el hipocotilo para alcanzar
la superficie y exponerse a la luz (Figura 4a). Este proceso, denominado desarrollo
escotomorfogénico o etiolado, estd acompafado por la formacion de un gancho apical
que protege al meristema apical de tallo, los cotiledones y los primordios de hojas en
desarrollo. Durante el crecimiento escotomorfogénico los cotiledones se encuentran
cerrados y sin desarrollo de cloroplastos (Josse & Halliday, 2008). Una vez que la
plantula se expone a la luz, ésta inhibe la elongacion del hipocotilo y estimula la apertura
y expansion de los cotiledones asi como el desarrollo de cloroplastos funcionales que
permiten la captura de luz para la fotosintesis (Cackett et al., 2021; Martin et al., 2016)
(Figura 4b,c).

(@)

Figura 4: Desarrollo de plantulas de Arabidopsis durante la transicion de oscuridad a luz. (a-c)
Imagenes representativas de plantulas cultivadas 3 dias en oscuridad (a), 2 dias en oscuridad y
expuestas a luz por 0, 2, 6 0 24 h (izquierda a derecha) (b) y 3 dias en luz (c). Escala: 2 mm.
Adaptado de Gommers y Monte, 2018. (Gommers & Monte, 2018)

El crecimiento etiolado y su transicion a un desarrollo fotomorfogénico esta finamente
modulado a nivel molecular, no solo por las vias de sefalizacion activadas por
fotoreceptores, sino también por fitohormonas, sus vias de sefalizacién y la
interconexion entre los componentes de cada via molecular (Kusnetsov et al., 2020)
(Figura 5).
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Figura 5: Esquema de las vias de sefalizacion hormonal y de luz que participan en la
regulacion del desarrollo de los cloroplastos durante la de-etiolacién. Las hormonas de
crecimiento auxinas, citoquininas, brasinoesteroides y giberelinas forman una red regulatoria
junto con la luz para regular la biogénesis y la division de los cloroplastos mediante la
regulacion de la expresion génica y/o la modificacion postraduccional de proteinas. Las flechas
y barras azules indican activacién y represion transcripcional, respectivamente. Las flechas y
barras rojas indican activacion y represién postraduccional de proteinas, respectivamente.
Adaptado de Cackett et al., 2021. (Cackett et al., 2021)

Las fitohormonas brasinoesteroides (BR), giberelinas (GA), auxinas y etileno, y factores
de transcripcion, como COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 1) y las
proteinas PIF (PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORS) juegan un rol importante
en el desarrollo de las plantulas en oscuridad (Alabadi et al., 2008; Bai et al., 2012; X.
Liu et al., 2017). Estos reguladores inducen el crecimiento etiolado mientras suprimen
la actividad de proteinas promotoras de la fotomorfogénesis (Kusnhetsov et al., 2020).
Las proteinas PIF, que pertenecen a la familia de factores de transcripcién bHLH, se
acumulan en oscuridad y promueven la escotomorfogénesis, inhibiendo Ila
fotomorfogénesis (Leivar & Monte, 2014). Asi, las plantas de Arabidopsis mutantes en
PIF1, PIF3, PIF4 y PIF5 (pifq) presentan un fenotipo de fotomorfogénesis constitutiva,
es decir, que al crecer en oscuridad se desarrollan como las plantas salvajes cultivadas
en luz (Leivar et al., 2008, 2009). La exposicion a la luz provoca la activacién de la familia
de fitocromos, fotoreceptores de respuesta a luz roja y rojo lejano, que interaccionan
directamente con las proteinas PIF desencadenando su degradacion proteolitica y, por
lo tanto, redireccionando la expresién génica con el fin de promover la de-etiolacion o

desreprimir la fotomorfogénesis (Ni et al., 2014; Rockwell et al., 2006).
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En luz, la actividad de los reguladores negativos de la de-etiolacién se ve suprimida
(Jaillais & Vert, 2012) y comienzan a participar los fotoreceptores, y reguladores
positivos como las hormonas citoquininas (CK), las proteinas DELLA y FT como HY5,
GNC, CGA1/GNL y GLK (Cackett et al., 2021). Dado que los factores de transcripcion
GLK son protagonistas de esta tesis, mas adelante se hara una descripcién de esta
familia. Corriente abajo de estos FT se activan distintos grupos de genes con el fin de
lograr un éptimo desarrollo fotomorfogénico. En esta tesis, analizamos la modulacion de
tres grupos de genes de respuesta a luz: (1) lirSAUR (light-induced in cotyledons and/or
repressed in hypocotyls SAUR), un grupo de genes SAUR (Small Auxin Up Rna) cuya
expresion se reprime en hipocotilos y se inducide en cotiledones frente a la luz (Sun et
al., 2016; Wang et al., 2020), y estan involucrados en promover la apertura y expansion
de los cotiledones (Dong et al., 2019; Sun et al., 2016); (2) EXPANSINA, genes que
codifican proteinas de la pared celular involucradas en la expansiéon celular en la
mayoria de las fases de crecimiento vegetal (Choi et al., 2006). De esta familia, los
genes EXPB1y EXPB3 son inducidos por luz en cotiledones (Sun et al., 2016), mientras
que EXP16 se expresa fuertemente en estos organos (Klepikova et al., 2016); y (3)
LHCB (light-harvesting chlorophyll A/B binding protein), genes nucleares que codifican

para componentes del aparato fotosintético (Waters et al., 2009).

4.3.1.  Senalizacién retrégrada cloroplasto-ntcleo

Durante su funcionamiento, los plastidos envian sefiales hacia el nucleo que permiten
coordinar la expresion de genes nucleares en funcién del estado metabdlico de los
mismos. Asi, el nucleo regula la biogénesis de los cloroplastos a través de sefnales
anterégradas mientras que los plastidos comunican su estado al nucleo, a través de
sefales retrogradas. Estas sefiales se activan frente a condiciones de estrés como calor,
alta intensidad luminica o la generacion de especies reactivas de oxigeno durante la
fotosintesis, y también tienen un papel importante durante los primeros estadios de
desarrollo de las hojas cuando en los cloroplastos se construyen los aparatos
fotosintéticos (Gommers & Monte, 2018). En base a eso se ha clasificado a estas
sefiales en ‘“operacionales”, es decir aquellas que derivan de cloroplastos
completamente activos con el fin de ajustar su funcionamiento en respuesta a
condiciones ambientales, y “biogénicas” que provienen de plastidos atravesando las
primeras etapas de la biogénesis del aparato fotosintético (Griibler et al., 2021). Estas
sefales impactan en el desarrollo normal regulado por luz (Larkin, 2014; Ruckle et al.,
2007, 2012; Ruckle & Larkin, 2009) y se han reportado evidencias que indican que la

sefalizacién retrégrada (SR) puede reprimir aspectos del desarrollo fotomorfogénico en
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plantulas, ademas de afectar la biogénesis de cloroplastos (Larkin, 2014; Ruckle et al.,
2007, 2012; Ruckle & Larkin, 2009), sugiriendo que existe una conexion entre la via
activada por luz y la SR. Sin embargo, la naturaleza de estas sefiales y el mecanismo
por el cual se transmiten plastido-a-nucleo no esta claro aun. La principal consecuencia
de la activacién de la sefalizacién retrograda es la disminuciéon de los niveles de
expresion de genes nucleares relaciones con fotosintesis (PhANG: Photosynthesis-
Associated Nuclear Gene), como los genes LHCB (light-harvesting chlorophyll A/B
binding protein) y RBCS (rubisco small subunit) (Sajib et al., 2023; Zhao et al., 2018).
Una forma de estudiar las sefiales retrogradas biogénicas es con tratamientos con
norflurazon (NF), inhibidor de la biosintesis de carotenoides, o con lincomicina (LIN),
que inhibe la traduccion de proteinas en plastidos y, por lo tanto, el ensamblado correcto
del aparato fotosintético (Grubler et al., 2021; Sullivan & Gray, 1999). Si bien actuan en
sitios diferentes del cloroplasto, generan fenotipos similares. Este conocimiento se
utilizé para la identificacién de mutantes que presentan defectos en la comunicacion
plastido-a-nucleo, denominadas genomes uncoupled (qun) (Susek et al., 1993). Entre
ellas, las mutantes gun1 presentan hipersensibilidad a NF y LIN (Zhao et al., 2018),
indicando que GUN7T es requerido para la SR (Hernandez-verdeja et al., 2020;
Koussevitzky et al., 2007). GUN1 cumple un papel protectivo en plantulas cultivadas en
oscuridad, donde regularia la expresién de los factores de transcripcion PIFs, BZR1,
BES1 y GLK1 (Sajib et al., 2023). Reportes indican que se encontraria presente en
proplastidos y etioplastos, mientras que se degradaria con el avance del desarrollo de
los cloroplastos, cuando el potencial riesgo de dafio oxidativo decrece (Hernandez-
Verdeja et al., 2022; Sajib et al., 2023; G. Z. Wu et al,, 2018), permitiendo la correcta
expresion de los genes asociados a la fotosintesis. Ademas de GUN1, se ha descripto
como mediador de la SR a GUN5 (Griffin & Toledo-Ortiz, 2022; Wu et al., 2018, 2019;
Wu & Bock, 2021).

4.3.2. Brasinoesteroides

Los brasinoesteroides (BR) son hormonas promotoras del crecimiento que regulan
diversos procesos de crecimiento y desarrollo, como la elongacién celular, la
germinacion de semillas, la formacién de estomas, la diferenciacion vascular, la
arquitectura de las plantas, la floracion, la resistencia al estrés y la senescencia (Guo et
al., 2013; Wang et al., 2012; Yang et al., 2011). En particular, las plantas con defectos
en la biosintesis o sefalizacién de BR muestran un fenotipo enano tipico, lo que sugiere
que los BR juegan un papel esencial en el crecimiento y el desarrollo normal de la planta.

Ademas, cuando plantas deficientes en brasinoesteroides, o insensibles a esta
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hormona, son cultivadas en oscuridad poseen cotiledones abiertos, hipocotilos mas
cortos (Li et al., 1996), y una elevada expresion de genes relacionados con la
fotosintesis (Chory et al., 1991).

El compuesto esteroide brasinélido (BL) fue identificado en extractos de polen de
Brassica y purificado, en 1979, como un compuesto promotor del crecimiento. Este y
otras hormonas esteroides vegetales se denominaron colectivamente brasinoesteroides
debido a su caracterizacion inicial en Brassica, aunque estan presentes en todas las
plantas y también en algunas especies de algas. La biosintesis de BR es muy compleja
y tiene muchas vias de interseccion (Chung & Choe, 2013; Z. Wei & Li, 2020). La
sefalizacién de BR es una de las vias de transduccion de sefiales mas caracterizadas
en plantas (Figura 6). Comienza con la unién de la hormona al dominio extracelular de
un receptor conformado por las proteinas BRI1 y BAK1, las cuales forman un bolsillo
donde se une la hormona. BRI1 forma heterodimeros con una pequena familia de
correceptores que incluye a BAK1 (también conocido como SERK3), SERK1 y SERK4
(Li & Chory, 1997; Nam & Li, 2002; Z. Wang et al., 2001). La unién de la hormona al
receptor genera un cambio conformacional en los dominios citosélicos de BRI1 y las
proteinas SERK vy la fosforilacion de BRI1, activandolo y promoviendo la disociacién del
regulador negativo BKI1 (Nam & Li, 2002). BRI1 activado desencadena una serie de
eventos de fosforilacion, incluida la fosforilacion y activacién de dos quinasas ubicadas
corriente abajo: BSK1 y CDG1, que activan sucesivamente las fosfatasas de la familia
BRI1-SUPPRESSOR 1 (BSU1) (Kim et al., 2011; Tang et al., 2008). A su vez, BSU1
activada desfosforila e inactiva a BIN2, que es el regulador negativo maestro de la via
de sefalizacion de BR (Kim et al., 2009), que posteriormente es secuestrado por KIB1,
una proteina F-box E3 ubiquitin ligasa que termina facilitando su ubiquitinacion y
degradacion (Zhu et al., 2017). Esto evita que se fosforilen e inactiven los factores de
transcripcion BZR1 y BZR2/BES1, dos sustratos de BIN2 y FT clave que median
positivamente las respuestas de BR. Mientras tanto, BZR1 y BES1 son desfosforiladas
y activadas por PP2A (Tang et al., 2011), lo que permite que se transloquen desde el
citoplasma hasta el nucleo. Alli regulan la expresion de sus genes blanco uniéndose, en
forma de homo o heterodimeros, directamente a elementos de respuesta a BR (BRRE,
CGTG'"/cG), motivos E-box (CANNTG) o G-box (CACGTG, una caja E especifica
formada por dos copias del nucleo del elemento BRRE) en los promotores, iniciando asi

una serie de respuestas celulares (He et al., 2005; Wang et al., 2012; Yin et al., 2005).
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Figura 6: Via de transduccion de sefales de brasinoesteroides. Los componentes de
sefalizacién en estado activo estan marcados con contornos rojos. Los pequefos circulos que
contienen la letra P indican residuos de fosfato. Las flechas rojas indican procesos de
fosforilacién y desfosforilacion; las flechas negras indican el movimiento de las proteinas. (a)
En ausencia de brasinoesteroides (BR), BRI1 esta inactivo y se asocia con BKI1 y
BSKs/CDG1. BIN2 activo fosforila a BZR1/2 inhibiendo su actividad de unién al ADN y
provocando el transporte fuera del nucleo al citoplasma, donde es retenido por la proteina 14-3-
3. (b) En presencia de BR, la unién de BR a BRI1 induce la disociacion de BKI1 y la asociacién
de BAK1. La transfosforilacién secuencial entre BRI1 y BAK1 activa a BRI1, que a su vez
fosforila a BSKs/CDG1. BSKs/CDG1 activas se liberan del complejo receptor y activan a BSU1
por fosforilacion. A continuacion, BSU1 activada desfosforila e inactiva la BIN2. BZR1/2 es
entonces desfosforilada por PP2Ay liberada de las proteinas 14-3-3. A continuacion se
desplaza al nacleo de la célula donde puede unirse a los promotores de los genes de respuesta
a BR para regular su expresion. Adaptado de Wang et al., 2012. (Wang et al., 2012)

En este trabajo de tesis nos enfocamos en el rol de los BR como reguladores negativos
de la fotomorfogénesis. Se ha reportado que, en oscuridad, BZR1 y su homdlogo
BZR2/BES1, reprimen la expresién de genes involucrados en las vias de sefalizacién
por luz, como fitocromo B (PHYB), fototropinal, GATA2/4 y GLK (Cackett et al., 2021;
Luo et al., 2010; Sun et al., 2010; Yu et al., 2011), éstos ultimos siendo regulados por el
complejo proteico BZR1-PIF4 (Oh et al., 2012). Adicionalmente, COP1 se encarga de
mediar la degradacion de la forma fosforilada (inactiva) de BZR1 en oscuridad, lo que
aumenta la proporcion de BZR1 desfosforilado (activo) y promueve Ia
escotomorfogenesis (Kim et al., 2014). Por el contrario, en luz, la fraccién de BZR1 que
aun se mantiene en su forma desfosforilada interacciona con HY5, esto evita que BZR1
se una a sus genes blancos y continue inhibiendo la de-etiolacién (Li & He, 2016). Estos
son algunos de los componentes claves que conectan las sefales activadas por luzy la
via de sefalizacién de brasinoesteroides, y aquello por lo que nos interesa estudiar esta

fitohormona y su relacién con los FT en estudio.
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4.4. Familia de factores de transcripcion GLK

Los factores de transcripcion GLK (Golden2-like) son una familia exclusiva de plantas
perteneciente a la superfamilia GARP (Chen et al.,, 2016). Su nombre se debe a
Golden2, un factor de transcripcion que participa en el control de la diferenciacion celular
en hojas de maiz (Chen et al., 2016; Hall et al., 1998).

En Arabidopsis existen dos genes GLK codificados en el genoma nuclear, denominados
GLK1y GLK2 (Fitter et al., 2002). Estos contienen tres regiones altamente conservadas:
una regién N-terminal rica en residuos acidos, un dominio de unién al ADN en la region
central que contiene el dominio GARP (DBD) y el dominio GCT (GLK/caja C-terminal).
Dentro del dominio GCT existen dos regiones ricas en prolina (denominadas PRR1 y
PRR2) y una regién hacia el extremo C-terminal muy conservada en las proteinas GLK
(caja C-terminal) (Hosoda et al., 2002; Rossini et al., 2001). Particularmente, el dominio
GCT y un motivo AREAEAA, encontrado al final del DBD, han sido propuestos como
caracteristicas definitorias de los miembros de la familia GLK (Fitter et al., 2002; Rossini
et al., 2001; Tamai et al., 2002; Wang et al., 2013). A su vez, se ha visto que el dominio
GCT esta involucrado en la interaccioén proteina-proteina con otros FT como ser SIGMA
FACTOR BINDING PROTEIN1 (SIB1), LESION SIMULATING DISEASE 1 (LSD1) y
BPG4 (Lietal., 2021; Lv et al., 2019; Ni et al., 2017; Tachibana et al., 2024).

Los miembros de la familia GLK se encargan de coordinar la biogénesis y el desarrollo
de los cloroplastos. El aparato fotosintético, que recibe y colecta la luz para fijar carbono
inorganico, incluye una serie de complejos multiproteicos que residen en las membranas
internas de los cloroplastos o tilacoides. Entre ellos, el fotosistema | (PSI) y fotosistema
II (PSIl) estan compuestos por un centro de reaccion rodeado por complejos periféricos
llamados LHCI y LHCII (LHC, light harvesting chlorophyll), respectivamente (Waters et
al., 2009), que poseen clorofila unida a proteinas para la absorcion de luz (Green &
Durnford, 1996). Los genes LHC y los genes de biosintesis de clorofila se encuentran
en el genoma nuclear (Waters et al., 2009) y se estima que existen aproximadamente
unas 3000 proteinas que estan codificadas en el nlcleo y se localizan en cloroplastos
(Chen et al., 2016). Por lo tanto, la expresion de estos genes debe estar regulada de
manera coordinada para que ocurra un desarrollo fotosintético eficiente y ademas debe
existir una coordinacién entre el genoma nuclear y el de cloroplastos. En este contexto,
los factores de transcripcion GLK son los encargados de regular la expresion de muchos
de estos genes, siendo sus blancos directos los genes LHC y de biosintesis de clorofila
(Chen et al., 2016). Esto se ve reflejado en los fenotipos que presentan plantas mutantes

en los genes GLK: las plantas doble mutantes glk1-1 glk2-1 de Arabidopsis presentan
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hojas palidas, las células del mesofilo contienen cloroplastos rudimentarios con
membranas tilacoides escasas que no forman la grana, y los genes fotosintéticos
codificados en el nucleo exhiben niveles reducidos de transcripto y de proteina,
especialmente aquellos asociados con la biosintesis de clorofila y absorcién de luz
(Fitter et al., 2002). Por otra parte, las plantas de Arabidopsis que sobreexpresan GLK1
o GLK2 presentan niveles elevados de clorofila y un retraso en el tiempo de floracién en
comparacion con plantas salvajes (Waters et al., 2008). A su vez, la sobreexpresion de
GLK1 en lineas mutantes dobles glk1-1 glk2-1 restaura completamente los niveles de
transcripto de genes LHCB6 y de clorofila (Waters et al., 2008). Las proteinas GLK de
maiz (Zea mays), del musgo Physcomitrella patens, de tomate (Solanum lycopersicum),
y de arroz (Oryza sativa) también han sido implicadas en la regulacion del desarrollo de
cloroplastos y se ha demostrado que afectan la expresidn de genes nucleares que
codifican proteinas con localizacion en el cloroplasto y genes relacionados con la
fotosintesis (Chen et al., 2016; Fitter et al., 2002; Ohama & Yanagisawa, 2024; Rossini
et al.,, 2001; Yasumura et al., 2005). En la mayoria de los genomas diploides de
angiospermas que han sido secuenciados hasta el momento, los genes GLK aparecen
de a pares y se ha propuesto que funcionalmente serian redundantes (Fitter et al., 2002;
Tuetal., 2022; Waters et al., 2009), aunque analisis filogenéticos indican que en algunas
especies existen mas copias de los genes GLK, originadas a partir de eventos de

duplicaciones de genoma y de genes (Hernandez-Verdeja & Lundgren, 2023).

En Arabidopsis, se ha descripto que las plantas mutantes en GLK7 y GLK2 presentan
un fenotipo alterado con respecto a las plantas salvajes, pero no asi las mutantes
simples en estos genes (Waters et al., 2008; Yasumura et al., 2005). Sin embargo, la
expresion de GLK1 y GLK2 esta regulada de manera diferente: la expresion de GLK1
es inducida por luz mientras que GLK2 es regulado por luz y por mecanismos
endogenos (Fitter et al.,, 2002). A su vez, existen diferencias en los patrones de
expresion, ya que GLK2 se expresa en silicuas, pero no asi GLK1, observandose
silicuas palidas en la mutante simple glk2-1 pero no en glk1-1 (Yasumura et al., 2005).
Sin embargo, la sobreexpresion de GLK1 en las plantas glk1-1 glk2-1 rescata el fenotipo
de silicuas palidas. Esto indica que GLK1 puede sustituir funcionalmente a GLK2 y que
las diferencias de fenotipo observadas en las silicuas de las plantas mutantes simples

se deben a las diferencias en los patrones de expresion (Waters et al., 2008).

Teniendo en cuenta su rol predominante en la regulacién del desarrollo de los
cloroplastos, es evidente que los cambios en el estado de los plastidos afectaran la
actividad GLK. Asi, se ha reportado que la sefal retrégrada antagoniza la activacion por
luz de los genes GLK (Duan et al., 2020; Martin et al., 2016). Se ha reportado que la

30



Introduccion

activacion de la sefalizacion retrograda inhibe la expresion de GLK7y GLK2, e induce
la disminucion de los niveles proteicos de GLK1 por degradacién dependiente de
proteasoma, lo cual en conjunto conduce a una disminucién de la expresion de genes
relacionados a la fotosintesis y afecta la biogénesis de los cloroplastos (Kakizaki et al.,
2009; Tokumaru et al., 2017). Se ha propuesto que GLK1 tendria la funcién de potenciar
la capacidad fotosintética, integrando las respuestas a factores internos y ambientales
en los tejidos de mayor actividad fotosintética donde la acumulacién de transcripto de
GLK1 es mayor que la de GLK2 (Fitter et al., 2002; Waters et al., 2009). En este sentido,
Martin y colaboradores (2016) han demostrado que en Arabidopsis las vias de
fitocromos y SR dependiente de GUN1 actuan de forma antagénica en el control de la
expresion de GLKT: frente a un dafio en los cloroplastos, se activa la sefializacion
retrograda que reprime la expresion de GLK1 a través de una via independiente de los
factores de transcripcion PIF, dando como resultado una atenuacién en el proceso de

fotomorfogénesis y protegiendo a la plantula (Figura 7).

Como se describié previamente, las vias activadas por luz se interconectan con vias
hormonales para modular finamente la respuesta a la iluminacién. Varios estudios
sefialan que la expresion de los genes GLK estaria regulada por las fitohormonas
auxinas (Sagar et al., 2013), ABA (Ahmad et al., 2019; Lee et al., 2021; Wang et al.,
2018), CK (Kobayashi et al., 2013) y BR (Tachibana et al., 2024; Yu et al., 2011; Zhang
etal., 2021). En cuanto a la via de sefalizacion de BR, se ha reportado que en oscuridad
BES1 reprime la expresion de los genes GLK (Yu et al., 2011) y que se promueve la
degradacion proteica de GLK1 via desfosforilacion por BIN2 (Zhang et al., 2021). En luz,
cuando la via de BR es inhibida, BIN2 se encarga de fosforilar y estabilizar a GLK1
(Zhang et al., 2021). Recientemente, se identific6 a BPG4 como un regulador del
desarrollo de cloroplastos corriente abajo de la via de sefalizacion de BR. BGP4 es
inducido por luz y por deficiencia de BR, y se reporté que interacciona con GLK1 e inhibe
su actividad transcripcional actuando como un factor de homeostasis de los cloroplastos
(Tachibana et al., 2024).
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Figura 7: Acciones antagonicas de la sefalizaciéon por luz mediada por PIF y SR plastidica
mediada por GUN1 en la regulacion de la fotomorfogénesis. Los FT PIF se unen al promotor de
GLK1 a través de un motivo PBE (CACATG) para reprimir directamente su expresiéon en
oscuridad. Activador(es) transcripcional(es) desconocido(s) representado con A activa la
expresion de GLK1. En respuesta a las sefiales luminosas, los fitocromos activados inducen la
degradacion de PIF, desencadenando la desrepresion de GLK1, impulsada por A. A su vez,
GLK1 induce directamente la expresién de genes nucleares asociados a la fotosintesis
(PhANGS), y de uno o mas genes “X” putativos que promueven otros aspectos de la
fotomorfogénesis. Si la integridad del cloroplasto se ve alterada por lincomicina o luz de alta
intensidad, se produce una sefal retrograda negativa (SR -) emitida por cloroplastos
disfuncionales que reprime la expresién de GLK1 a través de GUN1 y la represién de A.
Alternativamente, los cloroplastos funcionalmente intactos podrian producir una SR positiva
(SR +) necesaria para la expresioén y/o actividad de A, que se interrumpe de forma mediada por
GUN1 cuando se altera la funcion del cloroplasto. Adaptado de Martin et al., 2016. (Martin et
al., 2016)

Si bien las proteinas GLK son conocidas por su rol clave en el desarrollo de los
cloroplastos y del aparato fotosintético, se ha descubierto que participan de la regulacién
de otros aspectos de la fotomorfogénesis, y también en el control de la floracion, el
desarrollo del fruto, respuestas de defensa, senescencia, estrés hidrico y la sefializacion
de hormonas como ABA, auxinas, SA y BR (Ahmad et al., 2019; Choi et al., 2024;
Garapati et al., 2015; Hernandez-Verdeja & Lundgren, 2023; Kakizaki et al., 2009;
Kobayashi et al., 2013; Leister & Kleine, 2016; Murmu et al., 2014; Nagatoshi et al.,
2016; Rauf et al., 2013; Savitch et al., 2007; Waters et al., 2009) (Figura 8). En esta
tesis, nos enfocaremos en su rol como inductor de la fotomorfogénesis y su relacién con

los factores de transcripcion de la familia TCP.

32



Introduccion

Daiio en
/ plastidos

Senescencia
Aux d l \./

GLKs
a&gg \' Senescencia
Apertura de /

cotiledones v
& Floracién

Desarrollo de v
cloroplastos |

Figura 8: Los factores de transcripcion GOLDENZ2-LIKE (GLK) son un eje central del desarrollo
vegetal. Los componentes de las vias de sefalizacion por luz, de sefializacion retrégrada de los
plastidos, hormonales y la senescencia desencadenada por la oscuridad o la edad convergen
para regular antagénicamente la transcripcion y los niveles de proteina GLK. En respuesta, las
proteinas GLK activan la expresion de genes nucleares asociados a la fotosintesis
promoviendo el desarrollo del cloroplasto e interactian con otros factores de transcripcién para
promover el crecimiento de las plantulas en la luz y prevenir la floracion y la senescencia. Las
lineas con puntas de flecha y las lineas finales indican regulacién positiva y negativa,
respectivamente (BR, brasinoesteroides; ABA, acido abscisico; CKs, citocininas; Aux, auxinas).
Adaptado de Hernandez-Verdeja y Lundgren, 2023. (Hernandez-Verdeja & Lundgren, 2023)

4.5. Familia de factores de transcripcion TCP

La familia de genes TCP codifica para una familia de factores de transcripcion
especificos de plantas que recibe su nombre de los primeros miembros descritos:
TEOSINTE BRANCHED1 (TB1) del maiz (Zea mays), CYCLOIDEA (CYC) de
Antirrhinum majus (boca de dragon), y PCF1y PCF2 del arroz (Oryza sativa) (Cubas et
al., 1999). TB1 participa en el control del desarrollo de los meristemas axilares en maiz
(Doebley et al., 1997), CYC afecta la morfologia de la flor de Antirrhinum majus (Luo et
al., 1996), y PCF1/2 se une al promotor del gen proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
en arroz (Kosugi & Ohashi, 1997). En 1999, Cubas y col. determinaron que estas
proteinas comparten un dominio conservado, denominado TCP, implicado en la
interaccion con el ADN y la formacién de dimeros, y las dividieron en dos clases
principales, | (o PCF) y Il (o CYC/TB1) (Figura 9).
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Figura 9: Arbol filogenético de la familia TCP mostrando las diferentes clases (1 y Il) y clados
(CYC/TB1 y CIN). Las secuencias de aminoacidos de las proteinas TCP de Arabidopsis
thaliana, los cuatro miembros fundadores de la familia TCP (ZmTB1, AmCYC, OsPCF1y

OsPCF2) y otras TCP se alinearon con Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/, consultado el 10 de febrero de 2023) y se utilizaron
para construir el arbol mediante el método Neighbor-Joining
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/simple_phylogeny/, consultado el 10 de febrero de
2023). El arbol se visualizd con iTOL (https://itol.embl.de/itol.cgi, consultado el 10 de febrero de
2023). At, Arabidopsis thaliana; Am, Antirrhinum majus; Zm, Zea mays; Os, Oryza sativa; Gh,
Gossypium hirsutum; Aa, Artemisia annua; Gm, Glycine max; Sm, Solanum melongena; Pe,
Phyllostachys heterocycle; St, Solanum tuberosum; Vu, Vigna unguiculata; Mp, Marchantia
polymorpha. Adaptado de Viola et al., 2023. (Viola et al., 2023)

cYc/Te1

Clase Il

CIN

Clase |

El dominio TCP contiene una regién basica seguida de dos hélices alfa conectadas con
un bucle, asemejandose al dominio bHLH presente en otra familia de factores de
transcripcién. Sin embargo, la presencia de aminoacidos que rompen la hélice en la
region basica indica que el dominio TCP es un dominio de unién al ADN distinto y
exclusivo de plantas. La diferencia entre ambas clases radica en caracteristicas dentro
y fuera del dominio TCP. Dentro del dominio TCP, cada subfamilia difiere en la longitud
de la region basica, la composiciéon de su sefal de localizacién nuclear (SLN) bipartita,

la composicion de residuos del bucle y las caras hidrofilicas de las hélices, y la longitud
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de la hélice Il (Cubas et al., 1999). Fuera del dominio TCP, las TCP de clase | tienen
regiones cortas que flanquean el dominio, mientras que la mayoria de las TCP de clase
Il tienen un dominio rico en arginina o dominio R (Cubas et al., 1999) y un motivo ECE
(acido glutamico-cisteina-acido glutamico) entre los dominios TCP y R (Howarth &
Donoghue, 2006). Las proteinas TCP de clase Il se dividen a su vez en dos clados:
CYC/TB1 (0o ECE) y CIN (CINCINNATA-like) (Martin-Trillo & Cubas, 2010). El clado CIN
estd formado por los genes jaw-TCP, regulados post-transcripcionalmente por el
microARN miR319 (Palatnik et al., 2003) y los genes TCP5-like que no presentan esta
regulaciéon (Danisman et al., 2013) (Figura 9). Dentro de la clase I, se ha propuesto que
el clado CIN es mas ancestral que el clado CYC/TB1, que esta ausente en las plantas
no vasculares (Zhou et al., 2022). No obstante, dado que las plantas inferiores poseen
ambas clases de TCP, el antepasado de la familia TCP sigue siendo desconocido
(Navaud et al., 2007). A lo largo de los afios, se han identificado miembros de la familia
TCP en varias especies, pero se han caracterizado principalmente en Arabidopsis
(Busch et al., 2019; Chen et al., 2016; Fan et al., 2022; Koyama et al., 2010; Liu et al.,
2020; Martin-Trillo & Cubas, 2010; Mukhopadhyay & Tyagi, 2015; Shang et al., 2022;
Shiet al., 2016; Song et al., 2018; Wei et al., 2016; Wen et al., 2020; Xie et al., 2020; Yu
et al., 2022). El genoma de Arabidopsis codifica 24 miembros distribuidos en todos los
cromosomas, 13 de la clase I TCP6, TCP7, TCP8, TCP9, TCP11, TCP14, TCP15,
TCP16, TCP19, TCP20, TCP21, TCP22, TCP23,y 11 de laclase Il: TCP2, TCP3, TCP4,
TCP5, TCP10, TCP13, TCP17, TCP24 del clado CIN y TCP1, TCP12/BRC2,
TCP18/BRC1 del clado CYC/TB1 (Cubas et al., 1999; Navaud et al., 2007) (Figura 9).
Para el lector interesado, Zhou y col. (Zhou et al., 2022) han publicado recientemente
un analisis exhaustivo de la filogenia y la evolucién de la familia TCP en 37 especies de

plantas, desde las inferiores hasta las superiores.

4.5.1. Interaccion con el ADN

Las proteinas TCP forman dimeros en solucidon que son esenciales para la union del
ADN (Danisman, 2016; Danisman et al., 2013; Kosugi & Ohashi, 2002). Las proteinas
TCP de clase | reconocen la secuencia de unién consenso GTGGGNCC, mientras que
las proteinas de clase Il prefieren la secuencia GTGGNCCC (Kosugi & Ohashi, 2002;
Schommer et al., 2008; Viola et al., 2011; Viola et al., 2012). Estas preferencias estan
determinadas por un residuo (Gly en clase | o Asp en clase Il) ubicado en la regién
basica N-terminal del dominio TCP (Viola et al., 2012). En cuanto a la estructura del
dominio TCP, Sun y col. (Sun et al., 2020) determinaron que OsPCF6, de la clase Il de

Oryza sativa, adopta una estructura basica-hélice-bucle-hélice no candnica con tres
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laminas B cortas consecutivas seguidas de un motivo de hélice-bucle-hélice. Mas
recientemente, las estructuras cristalinas de los complejos con el ADN de ambas clases
de dominio TCP revelaron que presentan un tipo de reconocimiento de ADN distinto con
un mecanismo de unién unico (Zhang et al., 2023). Los homodimeros de dominio TCP
adoptan un modo de reconocimiento de tres sitios de ADN, principalmente a través de
un par de laminas B cortas formadas en la interfaz del dimero y bucles basicos flexibles
localizados en el extremo N-terminal de cada monémero (Zhang et al., 2023) (Figura
10). Este mecanismo de unién al ADN explica por qué un unico residuo de aminoacido
determina las distintas preferencias de unién de las dos clases de proteinas TCP.
Ademas, el dominio TCP posee una amplia especificidad para secuencias de ADN mas
cortas que el consenso (Zhang et al., 2023), afadiendo mayor complejidad a la red
reguladora de los factores de transcripcion TCP. Por fuera del motivo TCP, las proteinas
TCP parecen contener grandes regiones con residuos desordenados consecutivos
distribuidos a lo largo de su secuencia, presentando los miembros de la clase | mayor
desorden que los de clase Il (Thieulin-Pardo et al., 2015; Valsecchi et al., 2013). Por
ejemplo, se predice que TCP8, TCP de clase |, de Arabidopsis tiene tres regiones

intrinsecamente desordenadas (IDR) a lo largo de su secuencia (Valsecchi et al., 2013).

Dado que las secuencias consenso reportadas para las proteinas TCP de clase | y Il
son distintas, pero se superponen, se ha planteado la hipétesis de que proteinas de
ambas clases podrian compartir genes blancos, regulando la expresién de los mismos
en forma antagonica (Kosugi & Ohashi, 2002; Li et al., 2005). Sin embargo, estudios
utilizando plantas mutantes o que expresan de manera constitutiva formas nativas o
modificadas de estos factores de transcripcion sugieren que una redundancia parcial en
las funciones de diversas proteinas TCP se superpone con funciones especificas para
cada una de ellas. Hasta el momento, la existencia de funciones solapadas entre las
proteinas TCP de clase | y Il ha sido demostrada en algunos trabajos (Danisman et al.,
2012; Schommer et al., 2008). También se ha observado la existencia de procesos que
son regulados de manera conjunta por proteinas TCP de clase | y del clado CIN de clase
Il (Rath et al., 2022; Sarvepalli & Nath, 2018), asi como procesos regulados de manera

especifica por TCP de cada clase (Viola et al., 2023).
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Figura 10: Estructuras de los dominios TCP de AtTCP10 y AtTCP15 unidos al ADN. (Panel
izquierdo) Estructura global del dominio TCP de AtTCP10 en complejo con ADN en dos
orientaciones (girado 90° a lo largo del eje indicado). Cadena A (verde) contiene los residuos 3-
87, mientras que la cadena B (cian) contiene soélo los residuos 30-87, cubriendo todo el dominio
TCP. (Panel derecho) Estructura del dominio TCP de AtTCP15 con ADN en dos orientaciones
(girado 90° a lo largo del eje indicado). La cadena A (rosa) y la cadena B (azul) contienen los
residuos 52-110, que abarcan todo el dominio TCP. Adaptado de Zhang et al., 2022. (Zhang et
al., 2023)

4.5.2. Regulacioén de la actividad de las proteinas TCP

Los estudios realizados hasta la fecha sefialan que las proteinas TCP pueden funcionar
tanto como activadores o represores transcripcionales y actian a través del
reclutamiento de proteinas de otras familias mediante interacciones proteina-proteina.
La formacion de estos complejos puede conducir a un aumento en la actividad
transcripcional de las proteinas TCP o bien ejercer un efecto inhibitorio o antagénico,
dependiendo de las proteinas especificas con las que interactuan. En algunos casos se
ha observado un efecto sinérgico o cooperativo en la actividad transcripcional de las
proteinas interactuantes (Chu et al., 2021; Liet al., 2018; Ma et al., 2018; Mo et al., 2022;
Zhang et al., 2018; Zhang et al., 2019), en otros, la union a los promotores de los genes
blanco es posible o mejorada por la formacién de los complejos proteina-proteina (Li et
al., 2018; Mo et al., 2022; Zhang et al., 2018) o, si bien las proteinas TCP pueden unirse
a los promotores de sus genes blanco, funcionan como activadores transcripcionales
solo si interactuan con otro factor (Mo et al., 2022). Por otro lado, existen proteinas que
inhiben la actividad transcripcional de las proteinas TCP, como por ejemplo ORANGE,
ERF4 y DELLA (Ding et al., 2022; Resentini et al., 2015; Sun et al., 2019). Si bien la
mayoria de las proteinas TCP de clase | se han descripto como activadores de la
transcripcién, algunos informes indican que también pueden actuar como represores.
Por ejemplo, TCP16 y TCP21 de Arabidopsis, PpTCP20 de melocotén y GhTCP19 de
algodon reprimen la expresion de sus genes blanco (Masuda et al., 2008; Pruneda-Paz
et al., 2009; Wang et al., 2020; Wu et al., 2019), MdTCP46 de manzana bloquea la unién
de un activador transcripcional a sus genes blanco, regulando asi negativamente su

expresion (Liu et al., 2022), y algunas proteinas TCP de esta clase interactian con
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represores transcripcionales (Chen et al., 2014). Mas aun, diferentes miembros podrian
actuar como activadores o represores del mismo gen blanco, como es el caso de CCA1,
que es activado por TCP20 y TCP22 y reprimido por TCP21 en Arabidopsis (Mo et al.,
2022; Pruneda-Paz et al., 2009). Todo esto evidencia que la capacidad de las proteinas
TCP para formar complejos con diferentes tipos de proteinas les proporciona un
mecanismo flexible para modular el crecimiento y desarrollo de las plantas. Ademas, se
ha observado la existencia de una regulacién precisa de la actividad de las proteinas
TCP a través de la regulacion por miRNA, modulacion de la estabilidad proteica, la
capacidad de unién al ADN y la localizacién subcelular, entre otras. Por ejemplo, algunos
miembros del clado CIN de la clase Il son regulados postranscripcionalmente por el
microARN miR319, mientras que los niveles de proteinas TCP de clase | se ven
afectados por mecanismos de degradacion dependientes del proteasoma (Dong et al.,
2017; Palatnik et al., 2003; Peng et al., 2015; Steiner et al., 2012, 2016; Yang et al.,
2017). Ademas, se ha observado que su ubicacion subnuclear varia segun las proteinas

con las que interactuan (Ferrero et al., 2019; Viola et al., 2023).

4.5.3.  Funciones de los factores de transcripcion TCP

En cuanto a su funciéon durante el ciclo de vida de las plantas, se ha observado que las
proteinas TCP influencian distintos aspectos relacionados con el crecimiento de los
organos, como la proliferacién celular, la endorreplicacion y la expansién celular.
Controlan el desarrollo y la senescencia de las hojas, la formacién de ramificaciones
laterales, la morfogénesis floral, el desarrollo de gametofitos, la germinacion, el ritmo
circadiano y la regulacion de diversas vias hormonales, como auxinas, giberelinas y
citokininas (Bresso et al., 2018; Dhaka et al., 2017; Li, 2015; Palatnik et al., 2003; Rath
et al., 2022; Schommer et al., 2014; Uberti Manassero et al., 2013; Viola et al., 2023).
Ademas de regular procesos de desarrollo, la evidencia experimental acumulada indica
que las proteinas TCP desempefian funciones clave en la inmunidad de las plantas
contra patégenos de diferentes reinos y a través de diferentes redes de sefializacion
(Kim et al., 2014; Lopez et al., 2015; Mukhtar et al., 2011; WeRling et al., 2014). Ademas,
son blanco de diversos efectores secretados por patdgenos como bacterias, hongos y
artropodos herbivoros (Gonzalez-Fuente et al., 2020). De manera que las proteinas TCP
actuarian como puente para conectar los procesos de desarrollo con la inmunidad de
las plantas y esto seria aprovechado por los efectores para facilitar la proliferacion de

patogenos.

Para TCP14 y TCP15 de Arabidopsis se ha descripto que actuan en forma redundante

regulando la estatura de la planta a través de la estimulacion de la proliferacién celular
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en los internodos jovenes (Kieffer et al., 2011). Ademas, en estudios realizados en
nuestro laboratorio se encontré que influencian la expansién celular en diversos érganos
como hipocotilos, y el filamento de los estambres de las flores (Ferrero et al., 2021;
Ferrero et al., 2019; Gastaldi et al., 2022; Gastaldi et al., 2020). En la mayoria de estos
procesos se Vio que actuan a través del control de la expresiéon de genes SAUR (Gastaldi
et al., 2020) y como mediadores del efecto de giberelinas, ya que su actividad es inhibida
mediante interacciones proteina-proteina con los represores DELLA (Ferrero et al,
2019; Resentini et al., 2015), moduladores negativos de la respuesta a giberelinas. Junto
con TCP15, TCP14 ha sido reportado como un regulador importante de la germinacion
(Resentini et al., 2015; Tatematsu et al., 2008; Zhang et al.,, 2019) y en estudios
realizados en nuestro laboratorio se encontré que TCP8/14/15 promueven la floracion a
través de la regulacién de SOC1 (Camoirano et al., 2023; Lucero et al., 2017) mientras
que TCP23, también de clase |, la reprime (Camoirano et al., 2023). Ademas, TCP14 y
TCP15 tienen un papel crucial en la formacién de cuticulas y el desarrollo de tricomas,
dos estructuras especializadas de la epidermis aérea que son importantes para el
desarrollo de los 6rganos de las plantas y para la interaccion con el medio ambiente. A
través de diversos estudios moleculares y genéticos realizados en nuestro laboratorio
se determiné que TCP14 y TCP15 modulan la sintesis de cuticula a través de la
activacion directa de la expresion de genes que codifican los factores de transcripcion
SHN1 y SHN2 (de la familia AP2/EREBP) necesarios para la biosintesis de cutina y
ceras, MYB16 y MYB106 (de la familia MIXTA), involucrados el desarrollo de tricomas y
cuticula, asi como de las enzimas de biosintesis de cuticula CYP86A4, GPAT6y CUS2
(Camoirano et al., 2020, 2021). Por otra parte, hemos descubierto que TCP14y TCP15
participan en la respuesta termomorfogénica a través de estimular la elongacién del
hipocotilo y de los peciolos de las hojas frente a altas temperaturas. Su accionar ocurre
a través de la induccién directa de la expresion de genes involucrados en la sintesis de
giberelinas y la expansion celular frente a alta temperatura mediante su interaccion con
PIF4 (Ferrero et al., 2021; Ferrero et al., 2019). Y varios de nuestros estudios indican
que las proteinas TCP de clase | son tanto blanco como moduladores de los cambios
en la homeostasis redox celular (Viola et al., 2013, 2016). Lo que sugiere que podrian
actuar como sensores durante la respuesta a condiciones internas o ambientales que

afecten el estado redox celular.

En cuanto a la respuesta a la luz, al momento de inicio de este trabajo de tesis se habia
reportado que la proteina TCP de clase Il TCP4 se expresa fuertemente en cotiledones
y hojas jovenes donde regula su morfogénesis (Koyama et al., 2010; Palatnik et al.,

2003). Mas recientemente, Dong y col. (Dong et al., 2019) describieron un mecanismo
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mediante el cual TCP4 induce la expresion de genes SAUR en cotiledones expuestos a
la luz, contribuyendo a los cambios en la morfologia del cotiledén durante la de-
etiolacion. Este rol de TCP4 estaria reprimido en oscuridad, a pesar de que el gen TCP4
se expresa igual en ambas condiciones, debido a que PIF3 compite e interfiere con su
union a los genes blancos (Dong et al., 2019). Ademas, se observé que la expresion de
TCP2 se induce por luz azul y se detecto interaccion entre TCP2 y CRY1, participando
de esta manera en la fotomorfogénesis inducida por luz azul (He et al., 2016). Con
respecto a las proteinas de clase |, se vio que TCP14 induce la expresion de los genes
ELIP, involucrados en proteger el aparato fotosintético frente al dafio foto-oxidativo que
ocurre por un exceso de precursores de clorofila en plantas etioladas expuestas a la luz;
su funcién seria inhibida en oscuridad por interaccion con la proteina ORANGE (Sun et
al., 2019). TCP22 estaria involucrada en la respuesta a luz azul, ya que interacciona con
el fotoreceptor CRY2, formando cuerpos nucleares (photobodies) donde modularia la

expresion de genes del reloj circadiano, como CCA1 (Mo et al., 2022).

En general se ha asumido que las proteinas TCP actuan de forma semi-redundante,
pero en los ultimos afios se ha acumulado evidencia que indica que diferentes miembros
actuan a diferentes niveles de las rutas moleculares. Mas aun, se han reportado efectos
opuestos en ciertos procesos, como en el control del ciclo celular y la floracién, lo que
explicaria el mantenimiento de multiples miembros de la familia TCP en las diferentes
especies. Para un mayor detalle, el lector puede consultar revisiones recientes que
describen en detalle el papel de los factores de transcripciéon TCP en diversos procesos
de desarrollo y las redes moleculares de accién (Viola et al., 2023; Viola & Gonzalez,
2023) y una revision publicada por Nicolas y Cubas (Nicolas & Cubas, 2016) que analiza
las interacciones entre los genes TCP y las vias de sintesis y sefalizacién de distintas

hormonas.

En funcidén de lo descripto hasta aqui puede evidenciarse que las proteinas de la familia
TCP participan en multiples aspectos del desarrollo vegetal, tanto a nivel de los
meristemas como del desarrollo de 6érganos laterales y estructuras reproductivas y que
varios de estos procesos estan regulados no sélo a través del control del crecimiento y
proliferacién celular, sino de la modulacién de las vias de sefalizacién de hormonas y
del ritmo circadiano. También sabemos que las proteinas TCP no sélo modulan el
crecimiento interno, sino que participan de la respuesta a sefales ambientales como
temperatura, intensidad de luz, patégenos y que su actividad estd modulada tanto a nivel

transcripcional como postranscripcional a través de la regulacion por miRNA, oxidacién
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y degradacién proteica, entre otras. Considerando entonces que las proteinas TCP
forman parte de una familia con numerosos miembros que participarian tanto de manera
redundante en vias solapadas como en vias especificas y que evidentemente existen
diversos mecanismos a través de los cuales estas proteinas ejercen su funcién, en este
trabajo de Tesis nos abocamos a identificar proteinas que interaccionen con factores de
transcripcién TCP con el fin de ampliar el conocimiento acerca de las funciones que las
proteinas TCP cumplen en la determinacion de la morfologia y la arquitectura vegetal y

dilucidar los mecanismos moleculares involucrados en su accion.

41



OBJ ETIVOS



Objetivos

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

El Objetivo General del presente trabajo de tesis es realizar estudios estructurales y

funcionales de factores de transcripcion de la familia TCP de Arabidopsis thaliana con

el fin de dilucidar los procesos que son regulados por estas proteinas, las redes de

interacciones proteina-ADN y proteina-proteina mediante las cuales cumplen su funcion

y los mecanismos moleculares a través de los cuales modulan el desarrollo y la

arquitectura vegetal.

5.2. Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

o)

6)

7)

Analizar la interaccion entre las proteinas TCP y el factor de transcripcion GLK1

de Arabidopsis in vivo.

Determinar cuales son las regiones proteicas involucradas en la formacion de
los complejos TCP-GLK1.

Estudiar el efecto de estas interacciones sobre las propiedades de unién a ADN

de las especies formadas.

Analizar en forma comparativa los patrones de expresion conferidos por las

regiones promotoras de los genes en estudio.

Evaluar el significado funcional de estas interacciones mediante el estudio a nivel
morfoldgico y molecular de plantas con niveles alterados de las proteinas TCP y
GLK1.

Dilucidar los mecanismos moleculares por los que las proteinas TCP y GLK1

participan de la apertura de cotiledones durante la fotomorfogénesis.

Determinar si la capacidad de interaccion de GLK1 y las proteinas TCP esta

relacionada con este proceso.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material vegetal

Los ensayos realizados durante la etapa experimental de este trabajo se llevaron a cabo
utilizando Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col-0) como planta salvaje que fue
provista por Lehle Seeds (Tucson, AZ, USA). El origen de otras lineas se describe a

continuacion:

- tcp14-1, tcp14-3, tep14-4, tcp14-6, tcp15-1, tcp15-3, tcp15-4, tep14-4 tcp15-3,
pTCP14::TCP14-GUS: Cedidas gentilmente por el Dr. Martin Kieffer (University
of Leeds, UK).

- tcp10-1 (Koyama et al., 2010), glk1-1 (Fitter et al., 2002), glk2-1 (Fitter et al.,
2002), 35S::GLK1 glk1-1 glk2-1 (Waters et al., 2008), bzr1-1D (Wang et al.,
2002), det2 (Chory et al., 1991), pBZR1::BZR1-1D-CFP (Zhang et al., 2013):
Solicitadas al Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) de la Ohio State

University.

- 35S::TCP15-RFP (Viola et al.,, 2016): Expresan bajo el control del promotor
constitutivo 356SCaMV a TCP15 fusionada a la proteina fluorescente roja RFP,

resistentes a higromicina, fue generada previamente en el laboratorio.

- pTCP15::TCP15-GFP-GUS (Ferrero et al., 2021): Posee una construccion que
contiene una regién de aproximadamente 1500 pb corriente arriba del sitio de
inicio de la traduccion del gen TCP15 fusionada a la region codificante de TCP15
seguido de la region codificante de los genes GFP y GUS. Se utilizé el vector
pKGWFS7 que provee resistencia a kanamicina, fueron generadas previamente

en el laboratorio.

- pTCP10::GUS: Posee una construccion que contiene una regiéon de
aproximadamente 1100 pb ubicada entre -10 y -1087 pb corriente arriba del sitio
de inicio de la traduccion de TCP10 fusionada a la regién codificante para el gen
reportero GUS, clonada en el vector binario pBI101.3. Fue obtenida previamente

en nuestro laboratorio.

- pSAURG63::SAUR63-GUS, 35S.:SAUR63-GFP, 35S::SAUR63-GFP tcp14-4
tcp15-3 (Gastaldi et al., 2020): Expresan el gen SAURG63 bajo el control de su

propio promotor o el promotor 35SCaMV (para sobreexpresar) en los fondos WT
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0 tcp14-4 tcp15-3. Resistentes a BASTA, fueron generadas previamente en el

laboratorio.

35S::TCP15 glk1-1 (Alem et al., 2022): Generadas en este trabajo de tesis,
mediante transformacién de plantas mutantes glk71-1 a través de la técnica floral
dip descripta en la seccion 6.30, con una construccidbn que permite
sobreexpresar TCP15 bajo el control del promotor constitutivo 35SCaMV. Las

plantas se seleccionaron mediante la resistencia a kanamicina y BASTA.

35S::TCP15-GFP;, 35S::TCP15-GFP; tcp15-3, 35S::TCP15-GFP; glk1-1,
35S::TCP15-GFP; 35S::GLK1 (Alem et al., 2022): Generadas en este trabajo de
tesis, mediante transformacién de plantas a través de la técnica floral dip, con
una construcciéon que permite sobreexpresar TCP15, de manera inducible por -
estradiol, fusionada a la proteina fluorescente verde GFP. La construccién génica
para expresar TCP15-GFP; fue cedida gentilmente por Pilar Cubas (Centro
Nacional de Biotecnologia-CSIC, Universidad Autonoma de Madrid, Espafia).

Las plantas se seleccionaron mediante la resistencia a higromicina.

35S::GLK1-GFP (Alem et al., 2022), 35S::GLK1-GFP tcp15-3 (Alem et al., 2022),
35S::GLK1-GFP tcp10-1: Generadas en este trabajo de tesis, mediante
transformacion de plantas a través de la técnica floral dip, con una construccion
que permite sobreexpresar GLK1, bajo el control del promotor constitutivo
35SCaMyV;, fusionada a la proteina fluorescente verde GFP (seccién 6.14). Las

plantas se seleccionaron mediante la resistencia a BASTA.

35S::mTCP10-GFP, 35S::mTCP10-GFP glk1-1. Generadas en este trabajo de
tesis, mediante transformacion de plantas a través de la técnica floral dip, con la
construccion que sobreeexpresa TCP10 insensible al microARN319a (por
mutacién de las secuencias de union del microARN), fusionada a la proteina
fluorescente verde GFP (seccion 6.14). Las plantas se seleccionaron mediante
la resistencia a BASTA.

glk1-1 glk2-1, tcp15-3 glk1-1, tcp10-1 glk1-1, det2 tcp15-3, det2 glk1-1, det2
tcp10-1: Generadas en este trabajo de tesis, mediante cruza y posterior analisis
genotipico. Para verificar la presencia de los fragmentos de T-DNA y la
homocigosis de cada mutacion, se realizaron reacciones de amplificacion (PCR,
descripta en la seccion 6.9), utilizando los oligonucleétidos detallados en el

Anexo 1, a partir de ADN gendémico (seccion 6.20).
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pBZR1::BZR1-1D-CFP 35S::TCP15-RFP: Generadas en este trabajo de tesis,

mediante cruza genética y posterior analisis genotipico.

6.2. Cepas

Escherichia coli DH5a: supE44 AlacU169 (®80lacZAM15) hsdR17 recA1 endA1
gyrA96 (Na1r) thi-1 relA1 (Hanahan, 1983).

Agrobacterium tumefaciens LB4404: esta cepa presenta resistencia al antibidtico
rifampicina y posee los plasmidos pTi/pRi pAL4404 (cuyo agente de seleccion es

el antibiético estreptomicina) y pTi/pRi pTiAch5 (Ooms et al., 1982).

Saccharomyces cerevisiae Mav203 (Invitrogen): MATq; leu2-3,112; trp1-901;
his3A200; ade2-101; cyh2R; can1R; gal4dA; gal80A; GAL1:lacZ;
HIS3UASGAL1::HIS3@LYS2; SPAL10::URA3 (Vidal et al., 1996).

6.3. Vectores utilizados

pGADT7: Es un vector de expresion para levaduras, disefiado para expresar una
proteina de interés fusionada al dominio de activacion de GAL4 (AD). La
transcripcién de la fusién a GAL4 AD esta dirigida por el promotor constitutivo
pPADH1. Ademas, contiene una sefal de localizacién nuclear (SV40 NLS) que
dirige la proteina al nucleo de la levadura. Este vector se replica tanto en E. coli
como en S. cerevisiae a partir de los origenes de replicacion pUC y 2y,
respectivamente. A su vez, este vector contiene un gen de resistencia a
ampicilina para su seleccion en E. coliy un marcador nutricional, LEU2, para su
seleccion en levaduras. Este vector se ha utilizado para los ensayos de doble

hibrido en levaduras.

pGBKT7: Es un vector de expresion para levaduras, disefiado para expresar una
proteina de interés fusionada al dominio de unién de ADN de GAL4 (DNA-BD).
En levaduras, estas proteinas de fusién son expresadas en altos niveles a partir
del promotor constitutivo pADH1. Este vector se replica tanto en E. colicomo en
S. cerevisiae a partir de los origenes de replicacion pUC y 24, respectivamente.
A su vez, este vector contiene un gen de resistencia a kanamicina para su
seleccion en E. coli y un marcador nutricional TRP1 para su seleccién en
levaduras. Este vector se ha utilizado para los ensayos de doble hibrido en

levaduras.
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- pBluescript SK-: es un fagémido derivado del pUC19. Posee el gen lacZa, y un
gen de resistencia al antibiético ampicilina (Stratagene Cloning Systems). Este
vector se ha utilizado en el clonado de la regién amino terminal de TCP15 para

los ensayos de doble hibrido en levaduras.

- pENTR-3C: Vector de entrada (Entry vector) para el sistema de clonado Gateway
(Life Technologies). Este vector permite el clonado de una secuencia de ADN de
interés entre los sitios denominados affL. La secuencia clonada entre estos sitios
puede recombinarse entre los sitios attR del vector de destino (Destination

Vector). Este vector genera resistencia a kanamicina (100 ug/ml) en bacterias.

- pASO054: Vector de destino para el sistema Gateway. Este vector permite
expresar en plantas el gen de interés fusionado a la secuencia N-terminal de
mCitrina, bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor

(35SCaMV). Este vector confiere resistencia a espectinomicina (100 pg/ml).

- pAS059: Vector de destino para el sistema Gateway. Este vector permite
expresar en plantas el gen de interés fusionado al dominio C-terminal de
mCitrina, bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor

(35SCaMV). Este vector confiere resistencia a espectinomicina (100 ug/ml).

- pFK-248: Vector de destino para el sistema Gateway. Permite expresar en
plantas el gen de interés fusionado a la proteina fluorescente verde, GFP, en el
extremo C-terminal bajo el control del promotor 36SCaMV. Confiere resistencia

a espectinomicina (100 ug/mil) en bacterias y a BASTA (10 ug/ml) en plantas.

- pPMO056: Vector que permite expresar una regién promotora de interés corriente
arriba del gen que codifica para la enzima luciferasa, capaz de metabolizar el
sustrato luciferina. Confiere resistencia a espectinomicina (100 pg/ml) en

bacterias y a BASTA (10 pg/ml) en plantas.

- pSoup: Vector requerido para la transformacion eficiente de Agrobacterium

tumefaciens al utilizar los vectores pAS y pFK mencionados.

6.4. Medios de cultivos para Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens

- Medio Luria-Bertani (LB): Peptona de carne 10 g/l; NaCl 5 g/l; extracto de
levadura 5 g/I. Para preparar medio LB sélido se adicioné agar-agar como agente

solidificante a una concentracion final de 15 g/l (1,5 % p/v).
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6.5. Medios de cultivo para Saccharomyces cerevisiae

- Medio YPAD: peptona de carne 20 g/I; extracto de levadura 10 g/I; glucosa 20
g/l; adenina (sulfato) 0,02 g/I.

- Medio minimo: (NH4)2SO4 5 g/l; glucosa 20 g/l; K;HPO4 1 g/l; MgSO4 0,5 g/I; NaCl
0,1 g/l; CaCl. 0,1 g/I; inositol 0,1 g/l; piridoxina-HCI 1mg/l; acido nicotinico 1 mg/l;
tiamina-HCI 10 mg/l. En funcion de la cepa de S. cerevisiae empleada y las
transformantes a seleccionar, el medio minimo fue suplementado con las
siguientes concentraciones finales de aminoacidos y bases: uracilo 20 mg/l;

adenina (sulfato) 40 mg/l; L-histidina 20 mg/I.

En los medios soélidos se adiciond agar-agar como agente solidificante a una

concentracion final de 15 g/l (1,5 % p/v).

6.6. Medios de cultivos para Arabidopsis thaliana

- Medio Murashige y Skoog (MS): Para el crecimiento y seleccién de plantas en
placas se empled el medio comercial Murashige y Skoog basal suplementado
con vitaminas (M519) de PhytoTechnology Laboratories. En los medios soélidos

se adicion6 agar como agente solidificante a una concentracion final de 8 gl/l.

6.7. Soluciones

- Solucién amortiguadora de extraccion de ADN de A. thaliana: Tris-HCI 200 mM
(pH 8,0); NaCl 250 mM; EDTA 25 mM; SDS 0,5%.

- Solucion de Miniprep I: Tris-HCI 25 mM (pH 8,0); glucosa 50 mM y EDTA 10 mM.
- Solucién de Miniprep Il: NaOH 0,2 N y SDS 0,1% (p/v).
- Solucion de Miniprep IlI: Acetato de potasio 5M pH4,8; Acido acético glacial.

- Solucion de siembra de ADN en geles de agarosa: Azul de bromofenol 0,25%
(p/v); xilencianol FF 0,25% (p/v); glicerol 30% (v/v).

- Solucion amortiguadora 2X citrato-HCL pH 7: citrato de sodio 0,1 M, llevada a
pH con HCI 0,2 N.

- Solucion madre de X-gluc: X-Gluc 50 mM en metanol.
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- TAE 1X: Tris-acetato 40 mM (pH 8,0); EDTA 1 mM. TBE 1X: Tris-HCI 89 mM (pH
8,0); acido bérico 89 mM; EDTA 2mM (pH 8,0).

- TE: Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM (pH 7,5).

- Solucién Hoagland 50X: KNOs; 1M; Ca(NOs)2.4H.0 1M; EDTA-Fe 20 mM;
MgS0O4.7H,0 1M; NH4H-.PO4 1M; HsBOs 2,86 g/L; MnCl,.4H,O 0,22 g/L;
ZnS0,4.7H20 0,22 g/L; CuS0O4.5H20 0,08 g/L; HsMoO4.H20.

- Solucién de extraccion de proteinas: 0,5 vol de buffer 6X (Tris-HCI 375 mM (pH
6,8), SDS 9% p/v), Azul de bromofenol 0,03% p/v), B-mercaptoetanol 9% (v/v)),
inhibidor de proteasa complete 1X, PMSF 1X, Glicerol 50 % (v/v).

- Solucién de corrida (WB) 1X: Tris-Base 25 mM; glicina 250 mM; SDS 0,1% (p/v).

- Solucién de transferencia 1X: Tris-Base 2,5 mM; glicina 19,2 mM; metanol 5%
(V/v).

- Solucion TBS-T 1X: Tris-HCI 50 mM pH 7,5; NaCl 150 mM; Tween-20 0,1% (v/v).

- Solucién de bloqueo: leche en polvo 5% (p/v) en TBS-T 1X.

6.8. Analisis de secuencias

Todas las secuencias nucleotidicas analizadas en este trabajo se obtuvieron de la base
de datos proporcionada por The Arabidopsis Information Resource (TAIR). Los estudios
de alineamientos de secuencias nucleotidicas y proteicas se realizaron utilizando el

programa BLAST (blastn o blastp, respectivamente, (Altschul et al., 1990).

6.9. Amplificacion de fragmentos de ADN por PCR (Reaccion en Cadena de la

Polimerasa)

En las reacciones de amplificaciéon por PCR se usaron voliumenes de reacciéon de 50 ul,
empleandose 1,5 U de la enzima Taq ADN polimerasa (Promega) por reaccién. Se utilizé
la solucion amortiguadora de reaccion provista por el fabricante de la enzima, a la cual
se agrego: MgCl, 2 mM; dNTP 0,2 mM de cada uno y 500 ng de cada oligonucleétido
especifico. A esta mezcla de reaccién se le incorporé el ADN molde y la enzima. Las
reacciones se llevaron a cabo en los termocicladores TC-30006 (Techne) y PxE 0,2

Thermal Cycler (Thermo Electron Corporation) utilizando los programas apropiados para
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cada caso y en donde la temperatura de hibridizaciéon se establecié de acuerdo a la

secuencia de los oligonucleoétidos utilizados [Tm = 2(A+T) + 4(G+C)].

Para realizar las reacciones de PCR de colonia se usaron como moldes pequefias
cantidades de bacterias extraidas directamente de la placa de transformacién. Todas las
reacciones de amplificacion utilizadas en estos casos se realizaron en volimenes de

reaccion de 20 ul, manteniendo las proporciones descriptas.

Los productos de las reacciones de amplificacion fueron analizados por electroforesis
en geles de agarosa (seccion 6.10). Los oligonucleétidos utilizados en cada caso se

describen en el Anexo 1.

6.10. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Se utilizé la técnica de electroforesis en geles de agarosa de tipo submarino de acuerdo
a lo descripto por Sambrook y col. (Sambrook et al., 1989). La concentracion de agarosa
utilizada varié entre 0,7 y 2% (p/v) de acuerdo con el tamafo de los fragmentos
analizados. Los geles fueron preparados en solucion TAE 1X (Seccién 6.7). EI ADN se
sembré con 1/10 vol. de solucién de siembra (Seccidn 6.7) y fue visualizado por tincién
con Gel Red en concentraciones especificadas por el fabricante. Las corridas
electroforéticas se realizaron en solucién TAE 1X a una intensidad de corriente
constante de 70 mA y se utiliz6 como marcador de tamafio de los fragmentos ADN del
bacteriéfago A (Promega) digerido con las enzimas de restriccion Hindllly EcoRI (21266,
5148/4973, 4268, 3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564 y 125 pb). Para la

visualizacién de los geles se utilizé un transiluminador de luz UV (A=310 nm).

6.11. Purificacion de fragmentos de ADN

Los fragmentos de ADN se purificaron a partir de geles de agarosa, empleandose el kit

comercial GeneJET Gel Extraction Kit de Thermo Fisher Scientific.

6.12. Digestion con endonucleasas de restriccion

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccidon se realizaron en las condiciones de
reaccion recomendadas por los proveedores de cada enzima en particular. En todos los
casos fueron utilizadas entre 1 y 5 U de enzima por cada ug de ADN a digerir en un

volumen final que varié entre 20 y 50 ul, dependiendo de la cantidad de ADN.
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6.13. Ligacion de moléculas de ADN

La ligacion de fragmentos de ADN se llevo a cabo utilizando 1 U de T4 ADN ligasa
(Promega) en un volumen de reacciéon de 10 ul, empleando la solucién amortiguadora
de reaccién provista por el fabricante de la enzima. Se utilizaron cantidades de inserto
y vector tales que la relacion molar entre ambos fuera de 5 a 1, respectivamente. La

incubacion se realizé durante toda la noche a 4°C.

6.14. Generacion de construcciones génicas

Con el fin de obtener las construcciones para expresar las distintas versiones de la
proteina GLK1 en S. cerevisiae para los ensayos de doble hibrido se realizaron
deleciones a partir del ADNc GLK1, que fueron fusionadas a la regiéon codificante del
dominio de unién al ADN (BD) del activador transcripcional GAL4 de levadura, en el
vector binario pGBKT7 (Clontech). Las caracteristicas de este plasmido para expresiéon
en levadura estan descriptas en la seccién 6.3. Las distintas regiones del gen GLK1
fueron amplificadas empleando los oligonucleétidos adecuados (Anexo 1) y, como
molde, ADN del clon GLK1-pGBKT7. Los productos de amplificacion fueron purificados
con un kit comercial a partir de gel de agarosa y luego de ser digeridos con enzimas de
restriccion, se ligaron con el vector pGBKT7 digeridos de la misma manera, siguiendo
las técnicas descriptas en las secciones 6.12 y 6.13. En la Tabla 1 se detallan los
tamafos de insertos obtenidos, las enzimas de restriccién utilizadas y el vector
empleado para cada clonado.
Tabla 1: Fragmentos generados para los diferentes clonados. Para cada uno se indica el

tamafio (en pb), los sitios de restricciéon incorporados durante la PCR, el plasmido en el cual fue
clonado y las enzimas de restriccion con las cuales se digiri6é dicho vector.

. Sitios de Sitios de

.. Tamaiio del o Vector de L
Construccion | restriccion restriccion

inserto (pb) clonado

(Inserto) (Vector)
GLKA1 1310 BamHI/Xhol pENTR 3C BamHI/Xhol
GLK1p+ 1180 BamHl/Sall pGBKT7 BamHl/Sall
GLK1p2 770 BamHl/Sall pGBKT7 BamHl/Sall
GLK1ps 400 BamHl/Sall pGBKT7 BamHl/Sall
GLK1p4 920 BamHI/Xhol pGBKT7 BamHl/Sall
GLK1ps 580 BamHI/Xhol pGBKT7 BamHl/Sall
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Para obtener las construcciones utilizadas en el ensayo de complementacién
bimolecular de la fluorescencia (BiFC), se amplificé la region codificante del gen GLK1
a partir de ADNc, obviando el coddén de detencidn, utilizando oligonucleétidos
especificos GLK1-MBP y pENTR-GLK1-R (Anexo 1). Estos amplicones fueron clonados
en el vector pENTR 3C utilizando los sitios BamHI/Xhol. La recombinacién se realizé
utilizando los vectores de destino pAS054 y pAS059 de la serie pPGREEN IIS, para lograr
la fusion a los fragmentos de YFP necesarios en el ensayo BiFC (35S::GLK1-YFPn y
35S::GLK1-YFPc).

El clon GLK1-pENTR 3C también se utilizd6 para recombinar con el vector de destino
pFK-248 de la serie pGREEN IIS con el fin de obtener la construccion que permita
sobreexpresar GLK1 en plantas, 35S::GLK1-GFP.

Por otro lado, se amplificé la region codificante del gen TCP10 a partir de ADNCc,
obviando el codén de detencién, utilizando oligonucleétidos especificos (Anexo 1), y
mediante técnica de mutagénesis dirigida se muté la secuencia de unién al
microARN319a con el fin de obtener una version de TCP10 insensible al microARN.
Estos amplicones fueron clonados en el vector pENTR 3C utilizando los sitios
EcoRI/Xhol. Se realizé una recombinacion utilizando el vector de destino pFK-248 para
su sobreexpresién como fusiéon a GFP (35S::mTCP10-GFP).

Para llevar a cabo los ensayos transitorios en hojas de Nicotiana benthamina con el
reportero LUCIFERASA, se amplificaron las regiones promotoras de los genes LHCB2.2
y SAUR14. En el caso de LHCB2.2 se amplifico una regién de aproximadamente 1000
pb antes del inicio de la traduccion, el producto fue purificado y digerido con las enzimas
de restricciéon Kpnl/Hindlll. Mientras que para el gen SAUR14 se tomé una region de
aproximadamente 800 pb corriente arriba del inicio de la traduccién, el producto de
amplificacién purificado fue digerido con las enzimas Kpnl/BamHI. Los oligonucleétidos
utilizados en las reacciones de PCR se detallan en el Anexo 1. Ambos fragmentos se
ligaron con el vector pPM056 de la serie pGREEN IIS, digerido con las enzimas
adecuadas en cada caso, para obtener las fusiones a la region codificante del gen
LUCIFERASA (pLHCB2.2::LUC y pSAUR14::.LUC).

Por ultimo, se obtuvieron construcciones para expresar dos versiones de BZR1 en S.
cerevisiae para ensayos de doble hibrido y en plantas para ensayos de BiFC. Se
amplificaron por separado una region N-terminal (327 pb) y una regién C-terminal (681
pb) del gen correspondiente, empleando los oligonucleétidos adecuados (Anexo 1) y
como molde, ADN del clon BZR1-pENTR3C. Los productos de amplificacion purificados

fueron digeridos con las enzimas de restriccion EcoRI/BamHI. Para los ensayos de Y2H,
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estos los fragmentos fueron ligados con los vectores pGBKT7 y pGADT7 digeridos de
igual manera, para su fusién a la region codificante del dominio de union al ADN (BD)
(BZR1n-BD y BZR1c-BD) o del dominio de activacion (AD) de GAL4, respectivamente
(BZR1n-AD y BZR1¢-AD). Para los ensayos transitorios en plantas de N. benthamiana,
el fragmento C-terminal de BZR1 se cloné ademas en el vector pENTR 3C para su
posterior recombinacion con los vectores de destino pAS054 y pAS059 obteniéndose
los clones 35S::BZR1c-YFPny 35S::BZR1c-YFPc, respectivamente.

6.15. Determinacion de la secuencia de moléculas de ADN

Para determinar la secuencia de ADN de los distintos fragmentos clonados se utiliz6 el
servicio provisto por Macrogen Sequencing System en Seul, Corea. Para usar este
servicio se enviaron 10 pl de plasmido 100 ng/pl y 5 pl de un oligonucleétido especifico
(5 MM). Las muestras fueron procesadas en un secuenciador automatico ABI3730XL.
Los datos de las secuencias y sus respectivos cromatogramas fueron recibidos en forma

electronica.

6.16. Transformacion de Escherichia coli con ADN plasmidico por

electroporacion

La preparaciéon de las células competentes y las condiciones de electroporacion
empleadas fueron las recomendadas en el manual del fabricante del equipo (Micro
Pulser™, Bio-Rad Laboratories Inc., USA). El choque eléctrico se realizé en cubetas de
0,1 cm de separacion entre los electrodos (Bio-Rad). Inmediatamente después del
disparo se adicioné 1 ml de medio LB (Seccion 6.4) a la suspension de células y se las
incubd durante 1 h a 37°C. Después de centrifugar a 5000 rpm durante 5 min, el
sedimento celular se resuspendio en 100 pl de medio LB y se sembré en placas de Petri
con medio LB-agar suplementado con el antibiético adecuado. Estas fueron incubadas

a 37 °C toda la noche.

Luego de crecidas las colonias, se identificaron aquellos clones positivos, primero, por
PCR de colonia descripta en la seccién 6.9 y luego a través de mini-preparaciones de
plasmidos como se detalla en la seccion 6.19. Los plasmidos obtenidos en este caso se
analizaron por digestion con enzimas de restriccion y/o PCR. Los clones positivos se
guardaron en medio LB liquido con el agregado de los antibiéticos a -80°C en glicerol
50%.
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6.17. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens con ADN plasmidico por

electroporacion

La preparaciéon de las células competentes y las condiciones de electroporacion
empleadas fueron las recomendadas en el manual del fabricante del equipo (Micro
Pulser™, Bio-Rad). El choque eléctrico se realiz6 en cubetas de 0,25 cm (Bio-Rad).
Inmediatamente después del disparo se adiciond 1 ml de medio LB a la suspension de
células y la mezcla se incub6 durante 3 horas a 28°C. Después de centrifugar a 5000
rom durante 5 minutos, el sedimento celular se resuspendié en 100 pl de medio LB y se
sembré en placas de Petri conteniendo medio LB-agar suplementado con los
antibioticos adecuados. Las placas fueron incubadas a 28°C hasta la aparicién de
colonias (aproximadamente 48 horas). Luego de crecidas las colonias, se identificaron
aquellos clones positivos primero por PCR de colonia y luego a través de mini-
preparaciones de plasmidos. Los plasmidos obtenidos se analizaron por digestion con
enzimas de restriccion y/o PCR. Los clones positivos se guardaron en medio LB liquido

con el agregado de los antibiéticos a -80°C en glicerol 50%.

6.18. Transformacion de Saccharomyces cerevisiae en presencia de Acetato de
Litio

Las transformaciones de levaduras se realizaron segun el método descripto por Gietz y
col. (Gietz et al., 1992) con algunas modificaciones tomadas de Ausubel y col. (Ausubel
et al., 2010).

Con el fin de obtener células competentes las levaduras se cultivaron en 20 ml de medio
liquido de cultivo YPAD (Seccion 6.5) durante toda la noche (ON) a 30°C con agitacion.
Posteriormente se diluyo el cultivo en 200 ml de medio fresco y se dejé crecer en las
mismas condiciones hasta DOgg0=0,25-0,5 (aproximadamente 3 h). Las células se
cosecharon por centrifugacion a 3000 rpm durante 5 min a 20°C, el precipitado celular
se lavo con 50 ml de agua estéril. Luego de centrifugar las células nuevamente, se las
resuspendié en 1 ml de una solucién de TE/LiAc [TE 1X, LiAc 100 mM (pH 7,5)],
preparada a partir de soluciones madres 10X. A continuacién, se realizd una
centrifugacion a 12000 rpm, por 30 segundos y el precipitado se resuspendié en 250 pl
de solucion TE/LIiAc.

Para la transformacion se emplearon 50 pl de células competentes que se incubaron
con un volumen no mayor a 10 ul del ADN correspondiente (5 pl de cada construccion
para los ensayos Doble Hibrido en Levaduras, Y2H) y 300 pl de solucién PEG 40%/TE
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1X/LiAc 100 mM, durante 30 min a 30°C con agitacion. Posteriormente las células se
sometieron a un shock térmico: 42°C durante 15 min e inmediatamente se las centrifugé
a 12000 rpm durante 30 segundos. El sedimento celular se lavé con 200 pl de solucién
TE 1X estéril y se resuspendio en 100 pl de TE para ser sembrado en placas de Petri
que contenian el medio de cultivo minimo (Seccién 6.5) suplementado con los

aminoacidos y bases correspondientes.

6.19. Preparacion de ADN plasmidico

Las preparaciones de plasmidos a partir de células de Escherichia coliy Agrobacterium
tumefaciens transformadas se realizaron segun el protocolo de Birnboin y Dolly (1979).
Se centrifugaron 1,5 ml de un cultivo saturado de células cultivadas en medio LB con el
antibiético adecuado, a 5000 rpm durante 5 min. El sedimento celular fue resuspendido
en 100 pl de Solucién de Miniprep | (Seccidén 6.7). Luego de 5 min de incubacién a
temperatura ambiente se agregaron 200 ul de Solucién de Miniprep Il (Seccién 6.7). Se
mezcloé por inversion y se incub6 en hielo durante 5 min. Se agregaron 150 pl de acetato
de potasio 5 M (pH 5,2) y se incub6 nuevamente en hielo durante 15 min. Se centrifugé
a 12000 rpm durante 15 min a 4°C y el sobrenadante se traté con 400 pl de una mezcla
de fenol saturado en Tris-HCI (pH 8,0) y cloroformo (1:1), a fin de remover las proteinas
de la muestra. Se centrifugd durante 5 min a 8000 rpm a temperatura ambiente y el ADN
de la fase acuosa se precipitdé durante 2 h a -20°C con 2 vol. de etanol absoluto frio en
medio acetato de sodio 0,3 M (pH 5,2). El ADN plasmidico se recuperé por
centrifugacién a 12000 rpm durante 10 min a 4°C y se lavé con etanol 70% (v/v) para
eliminar sales. Se centrifugo, se secd el precipitado y se resuspendié en 20 ul de

ARNasa (Promega) en concentracion final de 100 ng/ml.

Cuando se necesitd preparar ADN plasmidico de alta calidad se utilizé el kit comercial
Genedet Plasmid Miniprep Kit de Thermo Fisher Scientific, siguiendo las indicaciones

del fabricante.

6.20. Preparacion de ADN genomico de Arabidopsis thaliana

El ADN de hojas de A. thaliana se preparé siguiendo la técnica de Li y Chory (1998).
Una o 2 hojas de la planta se disgregaron con un pildn plastico en tubo Eppendorf a
temperatura ambiente durante 15 segundos. Se agregaron 700 ul de solucién
amortiguadora de extraccion (Seccidn 6.7) y se mezcld en vortex durante 5 segundos.

Se centrifugd durante 1 min a 12000 rpm y se recuperé el sobrenadante. Se agregaron
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600 pl de isopropanaol frio, se incubd a temperatura ambiente durante 10 min y luego, se
centrifugd a 12000 rpm durante 15 min a 4°C. El precipitado de ADN se lavé con etanol
70 % (v/v), se centrifugd, se secd el precipitado y se resuspendié en 50 pl de agua
destilada estéril. Las preparaciones de ADN genomico de A. thaliana se guardaron hasta

su uso a -20°C.

6.21. Expresion de las proteinas de fusion en Saccharomyces cerevisiae

La cepa reportera fue transformada con los plasmidos construidos para expresar las
proteinas estudiadas fusionadas al dominio AD o BD de GAL4 (Detallados en la seccion
6.14) de acuerdo a la metodologia descripta en la seccién 6.18. Para determinar la
presencia de los plasmidos en las transformantes, las células fueron crecidas en los
medios de cultivo adecuados para seleccionar los plasmidos pGADT7 o pGBKT7,

adicionando los antibioticos ampicilina o kanamicina respectivamente.

6.22. Ensayos de interaccion proteina-proteina en levaduras

El sistema de doble hibrido en levaduras (Y2H), desarrollado por Fields y colaboradores
(Fields & Song, 1989), es una técnica de biologia molecular muy utilizada para analizar
interacciones entre proteinas. Una de las proteinas que regula transcripcionalmente las
enzimas del metabolismo de la galactosa en levaduras es GAL4. Esta proteina juega un
rol central y, como otros activadores transcripcionales, es una proteina modular, que
requiere tanto un dominio de union al ADN (BD) como un dominio de activacion (AD).
La técnica de doble hibrido explota el hecho de que GAL4 necesita ambos dominios

para funcionar.

De esta manera, se expresan dos proteinas de fusién, una de las cuales esta fusionada
al dominio de activacién de GAL4 (AD) mientras la otra esta fusionada al dominio de
union al ADN de GAL4 (BD). Las construcciones con el AD y el BD se usan para co-
transformar una cepa apropiada que contenga una secuencia de activacion corriente
arriba del gen reportero LacZ. De esta manera, si hay interaccion entre las proteinas,
ésta se puede cuantificar mediante la medicién de la actividad del gen reportero LacZ

como se describe en la seccién 6.23. (Figura 11).
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Figura 11: Sistema de doble hibrido en levaduras (Adaptado de GAL4 Two-Hybrid Phagemid
Vector Kits®, Instruction Manual, Stratagene). BD: dominio de unién al ADN. AD: dominio de
activacion transcripcional. X e Y: proteinas en estudio.

6.23. Ensayo de la actividad B-galactosidasa

La actividad de la enzima B-galactosidasa en las cepas reporteras se determiné
mediante ensayos en medio liquido debido a que, por su naturaleza cuantitativa,
permiten comparar en forma relativa la fuerza de las interacciones proteina-proteina en
los estudios de Y2H. Se empleo el sustrato ONPG (o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido),
que si bien es menos sensible que el CPRG (clorofenol-B-D-galactopiranésido) y no

permite detectar las interacciones débiles, presenta ensayos muy reproducibles.

Los experimentos se llevaron a cabo empleando la metodologia descripta por Ausubel
y col. (Ausubel et al., 2010) con algunas modificaciones. Para cada ensayo se inocularon
10 ml de medio selectivo SD/-Leu-Trp con 8 colonias de levadura, y se incubaron a 30°C,
con agitacién de 200 rpm, hasta una DOggo de 0,5 a 1. A continuacion, 1 ml de cultivo se
utilizé para determinar la DOsgo Yy un volumen similar se centrifugé a 12000 rpm durante
15 segundos. Luego de eliminar el sobrenadante, el precipitado celular fue congelado
en N: liquido y resuspendido en 665 ul de solucidon Z (Na;HPO4.7H.O 16,1 g/l;
NaH:PO4.H,0 5,5 g/l; KCI 0,75 g/l; MgS04.7H,0O 0,25 g/I; B-mercaptoetanol 50 mM).
Después, se adicionaron 55 ul de cloroformo y 55 pl de SDS al 0,1 % y la suspension
se sometio a agitacion en vortex durante 60 segundos. Posteriormente se adicionaron
200 ul de ONPG 8 mg/ml (disuelto en solucién Z) y se incubd a 30°C hasta la aparicién
de color amarillo. La reaccion se detuvo por agregado de 400 ul de Na.CO3; 1 M y se
centrifugd a 12000 rpm, durante 5 min. La fase acuosa se transfirid a un tubo nuevo y

se midio la DOayp.
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Las unidades de B-galactosidasa se definen como la cantidad de enzima que hidroliza
1 ymol de ONPG a o-nitrofenol y D-galactosa por minuto y se calcularon utilizando la

siguiente férmula (Miller, 1972):

1000 x DO,
(t xV x DOggp)

Unidades B — galactosidasa =

t: tiempo de incubacion (min); V: volumen (ml)

Los ensayos se realizaron en condiciones en que la DOy obtenida fue de 0,02-1 para
permanecer dentro del rango de linealidad. Finalmente, en todos los casos, se calculd
el valor promedio de 3 ensayos realizados con colonias co-transformantes

independientes.

6.24. Esterilizacion de semillas

Cuando fue necesario sembrar las semillas en placa de cultivo, las mismas fueron
esterilizadas previamente. La esterilizacion de las semillas consistid en realizar un
primer lavado con etanol 70% (v/v) (1 min) y luego con una solucién de lavandina 5% vy
SDS 1% (15 min). Luego de este paso de desinfeccion, las semillas se lavaron 5 veces
con agua destilada estéril y finalmente se resuspendieron en agar 0,1 % estéril. A
continuacion, se colocaron a 4°C durante 5 dias en oscuridad para sincronizar la

germinacion.

6.25. Condiciones generales de crecimiento en camara de cultivo

Las plantas fueron cultivadas en camara de cultivo simulando un fotoperiodo de dia
largo, el cual consiste en 16 horas de luz a una temperatura aproximada de 23°C y 8
horas de oscuridad. La humedad se mantuvo en un rango variable entre 40-70%. Las
condiciones de iluminacién fueron logradas con una combinacion de lamparas
fluorescentes blancas frias y de tipo GroLux (Silvania, Vinhedo, SP, Brasil), con una

densidad de flujo de fotones fotosintética de 100 uE m? s™.

6.26. Condiciones de crecimiento en tierra

Las plantas de A. thaliana fueron cultivadas sobre un sustrato a base de turba rubia TS1.
Las macetas fueron subirrigadas con agua para mantener la humedad del sustrato, y

suplementadas una vez por semana con solucién Hoagland 1X. (Seccién 6.7).
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6.27. Transformacion transitoria de Nicotiana benthamiana

La transformacion transitoria, se realiz6 adaptando el protocolo de Waadt y col. (Waadt
et al., 2014). Para ello se crecieron, en 10 ml de medio LB, a 28°C, toda la noche las
cepas de Agrobacterium tumefaciens transformadas con las construcciones deseadas
(incluyendo un clon para expresar la proteina viral p19). Con estos cultivos se inocularon
30 ml de medio LB que crecieron en las mismas condiciones toda la noche. Luego se
centrifugaron los cultivos a 6000 rpm, 15 min y las células precipitadas fueron
resuspendidas en solucion amortiguadora de infiltracién (MgCl> 10 mM, MES 10 mM pH
5,7, acetosiringona 150 pM) e incubadas por 3 h a temperatura ambiente. Seguido a
esto se llevaron todos los cultivos a un DOew0=0.5 y se realizaron las diferentes

combinaciones en una relacién 2:2:1 (Construccion A:Construccion B:p19).

Finalmente se infiltrd, con jeringas sin agujas, la cara abaxial de hojas de plantas de 15

a 20 dias de Nicotiana benthamiana.

6.28. Ensayo de complementacion bimolecular de la fluorescencia (BiFC)

Con el objetivo de analizar interacciones entre proteinas in vivo en planta se realizé el
ensayo de Complementacion Bimolecular de la Fluorescencia (BiFC, Bimolecular
Fluorescence Complementation). Este ensayo permite la visualizacién simple y directa
de interacciones proteicas y su localizacién subcelular en células vivas. Se basa en la
formacion de un complejo fluorescente cuando dos proteinas, fusionadas a los
fragmentos no-fluorescentes de YFP (yellow fluorescent protein), interaccionan entre si
(Kerppola, 2008; Kudla & Bock, 2016). (Figura 12).

Figura 12: Representacion esquematica del ensayo BiFC. Dos fragmentos no-fluorescentes
(YN e YC) de YFP son fusionados a las proteinas en estudio (A y B). La interaccion entre Ay B
permite la formacion de un complejo bimolecular fluorescente. Adaptado de Kerppola,
2008(Kerppola, 2008)

60



Materiales y métodos

Para este fin, se realizaron fusiones de las proteinas en estudio a los fragmentos no
fluorescentes N- y C-terminal de YFP o mCitrina (Seccién 6.14), se transformé con estas
construcciones células de Agrobacterium tumefaciens (Seccién 6.17) y, luego de
obtener los clones positivos, se transformé de manera transitoria plantas de Nicotiana
benthamiana (tabaco) (Secciéon 6.27). En caso de que las proteinas a analizar
interaccionen entre si in vivo en la planta, los fragmentos N- y C-terminal de YFP se
aproximan resultando en la restauracion de la fluorescencia (Kudla & Bock, 2016). Esto
se analizé por microscopia de escaneo laser confocal (CLSM), donde se tomaron al
menos 15 imagenes de distintas hojas de N. benthamiana infiltradas con las distintas
construcciones. Las imagenes fueron tomadas usando un microscopio Leica SP8, se
adquirieron con el software Leica Application Suite Advanced Fluorescence (LAS AF)
usando configuraciones idénticas para todas las muestras. Las muestras fueron
excitadas con el laser de 514 nm (intensidad 50%) y los detectores fueron colocados en
524-560 nm con una ganancia de 653 (para Citrina) y 640-670 nm con una ganancia de
627 (para clorofila). El procesamiento y cuantificacion de las imagenes se realiz6 en el
software Fiji (Schindelin et al., 2009). Se procesaron al menos 50 imagenes para cada

combinacion.

6.29. Analisis de la actividad del reportero LUCIFERASA

Para analizar la actividad del gen reportero LUCIFERASA, se utilizaron 8 discos de 5
mm de diametro cortados de diferentes hojas de tabaco transformadas de forma
transitoria. Los discos fueron colocados de forma individual en una placa multi-well
especifica para el equipo a utilizar en la cuantificacion y embebidos en una solucion de
D-Luciferina, sal monopotasica, 100 mM. Se cuantificé la bioluminiscencia para cada
disco, durante 35 ciclos de 1 segundo/disco, usando el equipo Fluoroskan Ascent FL
plate luminometer (Thermo Scientific). Finalmente, los valores de bioluminiscencia
cuantificados fueron referidos al nivel de transcripto del gen BAR (gen que confiere
resistencia a BASTA, presente en el mismo vector donde se codifica el gen reportero

LUCIFERASA, pPM056) cuantificado en las mismas muestras biologicas.

6.30. Transformacion estable de Arabidopsis thaliana

El método utilizado para transformar de manera estable plantas de A. thaliana fue el de
inmersiéon floral (floral dip) descripto por Clough y Bent (1998). Se prepararon,
aproximadamente, 8 macetas con tierra para cada una de las construcciones a introducir

en las plantas. Se sembraron alrededor de 10 semillas por maceta, lo que permitié luego
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seleccionar las que mostraban un aspecto mas saludable y reducir el nimero de plantas
por maceta a 5. Las plantas se cultivaron en una camara de temperatura, humedad y
fotoperiodo controlados, segun las condiciones de cultivo antes descriptas, hasta la
floracion (aproximadamente 4 semanas). A partir de este momento, se empezaron a
cortar las inflorescencias para aumentar el nimero de flores por planta a ser sometida

al evento de transformacion.

Para preparar la suspension de transformacion se cultivaron células de A. tumefaciens
previamente transformadas segun la seccién 6.17. Se realizé un pre-inéculo de 30 ml
de medio LB suplementado con: rifampicina 50 ug/ml y estreptomicina 300 ug/ml para
seleccionar la cepa de A. fumefaciens y un antibioético adecuado para seleccionar el
plasmido utilizado en la transformacién. Este pre-inéculo se crecié hasta saturacion
durante 24 h a 28°C y una agitacion de 160 rpm. Con este cultivo se inoculé un
erlenmeyer con 300 ml de medio LB suplementado de la misma manera que en el paso
anterior, dejandose crecer los cultivos hasta llegar a la fase estacionaria (12-16 h, a
28°C, con agitacién). Las células fueron cosechadas por centrifugacion a 5000 rpm
durante 20 min. Los sedimentos se resuspendieron cuidadosamente en 500 ml de
solucion de infiltracion (sacarosa 5%), a la que se le adicionaron 250 ul del detergente
Silwet L-77 (OSI Specialties, Inc.) al momento de hacer la transformacion. Esta
suspension de A. tumefaciens se coloco en un vaso de precipitado sobre un agitador
magnético de manera de lograr una agitaciéon suave. Las plantas fueron sumergidas
durante 1 minuto tratando de evitar que el liquido entre en contacto con la tierra. Luego,
las macetas se ubicaron en forma horizontal en una bandeja, se taparon con nylon para
conservar un ambiente humedo y se llevaron a camara de cultivo. Transcurridas las 24-
48 h se colocaron en posicién vertical y se les agregé abundante agua permitiendo que
las plantas se desarrollaran hasta la formaciéon y maduracion de semillas (4-5 semanas

aproximadamente para nuestras condiciones de cultivo).

Finalmente se recolectaron las semillas de cada maceta por separado, se limpiaron de

los restos de vainas y tierra y se guardaron a 4°C hasta su posterior analisis.

6.31. Seleccion de plantas transformadas

Las semillas lavadas, una vez resuspendidas y vernalizadas por una semana a 4 °C, se
sembraron en placas de Petri con medio MS 1X 0,8% agar y el antibiético
correspondiente como agente selectivo. Las placas fueron pasadas a camara de cultivo,
manteniéndose de esta forma durante 12-15 dias. En ese periodo sélo las plantas

transformadas generaron hojas verdaderas muy verdes y raices suficientemente largas.
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Las plantas se dejaron crecer hasta la aparicion de hojas y se transplantaron a macetas
con tierra. Cuando las semillas estuvieron maduras, éstas se recolectaron, rotularon y

guardaron a 4°C.

6.32. Analisis de plantas transformadas

Con el objetivo de confirmar que las plantas resistentes al antibiético usado para la
seleccion de transformantes contengan las inserciones de interés, se procedié al analisis
de la presencia del transgén por PCR. Para ello se realiz6 una preparaciéon de ADN
gendmico a partir de una o dos hojas de cada planta, siguiendo el protocolo que se
describe en la seccion 6.20. EI ADN obtenido fue utilizado como molde en una reaccion
de PCR. Para verificar la presencia de los transgenes en las plantas, se utilizaron
oligonucledétidos especificos segun las inserciones analizadas. Las plantas que dieron
resultado positivo en la reaccién de PCR se dejaron crecer hasta maduracion de las
vainas, se colectaron las semillas y se repitidé el proceso de sembrado en un medio
selectivo, trabajando de esta manera con filiales sucesivas segun los genotipos

estudiados.

6.33. Analisis histoquimico de la actividad B-glucuronidasa

Para analizar la actividad B-glucuronidasa en forma histoquimica, las plantulas
cultivadas en distintas condiciones fueron transferidas a una solucién de citrato-HCL (pH
7), Triton X-100 0,1% y X-gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-glucurénido) 2 mM. A
continuacion, se sometieron a vacio 5 min y se incubaron a 37°C en oscuridad durante
24 h (Jefferson et al., 1987). Luego de la incubacion se agregé etanol 70% para
decolorar los tejidos y se guardaron en solucion etandlica a 4°C hasta ser fotografiadas.
Las imagenes digitalizadas se tomaron con camara LUMIX DMC-FZ35 (Panasonic) y
Lupa Leica MZ10F.

El analisis histoquimico se realizé en plantulas de 1 a 6 dias, cultivadas en placas de
Petri con medio MS 1X 0,8% agar.

6.34. Ensayos fenotipicos

Para los ensayos fenotipicos en plantulas las semillas de los genotipos a analizar fueron
esterilizadas y luego vernalizadas a 4 °C durante 4 dias en oscuridad. A continuacion,
fueron sembradas en placas de cultivo conteniendo medio MS 1X 0,8% agar (Seccién

6.6). En el caso de las plantulas cultivadas en condiciones de oscuridad, la germinacién
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de las semillas fue inducida colocando previamente las placas bajo luz blanca (80 pmol
m=2 s') durante 5 h a 22 °C. Luego, las placas fueron envueltas en varias capas de papel
aluminio y mantenidas en oscuridad a 22 °C segun la duracién del ensayo. Para analizar
la apertura de cotiledones en la transicion de oscuridad a luz, las plantulas se
mantuvieron en oscuridad por 2 dias y luego fueron colocadas bajo luz blanca (25 umol

m2s') o luz roja (1 ymol m? s™) por el tiempo indicado en cada ensayo.

Para medir el angulo de apertura y el area de expansion de cotiledones, las plantulas
fueron colocadas en placas con agar y fotografiadas. Las medidas se realizaron
digitalmente usando el software Imaged. El angulo medido corresponde al angulo interno
entre lineas longitudinales dibujadas a través de cada uno de los cotiledones, en el caso

de cotiledones completamente cerrados fue definido como 7 °C.

En los ensayos donde se realizaron tratamientos con el agregado de distintos
compuestos al medio de cultivo, se utilizaron las concentraciones detalladas en la tabla
2. Los controles se realizaron agregando el solvente correspondiente (H.O o DMSO) al

medio de cultivo.

Tabla 2: Concentraciones utilizadas para los diferentes ensayos fenotipicos.

Tratamiento Concentracion (uM)
B-estradiol 50
Lincomicina (LIN) 1000
MG-132 20
Brasindlido (BL) 0.1
Brasinazol (BRZ) 1

6.35. Extraccion de ARN y anélisis de RT-qPCR

La preparacion de ARN de plantas cultivadas en luz se realizd a partir de plantas
aisladas utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen) seguido de precipitacion con LiCl.
Mientras que para plantulas cultivadas en oscuridad o transferidas de oscuridad a luz
se utilizé el protocolo descripto previamente por Chang y col. (Chang et al., 1993). La
retrotranscripcion (RT) se realizé con un cebador oligo (dT)s y la enzima MMLV
transcriptasa reversa (Promega) utilizando 1-2 ug de ARN total. La PCR cuantitativa en

tiempo real (QPCR) se realiz6 en un aparato StepOne (Applied Biosystems) usando los
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cebadores especificos enumerados en el Anexo 1 y SYBR Green. La expresion de los
genes se calculé en relacion con ACTINA (ACT2 y ACTS; (Charrier et al., 2002),
utilizando el método AACt. Los resultados presentados son de tres réplicas biolégicas,
cada una de las cuales consta de un conjunto de 15 plantulas. El software GraphPad
Prism se utilizé para analizar los datos y producir los graficos. Se compararon todas las
combinaciones de tratamientos y genotipos utilizando ANOVA de dos vias seguido de
la prueba post-hoc de Tukey para analizar si las diferencias eran estadisticamente

significativas.

6.36. Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP)

Los experimentos de inmunoprecipitacién de la cromatina (ChlP) se realizaron como se
describe en Ariel y col. (Ariel et al.,, 2014) utilizando anticuerpos anti-GFP (Abcam,
Cambridge, UK, ab6556) o anti-lgG (Abcam, ab6702). Se extrajo muestras de cromatina
de plantulas de 6 dias cultivadas en las condiciones indicadas para cada ensayo.
Después del entrecruzamiento y la extraccion y lisis de los nucleos, la cromatina se
sonico en un bafo de agua Bioruptor Pico (Diagenode; 10 ciclos de: 30 s prendido / 30
s apagado, pulsos de baja intensidad, en microtubos Bioruptor). Para Ia
inmunoprecipitacion, las muestras se incubaron durante 12 h a 4°C con Proteina A
Dynabeads (Invitrogen) recubiertas con los anticuerpos correspondientes. EI ADN
inmunoprecipitado se recuper6 mediante extraccion con una mezcla de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y precipitacion con etanol. La cuantificacion
de las regiones genémicas inmunoprecipitadas se realizé mediante qPCR usando los
cebadores enumerados en el Anexo 1 y el kit comercial iTag Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad). Una fraccidon de cromatina sonicada sin inmunoprecipitar se

proceso en paralelo y se consideré como la muestra de entrada (input).

6.37. Extraccion de proteinas totales de Arabidopsis thaliana

Para la extraccion de proteinas totales, las plantulas se cosecharon y pulverizaron en
un mortero enfriado previamente con nitrégeno liquido. Luego se agregaron 150 pl de
solucion de extraccion de proteinas (Seccidn 6.7) por cada 100 mg de tejido molido. Se
centrifugd durante 10 min a 12.000 rpm, y finalmente se traspasé el sobrenadante a un
nuevo tubo eppendorf de 1,5 mL donde se incubd a 95 °C por 5 min, con el fin de
desnaturalizar las proteinas de las muestras, teniendo asi los extractos proteicos listos

para continuar con los ensayos de western blot.
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6.38. Separacion de proteinas y analisis por western blot (WB)

La separaciéon de proteinas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-
PAGE) se llevd a cabo en geles verticales segun lo descripto por Laemmli (Laemmli,
1970). Las proteinas se resolvieron en geles de separacion con una concentracion final
de acrilamida del 12% (p/v), con geles superiores de concentraciéon del 6% (p/v). La
corrida electroforética se llevd a cabo en solucién de corrida 1X (Seccién 6.7). A
continuacion, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Roche), pre-
activada con metanol 100%, por el método estandar de transferencia himeda en tanque,
con solucion de transferencia 1X. Para determinar el peso molecular de las bandas y
para confirmar la eficiencia de transferencia se utilizé el marcador de peso molecular
proteico PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Luego de la
transferencia, se incubd la membrana en solucion de bloqueo durante 1 h. Las
transferencias se hibridaron con anticuerpos policlonales de conejo contra GFP
(Agrisera, dilucién 1:5000), durante 1 h a temperatura ambiente y en agitacion
constante. Después de 2 lavados de 10 min con solucién TBS-T 1X (Seccién 6.7), la
membrana fue incubada con el anticuerpo secundario anti-lgG policlonal conjugado con
HBR (Agrisera AS09602; dilucién 1:10.000) durante 1 h a temperatura ambiente en
agitacion constante. Posteriormente, se realizaron 6 lavados de 10 min con solucién
TBS-T 1X, se transfirid la membrana a un folio de plastico transparente, se le agregé
por arriba 1 mL del sustrato ECL™ Prime Western Blotting System (GE Healthcare), y
finalmente se realiz6 la exposicion a temperatura ambiente durante tiempos variables
en peliculas radiograficas ECL Hyperfilm (Amersham) segun la intensidad de la sefal

deseada.
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7. RESULTADOS

7.1. Estudio de la interaccion entre las proteinas TCP y el factor de transcripcion
GLK1 de Arabidopsis thaliana

Como se describiod, existen diversos mecanismos a través de los cuales los miembros
de la familia TCP ejercen su funcion. Asi, la complejidad de accidon que reviste esta
familia estaria basada no sélo en las diferencias en sus propiedades de interaccion con
el ADN o en la existencia de distintos patrones de expresion, sino también en la
formacion de distintos complejos reguladores a través de la interaccién con otras
proteinas. En base a esto consideramos que la identificacion y caracterizacion de
proteinas que interaccionan con los factores de transcripcion TCP constituye una
estrategia importante para establecer nuevas hipotesis acerca de las funciones que
estas proteinas cumplen en la determinacion de la morfologia y la arquitectura vegetal

y dilucidar asi los mecanismos moleculares involucrados en su accion.

7.1.1. Las proteinas TCP de clase | interactian fisicamente con el factor de

transcripcion GLK1

Con el fin de obtener nuevas evidencias sobre el papel que las proteinas TCP cumplen
en el desarrollo de Arabidopsis, realizamos una busqueda de factores de transcripcién
que sean capaces de establecer interacciones proteina-proteina con las proteinas TCP.
Para esto se recurrio a la estrategia de screening de doble-hibrido en levaduras (Y2H)
utilizando una biblioteca de ADNc de mas de 1500 factores de transcripcion de
Arabidopsis clonados en el vector pDEST22 (Invitrogen) que permite expresar las
proteinas como fusiones al dominio de activacién de la transcripcién (AD) del factor de
transcripciéon de levaduras GAL4. Dado nuestro interés por encontrar factores de
transcripcién que interaccionen con las proteinas TCP, pero no pertenecientes a dicha
familia, en esta biblioteca no se encontraban representados clones correspondientes a
proteinas de la familia TCP. Esta biblioteca se enfrenté a TCP11, una proteina TCP de
clase | de Arabidopsis, que se expresoé en levaduras fusionada al dominio de unién al
ADN (BD) de GAL4 a partir del vector pGBKT7 (Clontech). Este experimento fue
realizado en colaboracién con el grupo de investigacién que dirige del Dr. Jong Chan
Hong (Gyeongsang National University, Corea). Como resultado encontramos que
TCP11 es capaz de interaccionar con GLK1, un factor de transcripcion de la familia
GARP. Este hallazgo nos resulté interesante dado que hasta el momento no se habia

relacionado a las proteinas TCP de clase | con procesos que son regulados por GLK1,
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como el desarrollo de cloroplastos y la sefializacion retrograda desde cloroplastos a
nucleo (Andriankaja et al., 2014; Fitter et al., 2002).

Debido a los numerosos reportes que indican que diferentes proteinas TCP afectan
procesos relacionados, puede decirse que existe un alto grado de redundancia funcional
dentro de la familia. Frente a este escenario nos preguntamos si GLK1 también podria
interaccionar con otros miembros de la familia TCP, ademas de TCP11. Para analizar si
GLK1 es capaz de interaccionar con otras proteinas TCP de clase |, y evaluar si esto se
extiende también a proteinas de la clase Il, se realizaron ensayos de interaccion
proteina-proteina en levaduras siguiendo la metodologia descripta en la seccion 6.22.
Se utilizaron construcciones que contienen las regiones codificantes de GLK1 y de
proteinas TCP de Arabidopsis de ambas clases fusionadas a los dominios de activacion
(AD) y union al ADN (BD) de GAL4, como TCP11, TCP15, TCP16, TCP20 y TCP21 (de
clase 1), y TCP4, TCP10 y TCP24 (de clase Il). Con estos clones se transformaron
células de la cepa de Saccharomyces cerevisiae MaV203 (Invitrogen) (Seccién 6.18)
que posee las secuencias de ADN reconocidas por GAL4 en promotores que se
encuentran fusionados a tres genes reporteros distintos: LacZ, HIS3 y URA3. El gen
LacZ codifica para la enzima B-galactosidasa, por lo que la medicidn de la expresion de
este reportero en los distintos clones obtenidos se realizé a través de la determinacion
de la actividad de esta enzima (Seccién 6.23). En estos ensayos observamos que la co-
expresion de los dominios AD y BD de GAL4 o la expresion de las proteinas TCP de
clase | y GLK1 por separado no produjeron activacion del gen reportero LacZ (Figura
13). Sin embargo, cuando se analiz6 la expresion de LacZ en las células de levadura
que expresan TCP11-AD, TCP15-AD, TCP20-AD o TCP21-AD junto a GLK1-BD se
observd un incremento notorio en la actividad B-galactosidasa (Figura 13a), lo que
sugiere que GLK1 es capaz de interaccionar con estas proteinas TCP de clase I. A
continuacion, analizamos la posible interaccion de GLK1 con miembros TCP de clase |l,
como TCP4, TCP10 y TCP24. Sin embargo, no se observé activacion del gen reportero
con estas proteinas (Figura 13b). Estos resultados sugieren que GLK1 es capaz de
interaccionar con proteinas TCP de clase I, pero no con miembros de la clase Il de esta
familia. Cabe destacar que tampoco se detectd interaccion entre GLK1 y TCP16, un
miembro divergente de la clase | que presenta propiedades de unién al ADN similares a
las de las proteinas TCP de clase Il (Viola et al., 2012), lo que sugiere que esta

peculiaridad podria extenderse también a la interaccién con GLK1.

69



Resultados

(a) (b)
AD + BD AD +BD
AD + GLK1-BD
TCP16-AD + BD AD + GLK1-8D
TCP11-AD + BD TCP4-AD + BD
TCP15-AD + BD TCP10-AD + BD:
TCP20-AD + BD
TCP21-AD + BD TCP24-AD + BD
TCP16-AD + GLK1-BD TCP4-AD + GLK1-BD
TCP11-AD + GLK1-BD TCP10-AD + GLK1-BD
TCP15-AD + GLK1-BD
TCP20-AD + GLK1-BD * TCP24-AD + GLK1-BD
TCP21-AD + GLK1-BD TCP15-AD + GLK1-BD *
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Figura 13: Analisis de doble hibrido en levaduras (Y2H) de la interaccion entre GLK1y TCPs
de clase | (a) y clase Il (b). En (b), se incluyé TCP15 (TCP de clase ) como control positivo. AD
y BD indican fusiones al dominio de activacion o de unién al ADN de GAL4, respectivamente.
Las construcciones que expresan Unicamente AD o BD se utilizaron como controles. Se
muestran los valores promedios de actividad $-galactosidasa obtenidos en tres ensayos
independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control AD +
BD (p < 0,05; analisis de la varianza).

7.1.2.  TCP15 interactua con GLK1 in vivo en plantas

Para dilucidar la relevancia funcional de la interaccion entre las proteinas TCP de clase
I y GLK1, elegimos como miembro representativo a TCP15, que ha sido ampliamente
estudiada en nuestro grupo (Camoirano et al., 2020, 2021; Ferrero et al., 2021; Gastaldi
et al., 2020, 2022; Lucero et al., 2015; Uberti-Manassero et al., 2012; Viola et al., 2011,
2013, 2016) y mostré una fuerte activacion del gen reportero en el ensayo de Y2H. En
primer lugar, decidimos validar la interaccién fisica entre TCP15 y GLK1 en células
vegetales a través de ensayos de complementacion bimolecular de la fluorescencia
(BiFC por sus siglas en inglés, bimolecular fluorescence complementation; seccioén 6.28)
en hojas de Nicotiana benthamiana (tabaco). Para ello, se fusionaron las secuencias
codificantes completas de TCP15 y GLK1 con las secuencias que codifican los
fragmentos N-terminal y C-terminal de mCitrina o YFP: TCP15 N-mCitrina, TCP15 C-
mCitrina, GLK1 N-mCitrina y GLK1 C-mCitrina (Seccién 6.14). Como control negativo
de este experimento se utilizé6 a HB11 (Cabello et al., 2016), un factor de transcripcién
de la familia HD-Zip de Heliantus annus (girasol) que es capaz de formar homodimeros
pero no se encuentra relacionado funcionalmente a TCP15 o GLK1. Cuando las
construcciones que permiten expresar TCP15 o GLK1 fueron co-expresadas con HB11
se observé una leve fluorescencia (Figura 14a). Sin embargo, se observd una sefal
intensa de fluorescencia, principalmente en los nucleos de las células vegetales, cuando
TCP15 y GLK1 se co-expresaron en ambas combinaciones (Figura 14a), lo que indico
una reconstitucién de la fluorescencia de mCitrina y, por lo tanto, la existencia de
interaccion entre las proteinas en estudio. Ademas, observamos que TCP15 y GLK1
formaron homodimeros que se localizaron en el nucleo de las células vegetales (Figura

14a). La cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en plantas transformadas con
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las distintas combinaciones confirmé que la sefial observada tras la co-expresion de
GLK1 y TCP15 fue significativamente mayor a la de los controles negativos (Figura 14b).
Los resultados muestran que, ademas de formar homodimeros, TCP15 y GLK1
interactuan fisicamente entre si en el nlcleo de las células vegetales.

(a)

Citrina Clorofila  Merge Citrina Clorofila

“:L— e

Merge

GLK1 N-mCitrina
TCP15 C-mCitrina

HaHB11 N-mCitrina
GLK1 C-mCitrina

TCP15 N-mCitrina
GLK1 C-mCitrina

GLK1 N-mCitrina
HaHB11 C-mCitrina

GLK1 N-mCitrina
GLK1 C-mCitrina

HaHB11 N-mCitrina
TCP15 C-mCitrina

TCP15 N-mCitrina
TCP15 C-mCitrina

TCP15 N-mCitrina
HaHB11 C-mCitrina

HaHB11 N-mCitrina
HaHB11 C-mCitrina

(b)
GLK1-N + TCP15-C
TCP15-N + GLK1-C
GLK1-N + GLK1-C
TCP15-N + TCP15-C
HaHB11-N + HaHB11-C:
HaHB11-N + GLK1-C
GLK1-N + HaHB11-C
HaHB11-N + TCP15-C
TCP15-N + HaHB11-C

0 4000 8000 12000 16000
Fluorescencia total por célula corregida

Figura 14: Interaccion entre TCP15 y GLK1 in vivo en plantas mediante ensayo de
Complementacion Bimolecular de la Fluorescencia (BiFC). Se co-infiliraron hojas de Nicotiana
benthamiana (seccién 6.27) con las construcciones indicadas y luego de 3 dias, se analizé la
fluorescencia de la mCitrina mediante microscopia confocal. (a) Imagenes de la fluorescencia
de mCitrina (Citrina), fluorescencia de clorofila (Clorofila) y superposicion de fluorescencia de

mCitrina, fluorescencia de clorofila y luz transmitida (Merge). Las imagenes mostradas son
representativas de 50 imagenes analizadas en cinco a seis hojas diferentes. (b) Analisis
cuantitativo de la intensidad de fluorescencia de mCitrina. La intensidad de la fluorescencia fue
medida en 40-50 imagenes por construccion utilizando el software ImageJ
(http://rsb.info.nih.govl/ij/). Las barras indican el promedio + SEM y los asteriscos indican
diferencias significativas (p < 0,05; prueba t de Student) en relaciéon con el control negativo
respectivo, aquel en el cual una fusion con HaHB11 sustituye a TCP15 o GLK1.

7.1.3. TCP15 interactia con el dominio GCT de GLK1

Una vez que determinamos que la formacion de complejos proteicos entre TCP15 y
GLK1 ocurre in vivo en plantas nos preguntamos qué regidon de GLK1 estaba

involucrada en la interacciéon. Para responder a este interrogante, decidimos efectuar
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ensayos de doble hibrido en levaduras enfrentando la versién completa de TCP15 a

distintas porciones de GLK1.

Las proteinas GLK contienen tres regiones conservadas: una region acida N-terminal,
un dominio de unién al ADN GARP (DBD) en la regién central, y el dominio GLK/caja C-
terminal (GCT) en la region C-terminal. El dominio GCT es especifico de las proteinas
GLK y contiene dos regiones ricas en prolina (PRR1 y PRR2) y la caja C-terminal
(Rossini et al., 2001). Teniendo en cuenta estos dominios proteicos conservados,
versiones truncas de GLK1 (GLK1p1-GLK1ps) se clonaron en el vector pGBKT7 para su
expresion como fusiones al dominio BD de GAL4. (Figura 15; Seccién 6.14). Cuando
TCP15-AD se co-expresd con diferentes porciones de GLK1-BD, observamos una
activacion significativa del reportero LacZ en relacion a los controles para GLK1p4, que
carece de la region N-terminal, y GLK1ps, que carece de la regién N-terminal y el DBD
(Figura 15), lo que sugiere que el dominio GCT es suficiente para la interacciéon con
TCP15. Ademas, observamos que la eliminacion de la regién que contiene el dominio
PRR2y la caja C-terminal (GLK1p+) no afecté en gran medida la interaccion con TCP15
(Figura 15). Sin embargo, dado que se observé actividad B-galactosida con la
construccion GLK1p-BD (auto-activacion), el aumento relativo de la actividad del
reportero LacZ ejercido por el complejo GLK1p4-BD - TCP15-AD seria menor que con
las otras construcciones, lo que indicaria que el dominio PRR2 y la caja C-terminal de
GLK1 también contribuyen a la interaccién con TCP15. En el caso de GLK1p2-BD, la co-
expresion con el vector vacio AD generé una fuerte activacion del gen reportero LacZ;
por lo que, esta construccion no se utilizo para el analisis de la interaccién con TCP15.
En conjunto, los resultados sugieren que el dominio GCT esta involucrado en la
interaccion con TCP15, aunque no se pueden descartar interacciones adicionales con

otras porciones de GLK1.

AD +BD

DOMINIO GCT o vk A
REGION i T TCP15-AD + BD

ACIDA DBD PRR1 PRR2 =2 TCP15-AD + GLK1-BD *

| ‘ | | |Cfterm\na|

AD + GLK1p,-BD
GLK1 | TCP15-AD + GLK1p,-BD
GLK1p, F ' AD + GLK1p;-BD
LK1 . TCP15-AD + GLK1p,-BD
GLK1gy | ? AD + GLK1p,-BD
GLK1yy ——m TCP15-AD + GLK1,-BD
GLK1p, I i AD + GLK1p;-BD:
GLK1ps I e | TCP15-AD + GLK1p5-BD

0.0 0.5 170 1?5
Actividad B-galactosidasa relativa
Figura 15: Ensayo de doble hibrido en levaduras de la interaccion proteina-proteina entre
TCP15 completa y diferentes regiones de GLK1. Los valores se expresan en relacién al control
positivo TCP15-AD + GLK1-BD. Se muestran los valores promedios de actividad -
galactosidasa obtenidos a partir de tres ensayos independientes. Los asteriscos indican
diferencias significativas con respecto al control AD + BD (p < 0,05; analisis de la varianza). A la
izquierda se muestra un esquema de las diferentes construcciones empleadas para expresar
distintas versiones de GLK1 en los ensayos de Y2H. DBD, dominio de union al ADN; PRR1 y
PRR2, regiones ricas en prolina.
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7.2. Estudios del papel de los factores de transcripcion TCP de clase | y GLK1

durante la de-etiolacion en Arabidopsis thaliana

La de-etiolacién es la respuesta de la planta ante la exposicién a la luz e implica el
cambio de un desarrollo de escotomorfogénesis a fotomorfogénesis (Jiao et al., 2007).
Este proceso se caracteriza por la inhibicién del crecimiento del hipocotilo, el desarrollo
de los cloroplastos y la apertura y expansion de los cotiledones (Gommers & Monte,
2018). Por el contrario, cuando las plantulas crecen en oscuridad presentan un fenotipo
etiolado: hipocotilos mas elongados, cotiledones cerrados y sin desarrollo de
cloroplastos. Como se ha descripto en la introduccién, GLK1 se reportd inicialmente
como un regulador clave de genes nucleares que codifican proteinas involucradas en la
fotosintesis (Fitter et al., 2002; Waters et al., 2009). Posteriormente, se propuso que
GLK1 tiene un papel mas amplio durante la fotomorfogénesis, actuando como un
regulador positivo en las transiciones de desarrollo de las plantulas relacionadas con
este proceso (Martin et al., 2016). En base a esto nos preguntamos si TCP15 y otras
proteinas TCP de clase | tendrian un papel durante el desarrollo de las plantulas durante

la fotomorfogénesis.

7.2.1. GLK1 y las proteinas TCP de clase | son necesarios para la apertura y

expansion de los cotiledones

Comenzamos nuestros estudios de fotomorfogénesis analizando los patrones de
expresion conferidos por las regiones promotoras de TCP15 (Ferrero et al., 2021) y del
gen relacionado TCP14 (Kieffer et al., 2011) en lineas de plantas que expresan la regién
promotora de estos genes dirigiendo la expresion del gen TCP15 o TCP14,
respectivamente, fusionado al gen reportero GUS, cultivadas durante 6 dias en
oscuridad o luz. Observamos que ambos genes TCP se expresan en cotiledones de
plantulas cultivadas tanto en oscuridad como en luz (Figura 16a). Un analisis de niveles
de transcripto mediante RT-qPCR (seccion 6.35) mostré un aumento moderado, aunque
significativo en la expresion de ambos genes en cotiledones de plantulas etioladas
expuestas a la luz (Figura 16b). Un aumento similar fue observado para la expresién de

GLKT1 en los cotiledones durante la transicién de oscuridad a luz (Figura 16b).
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Figura 16: Expresion de TCP14, TCP15y GLK1 en respuesta a la luz. (a) Analisis histoquimico
de la actividad B-glucuronidasa (seccidon 6.33) en plantulas pTCP14::TCP14-GUS y
pTCP15::TCP15-GUS cultivadas en condiciones de oscuridad o luz durante 6 dias (barras de
escala: 1 mm). (b) Analisis cuantitativo de los niveles de transcripto de TCP14, TCP15y GLK1
en cotiledones de plantulas salvajes cultivadas durante 48 horas en oscuridad y luego
transferidas a luz roja (1 pmol m2 s') durante los tiempos indicados. Los valores se expresan
relativizados a los de las plantas cultivadas en oscuridad. Las barras indican la mediatSEM de
tres réplicas biolégicas. Los asteriscos indican diferencias significativas (p <0,05; prueba t de
Student). Los experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.

Teniendo en cuenta estas observaciones y nuestro hallazgo de que TCP15 interacciona
con GLK1, comenzamos a explorar la posible interaccién funcional entre GLK1 y las
proteinas TCP de clase I. Para ello, analizamos fenotipos caracteristicos de deficiencia
de GLK1 en plantas mutantes simples y dobles de TCP15y TCP14 para (Seccion 6.34).
Como comparacion, utilizamos plantas mutantes glk7-1 ya descriptas, que contienen
una insercion dSpm 112 pb corriente arriba del sitio de inicio de la traduccién de GLK1
y presentan niveles muy disminuidos de transcriptos de GLK1 (Fitter et al., 2002) (Figura
60 en el Anexo 2). Como se muestra en la Figura 17a-c, plantulas mutantes simples en
TCP14y TCP15, tcp14-6 y tcp15-3 (Kieffer et al., 2011), al igual que las mutantes glk1-
1 (Martin et al.,, 2016), presentaron un retraso significativo en la apertura de los
cotiledones al ser expuestas a la luz en comparacion con las plantas salvajes (WT, wild
type). Cuatro mutantes fcp individuales adicionales, fcp14-1, fcp14-3, tcp15-1y tcp15-4

(Kieffer et al., 2011), también mostraron defectos en la apertura de cotiledones (Figura
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17d). Estos resultados sugieren que, al igual que GLK1, TCP14y TCP15 son necesarios
para la apertura 6ptima de los cotiledones durante la de-etiolacion en Arabidopsis.
Ademas, observamos que plantas mutantes dobles fcp14-4 tcp15-3 (Kieffer et al., 2011)
mostraron una deficiencia en la apertura de los cotiledones similar a las mutantes

simples correspondientes (Figura 17e), lo que sugiere que TCP14 y TCP15 no actuarian

en forma redundante en este proceso.
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Figura 17: Ensayos fenotipicos de transicién de oscuridad a luz. (a) Imagenes representativas
de la parte apical de plantulas salvajes (WT), tcp14-6, tcp15-3y glk1-1 cultivadas durante 48 h
en oscuridad y luego transferidas a luz roja (1 umol m-2 s'') durante el tiempo indicado. Barras
de escala: 1 mm. (b-e) Angulos de apertura de cotiledones de las plantulas tcp14-6 y tcp15-3
(a), glk1-1 (b) y tcp14-1, tcp14-3, tcp15-1y tcp15-4 (c), y fcp14-4 tcp15-3 (d) en comparacion

con las plantas salvajes correspondientes, cultivadas 48 h en oscuridad y transferidas a luz roja

(1 ymol m2 s) por los tiempos indicados en cada grafico. Las barras indican la mediazSEM de

tres réplicas biolégicas con aproximadamente 30 plantulas cada una. Las letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05; analisis de la varianza). Todos los
experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.

Por otra parte, encontramos que plantas que sobreexpresan TCP15 fusionada a la
proteina fluorescente roja RFP (Viola et al.,, 2016) (denominadas 35S::TCP15 en
adelante) abrieron sus cotiledones mas rapido que las plantas salvajes en respuesta a
la luz (Figura 18a) y mostraron cotiledones abiertos cuando fueron cultivadas durante 5
dias en oscuridad (Figura 18b). Lo que indica que TCP15, al igual que GLK1, tiene un

papel positivo en la apertura de cotiledones durante la de-etiolacién.

La luz no sélo promueve la apertura, sino también la expansiéon de los cotiledones.
Observamos que la expansion de los cotiledones luego de la iluminacién se vio

retrasada en las plantulas mutantes glk1-1y tcp14-4 tcp15-3 en comparacion con las
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plantas salvajes (Figura 18c), lo que sugiere que estos factores de transcripcion también

desempeniian un papel en la expansion de los cotiledones estimulada por la luz.
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Figura 18: Ensayos fenotipicos de transicion de oscuridad a luz. (a) Angulos de apertura de
cotiledones de las plantulas salvajes y 35S::TCP15, cultivadas 48 h en oscuridad y transferidas
a luz roja (1 umol m2 s") por los tiempos indicados. (b) Angulo de apertura de cotiledones de
plantulas salvajes y 35S::TCP15 cultivadas durante 5 dias en la oscuridad. A la izquierda se
muestran imagenes representativas (barras de escala: 1 mm). (c) Area de cotiledones de
plantulas salvajes, fcp14-4 tcp15-3y glk1-1 cultivadas durante 48 h en la oscuridad y luego
transferidas a luz blanca (70 pmol m2 s') durante el tiempo indicado. A la izquierda se
muestran imagenes representativas (barras de escala: 3 mm). Las barras indican la
mediatSEM de tres muestras biolégicas con aproximadamente 30 plantulas cada una. En (a,b),
letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05; analisis de la
varianza). En (c), los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto
a plantas WT (p < 0,05; analisis de la varianza). Todos los experimentos se repitieron tres veces
con resultados similares.

7.2.2. TCP15 y GLK1 actuan en la misma via molecular que regula la apertura de

los cotiledones

Para determinar la relacion genética entre TCP15y GLK1, generamos plantas mutantes
dobles tcp15-3 glk1-1 mediante cruzas genéticas. Observamos que las plantas tcp15-3
glk1-1 cultivadas en luz continua durante 3 dias mostraron un retraso en la apertura de
los cotiledones similar a las mutantes simples correspondientes (Figura 19a). A su vez,
durante la transiciéon de oscuridad a luz, el fenotipo de apertura de cotiledones de las
plantulas fcp15-3 glk1-1 también fue similar al de las respectivas lineas mutantes
simples (Figura 19b), lo que sugiere que TCP15 y GLK1 actuarian en la misma via
molecular implicada en la apertura de cotiledones. Ademas, observamos que la mayor
apertura de cotiledones inducida por la sobreexpresion de TCP15 disminuyo
significativamente en el fondo mutante glk7-1 (35S::TCP15 glk1-1), tanto durante el
crecimiento de 3 dias en luz continua (Figura 19c) como durante la transicion de las
plantulas de oscuridad a luz (Figura 19d). Mas aun, la mutacién en GLK1 suprimié el
fenotipo de cotiledones abiertos de las plantas 35S::TCP15 en oscuridad (Figura 19d).
Estos resultados indican que la funcién de TCP15 en la apertura de cotiledones requiere
de la presencia de GLK1 funcional. Dado que los niveles de transcripto de GLK7 no se

vieron afectados en las mutantes fcp714-4 tcp15-3 independientemente de las
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condiciones de luz (Figura 20a), estas proteinas TCP no actuarian modulando la

expresion de GLK1 a nivel transcripcional.

También evaluamos el efecto de la sobreexpresidon de GLK7 en plantas salvajes y
mutantes fcp15-3. Cuando sobreexpresamos GLK1 fusionada a GFP (35S::GLK1-GFP)
en un fondo salvaje (Figura 61 en el Anexo 2) observamos un aumento de la apertura
de cotiledones luego de un crecimiento de 3 dias en luz continua (Figura 19e). De igual
manera, al transformar plantas mutantes fcp75-3 con la construccion 35S::GLK1-GFP
obtuvimos un resultado similar (Figura 19e), lo que sugiere que el efecto de la
sobreexpresion de GLK7 en la apertura de cotiledones no se ve afectado
significativamente por la deficiencia de TCP15 en estas condiciones. Sin embargo, las
plantas 35S::GLK1-GFP tcp15-3 mostraron un retraso significativo en la apertura de
cotiledones durante las primeras 8 h de de-etiolacién en comparacién con las plantas
35S::GLK1-GFP (Figura 19f). Ademas, la mutacién de TCP15 también afecto el fenotipo
de cotiledones abiertos de las plantas 35S.::GLK7-GFP en oscuridad (Figura 19f). Estos
resultados indican que la accion de GLK1 sobre la apertura de cotiledones durante la
transicion de oscuridad a luz depende de TCP15 durante las fases iniciales de este
proceso. La presencia de otras proteinas TCP con roles redundantes con TCP15 podria
explicar por qué la falta de TCP15 funciona tuvo un efecto menor sobre la accién de
GLK1 en fases posteriores del proceso de de-etiolacion. Ademas, los niveles de
transcripto de TCP15 estaban disminuidos en plantulas glk71-1 expuestas a la luz en
comparacion con plantas salvajes, mientras que no se observaron diferencias
significativas en las plantulas etioladas (Figura 20b), lo que sugiere una posible
regulacién transcripcional de TCP15 por parte de GLK1 durante la de-etiolacion. Sin
embargo, dado que la sobreexpresion de TCP15 rescata parcialmente el fenotipo de
cotiledones cerrados de las plantas deficientes en GLK1, es evidente que la menor
expresion de TCP15 no es la causa principal del fenotipo de las plantas glk7-1. En
conjunto, los resultados sugieren que TCP15 y GLK1 funcionarian de forma

interdependiente para promover la apertura de los cotiledones frente a la iluminacion.
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Figura 19: Interacciones genéticas entre TCP15 y GLK1. (a, b) Angulos de apertura de
cotiledones de las plantulas salvajes (WT), tcp15-3, glk1-1y tcp15-3 glk1-1 cultivadas durante 3
dias en luz blanca continua (25 pymol m2 s-') (a) o durante 48 h en oscuridad y luego
transferidas a luz roja (1 umol m2 s') durante los tiempos indicados (b). (c, d) Angulos de
apertura de cotiledones de las plantulas salvajes (WT), glk1-1, 35S::TCP15y 35S::TCP15 glk1-
1 cultivadas durante 3 dias en luz blanca continua (25 pmol m2 s') (c) o durante 48 h en
oscuridad y luego transferidas a luz roja (1 umol m2 s-*) durante el tiempo indicado (d). (e, f)
Angulos de apertura de cotiledones de las plantulas salvajes (WT), tcp15-3, 35S::GLK1-GFPy
35S::GLK1-GFP tcp15-3 cultivadas durante 3 dias en luz blanca continua (25 pmol m2 s) (e) o
durante 48 h en oscuridad y luego transferidas a luz roja (1 pmol m2 s') durante el tiempo
indicado (f). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05; analisis de varianza).
Los experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.
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Figura 20: Expresién de TCP15y GLK1 en plantulas mutantes glk1-1y tcp14-4 tcp15-3.
Analisis RT-gPCR de los niveles de transcriptos de GLK1 (a) y TCP15 (b) en plantulas salvajes
(WT), tcp14-4 tcp15-3 y glk1-1 cultivadas durante 48 horas en oscuridad y luego transferidas a

luz roja (1 umol m2 s) durante los tiempos indicados (paneles de la izquierda), o durante

cuatro dias en luz blanca (25 ymol m=2 s'') (paneles de la derecha). Los valores se expresan
relativizados a los de las plantas WT. Las barras indican la mediazSEM de tres réplicas
biolégicas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p <0,05;

ANOVA). Los asteriscos indican diferencias significativas en comparacién con las plantas WT

(p <0,05; prueba t de Student). Los experimentos se repitieron tres veces con resultados

similares.

7.2.3. Los niveles de expresion de genes involucrados en la expansion y el

greening de cotiledones estan alterados en plantas mutantes tcp y glk1

Un grupo de genes SAUR, incluyendo SAUR6, SAUR14, SAUR50 y SAUR51, son
inducidos por la luz en los cotiledones y estan involucrados en promover la apertura y
expansion de los cotiledones (Sun et al., 2016; Wang et al., 2020). Por lo que decidimos
examinar si la expresion de estos genes SAUR depende de los factores de transcripcion
TCP de clase | y GLK1. También incluimos en el analisis a SAUR63 ya que observamos
que las plantulas que expresan el reportero B-glucuronidasa (GUS) bajo el control del
promotor y la regién codificante de SAUR63 muestran una fuerte actividad GUS en
cotiledones bajo condiciones de iluminacion (Figura 21) y ha sido reportado como un

gen blanco directo de TCP15 (Gastaldi et al., 2020). Observamos que los niveles de
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transcripto de todos los genes SAUR analizados estaban disminuidos en las plantulas
mutantes tcp14-4 tcp15-3 'y glk1-1 luego de 6 h de iluminacion en relacion a las plantas
salvajes (Figura 22a), lo que sugiere que GLK1 y los genes TCP de clase | TCP14 yl/o
TCP15 son necesarios para la expresion 6ptima de estos genes en las primeras etapas

de la de-etiolacion.

OSCURIDAD LUZ

PSAURG3::SAUR63-GUS

Figura 21: Patron de expresién de SAURG3. Tincion histoquimica de la actividad -
glucuronidasa de plantulas pSAUR63::SAUR63-GUS cultivadas 6 dias en condiciones de
oscuridad y luz. Las imagenes son representativas de 10 plantulas analizadas (barras de

escala: 1 mm).

Las expansinas son proteinas de la pared celular implicadas en la expansion celular en
casi todas las fases de crecimiento de la planta (D. Choi et al., 2006; Cosgrove, 2000).
Por lo tanto, analizamos la expresion de genes de expansinas que son inducidos por la
luz en los cotiledones, EXPB1 y EXPB3 (Sun et al., 2016), y de EXP16, que esta
altamente expresado en cotiledones (Klepikova et al.,, 2016). Encontramos que la
expresion de EXPB1 se vio significativamente afectada tanto en las plantulas tcp14-4
tcp15-3 como glk1-1 expuestas a la luz en comparacion con las plantas salvajes en las
mismas condiciones (Figura 22b). Mientras que los niveles de transcripto de EXPB3 y
EXP16 se encontraron disminuidos significativamente en las plantulas mutantes tcp14-

4 tcp15-3 y glk1-1, respectivamente (Figura 22b).

Finalmente, dado que GLK1 promueve la expresion de genes nucleares asociados a la
fotosintesis, indispensables para la biogénesis de cloroplastos durante Ia
fotomorfogénesis, examinamos la expresion de los genes LHCB LHCB1.4y LHCB2.2
que codifican componentes del aparato fotosintético (Waters et al., 2009). Observamos
que ambos genes presentaron menor expresion en las plantulas mutantes tcp14-4
tcp15-3 y glk1-1 en comparacion con las salvajes luego de la transicién de oscuridad a
luz (Figura 22c), lo que sugiere que, ademas de la expresidn de genes implicados en la
expansion celular, las proteinas TCP de clase | también modulan la expresion de genes

nucleares asociados a la fotosintesis durante la de-etiolacion.

80



Resultados

—_
4]
—

8 SAURG6 2 SAUR14 H SAURS50 H SAURS51 3 SAUR63

=3 s i 3 )

51.5 515 5 1.5 5 1.5 51.5

2 2 g 2 2

g g s T s

310 210 1.0 1.0 g1.0

T 0.5 50.5 505 * 0.5 505 *

e 2 [ 2 [

w n w w w

2 0 3 0.0 3 0.0 s 0.0 3 0.0

2 WTicptd-dgikt-1 3 WT tcp14-4 glk1-1 2 WT tcpl4-4 glk1-1 2 WTtcpld-4glk1-1 2 WT tcp14-4 glk1-1
tcp15-3 tcp?5-3 tcp15-3 tcp15-3 tcp15-3

(b) (c)

3 EXPB1 8 EXPB3 H EXP16 3 LHCB1.4 8 LHCB2.2

§1 5 §1 5 E\'1 5 '§1 5 '§1 5

3" 8 8 8 " 8"

c c c c c

i [ g o B

g1.0 . g1.D 1g1.0 g1.0 . g1.0

o * ") * ] w 0 *

s 2 ] S * E *

505 505 505 505 505

8 ® = * ® 8

3 0w w w w

ki o K K o

$0.0 S 0.0 S 0.0 $ 0.0 2 0.0

= WT tcp14-4 gik1-1 S WT tcp14-4 gik1-1 = WT tcp14-4 glk1-1 = WT tcp14-4 glk1-1 = WT tcp14-4 glk1-1
tcp15-3 tcp15-3 tcp15-3 tcp15-3 tepi15-3

Figura 22: Niveles de expresion de genes SAUR, EXPANSINA y LHCB en plantas mutantes
tcp14 tep15y glk1 durante la de-etiolacion. (a-c) Analisis cuantitativo de los niveles de
transcriptos de genes SAUR (a), EXPANSINAS (b), y LHCB (c) en plantulas salvajes (WT),
fcp14-4 tcp15-3y glk1-1 cultivadas durante 48 h en oscuridad y luego transferidas a luz roja (1
pmol m2 s1) durante 6 h. Los valores estan relativizados a los de las plantas WT. Las barras
indican la mediatSEM de tres réplicas biolégicas. Los asteriscos indican diferencias
significativas en comparacion con las plantas WT (p < 0,05; prueba t de Student). Los
experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.

También analizamos las mutantes simples en los genes fcp y encontramos que los
transcriptos de SAUR14, SAUR50 y SAUR51 presentaron niveles significativamente
reducidos en las plantulas tcp74-6 y tcp15-3, mientras que la expresiéon de SAUR63 y
EXPB1 estaba significativamente afectada sélo en plantas mutantes fcp75-3 y la
expresion de EXPB3 fue menor sélo en tcp14-6 (Figura 23a,b). No observamos
diferencias significativas en la expresion SAUR6, LHCB1.4y LHCB2.2 en las mutantes
simples en TCP14 y TCP15 (Figura 23a,c), a pesar de estaba significativamente
reducida en la mutante doble fcp74 tcp15 (Figura 22a,c). Estos resultados evidencian
que TCP14 y TCP15 afectan diferencialmente la expresion de ciertos genes, mientras
que parecen tener un papel redundante en la modulacion de otros genes implicados en

el desarrollo de cotiledones durante la de-etiolacion.
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Figura 23: Niveles de expresion de genes SAUR, EXPANSINA y LHCB en mutantes simples
tcp14 y tcp15 durante la de-etiolacién. (a-c) Analisis cuantitativo de los niveles de transcriptos
de genes SAUR (a), EXPANSINAS (b), y LHCB (c) en plantulas salvajes (WT), tcp14-6 y tcp15-
3 cultivadas durante 48 h en oscuridad y luego transferidas a luz roja (1 umol m2 s-') durante 6
h. Los valores estan relativizados a los de las plantas WT. Las barras indican la mediazSEM de
tres réplicas biolégicas. Los asteriscos indican diferencias significativas en comparacion con las
plantas WT (p < 0,05; prueba t de Student). Los experimentos se repitieron tres veces con
resultados similares.

A su vez, evaluamos la expresion de los genes SAUR, EXP y LHCB en plantulas
etioladas. La expresion de varios de estos genes también se encontré afectada en
plantulas mutantes fcp14-4 tcp15-3 y/o glk1-1 durante el crecimiento en oscuridad, con
la excepcion de SAUR51, EXPB3 y LHCB2.2, que mostraron niveles similares a las
plantas salvajes (Figura 24). Ademas, la expresion de SAUR6 y SAUR14 no se vio
afectada significativamente en las plantas glk7-1 etioladas (Figura 24). Estos resultados
sugieren que los factores de transcripciéon TCP de clase | y GLK1 regulan la expresion
de los genes SAUR y EXP también en oscuridad, pero sus efectos son mas

pronunciados luego de la iluminacién.
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Figura 24: Niveles de expresion de genes SAUR, EXPANSINA y LHCB en plantas mutantes
tcp14 tcp15y glk1 cultivadas en oscuridad. Analisis cuantitativo de los niveles de transcriptos
de genes SAUR, EXPANSINAS y LHCB en plantulas salvajes (WT), tcp14-4 tcp15-3y glk1-1
cultivadas durante 48 h en oscuridad. Los valores estan relativizados a los de las plantas WT.
Las barras indican la mediatSEM de tres réplicas biologicas. Los asteriscos indican diferencias
significativas en comparacioén con las plantas WT (p < 0,05; prueba t de Student). Los
experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.

Al analizar las plantas 35S::TCP15, observamos una induccién de la expresién de
SAURG63, EXPB1 y LHCB2.2, mientras que otros genes no mostraron cambios
significativos en relacion con plantas salvajes (Figura 25). Dado que las plantas
35S::TCP15 presentan un fenotipo de mayor apertura de cotiledones, puede pensarse
que la induccion de SAUR63 y/o EXPB1 seria suficiente para conferir este fenotipo. De
acuerdo con esta idea, la plantulas 35S::SAUR63-GFP presentaron cotiledones abiertos
en oscuridad y una mayor velocidad de apertura de cotiledones que las plantas salvajes
frente a la exposicion a la luz (Figura 26). Observamos un resultado similar al
sobreexpresar SAUR63-GFP en el fondo mutante fcp14-4 tcp15-3 (35S::SAUR63-GFP
tcp14-4 tcp15-3) (Figura 26), lo que sugiere que la apertura de los cotiledones alterada
en plantas mutantes fcp14-4 tcp15-3 se debe en gran medida a una menor expresion

de genes SAUR, aunque también es posible un papel relevante de los genes EXP.
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Figura 25: Andlisis cuantitativo de los niveles de transcriptos de genes SAUR, EXPANSINAS y
LHCB en plantulas salvajes (WT) y 35S..TCP15 cultivadas durante 48 h en oscuridad y luego
transferidas a luz roja (1 umol m2 s-) durante 6 h. Los valores estan relativizados a los de las
plantas WT. Las barras indican la mediatSEM de tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos
indican diferencias significativas en comparacién con las plantas WT (p < 0,05; prueba t de
Student). Los experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.
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Figura 26: Analisis de la capacidad de apertura de cotiledones de plantulas salvajes (WT),
fcp14-4 tcp15-3 y plantas que sobreexpresan SAUR63-GFP en un fondo salvaje o mutante
tcp14-4 tcp15-3 cultivadas durante 48 h en oscuridad y luego transferidas a luz roja (1 pmol m-2
s1) durante los tiempos indicados. Las barras indican la mediatSEM de tres réplicas bioldgicas.
Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05; ANOVA).

7.2.4. TCP15 requiere de GLK1 para inducir la expresion de los genes SAUR,

EXPB1y LHCB

Hasta aqui nuestros analisis genéticos sugieren que TCP15 y GLK1 participan en una
via comun relacionada con la apertura de cotiledones durante la de-etiolaciéon. Por lo

que analizamos la expresion de genes afectados en las correspondientes mutantes
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simples ahora en plantas mutantes dobles tcp15-3 glk1-1. Observamos que los niveles
de expresion de la mayoria de los genes analizados fueron similares en las mutantes
simples y doble, con la excepcion de EXPB1, para el que parece existir un efecto aditivo
con la mutacién de ambos genes (Figura 27). Estos resultados sugieren que TCP15 y
GLK1 actuan en gran medida en la misma via molecular durante la de-etiolacién, aunque
existirian diferencias en su modo de accién para genes especificos. Esto concuerda con
el hecho de que la expresién de ciertos genes se ve afectada en el fondo mutante fcp

pero no en el mutante glk1, o viceversa.
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Figura 27: Analisis cuantitativo de los niveles de transcriptos de los genes SAUR174, SAUR50,
SAUR51, SAURG63y EXPB1 en plantulas salvajes (WT) y tcp15-3 glk1-1 cultivadas durante 48
h en oscuridad y luego transferidas a luz roja (1 pmol m-2 s-') durante seis horas. Los valores
estan relativizados a los de las plantas WT. Las barras indican la mediatSEM de tres réplicas
biolégicas. Los asteriscos indican diferencias significativas (p <0,05; prueba t de Student). Los
experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.

Para seguir explorando la interdependencia entre TCP15 y GLK1, generamos lineas
transgénicas estables que expresan TCP15-GFP de forma inducible por B-estradiol en
los genotipos salvajes, glk1-1y 35S::GLK1 (35S::TCP15-GFP;, 35S::TCP15-GFP; glk1-
1y 35S::TCP15-GFP; 35S::GLK1, respectivamente). En plantulas de 6 dias, TCP15-
GFP se indujo significativamente en respuesta a un tratamiento de 24 horas con 50 uM
de B-estradiol. Entre las lineas obtenidas, se seleccionaron para posterior analisis
aquellas con niveles similares de expresion de TCP15 tras la inducciéon con B-estradiol
en los distintos fondos genéticos (Figura 28a,b). De modo similar a lo observado al
sobreexpresar de forma constitutiva TCP15 (Figura 19c,d), cuando las plantulas
35S.::TCP15-GFP;se cultivaron en 50 uM de B-estradiol observamos una mayor apertura

de los cotiledones durante la transicién de oscuridad a luz en relacién con las plantas
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salvajes y este efecto fue suprimido en el fondo glk7-1 (Figura 28c). Con respecto a las
lineas en el fondo sobreexpresante de GLK1 (35S::GLK17; (Waters et al.,, 2008)),
observamos un alto grado de letalidad al transferir plantulas etioladas a luz. Esto puede
deberse al dafio foto-oxidativo causado por la acumulacién de precursores de clorofila
como consecuencia de un aumento en la expresion de los genes de sintesis de clorofila
inducido por GLK1 (Waters et al., 2009). Por lo que analizamos el efecto de inducir la
expresion de TCP15-GFP en plantas con diferentes niveles de expresiéon de GLK1
(fondo glk1-1 ylo 35S::GLKT) cultivadas en condiciones normales de iluminacion
durante 6 dias. Notoriamente, la sobreexpresion de GLK1 no caus6 cambios
significativos en los niveles de transcripto de SAUR6, SAUR14, SAUR50 y EXPB1 en
relacion con las plantulas salvajes en estas condiciones (Figura 29a,b). De modo similar,
la induccidén de TCP15-GFP por B-estradiol no afectd la expresion de estos genes en
plantulas salvajes o mutantes glk7-1 (Figura 29a,b). Sin embargo, se observé un
aumento significativo de los niveles de transcripto de los cuatro genes tras la induccién
de TCP15-GFP en el fondo 35S::GLK1 (Figura 29a,b). Este resultado indica que TCP15
y GLK1 participan conjuntamente en la induccién de la expresion de SAUR6, SAUR14,
SAUR50 y EXPB1. Para otros genes analizados, se observaron algunos
comportamientos diferentes. Los niveles de transcripto de SAUR57 aumentaron con la
sobreexpresion de GLK1 sola y también con luego de la induccién de TCP15-GFP en el
fondo salvaje, pero se incrementaron significativamente mas al inducir TCP15-GFP en
plantulas sobreexpresantes de GLK1 (Figura 29a). Mas aun, no se observé induccion
de SAURS1 por TCP15-GFP en el fondo glk1-1 (Figura 29a). En el caso de LHCB1.4y
LHCB2.2, se observo un incremento en los niveles de transcripto en las plantulas que
sobreexpresan GLK1 en relacién con las plantas salvajes, mientras que no se observo
efecto en la expresidon de estos genes por la induccién de TCP15-GFP en ninguno de
los fondos genéticos analizados (Figura 29c). Notoriamente, la expresiéon de ambos
genes LHCB estaba disminuida en las mutantes dobles tcp14-4 tcp15-3 (Figura 22c) y
el aumento de su expresiéon causado por la sobreexpresién de GLK1 en el fondo salvaje
se vio suprimido por la mutacién en TCP15, al menos para LHCB2.2 (Figura 29d), lo
que sugiere que TCP15 tiene un papel en la modulaciéon de la expresién de estos genes.
Para analizar esto en profundidad, utilizamos una linea que expresaba TCP15-GFP en
niveles mas altos en el fondo sobreexpresante de GLK7 (Figura 28b). En esta linea, el
tratamiento con B-estradiol provocd un aumento significativo en la expresién de ambos
genes LHCB en relacion al tratamiento sin B-estradiol (Figura 29e). Estos resultados
indican que TCP15 participa en la regulacién de los genes LHCB, aunque su papel no

seria tan relevante como el observado para la regulacién de los genes SAUR.
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En conjunto, todos estos resultados indican que la accién conjunta de TCP15 y GLK1
induce eficazmente varios genes implicados en la expansion celular durante la apertura
de cotiledones en respuesta a la iluminaciéon. Aunque la relevancia de esta accién mutua
difiere gen a gen. En el caso de los genes implicados en el ensamblaje del aparato
fotosintético, se observd un papel principal para GLK1 con un requerimiento menos
estricto de TCP15. Especulamos que los diferentes comportamientos observados entre
los genes seleccionados podrian estar relacionados con la naturaleza de las regiones

promotoras particulares de cada uno de estos genes.
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Figura 28: (a) Analisis de RT-qPCR de la expresion de TCP15y GLK1 en plantulas salvajes
(WT), glk1-1y sobreexpresante en GLK1 cultivadas 5 dias en condiciones normales de
iluminacién que expresan la construccién TCP15-GFP inducible por B-estradiol tratada con 50
MM de B-estradiol (barras negras) o DMSO (control, barras grises) durante 24 horas. (b) Niveles
de transcriptos de TCP15 en la linea TCP15-GFP;35S::GLK1 (2) utilizada en el experimento
mostrado en la Figura 29e y tratada como en (a). Los valores se expresan de forma ralativa a
las plantas WT tratadas con DMSO. Las barras indican la mediatSEM de tres réplicas
biolégicas. Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05; ANOVA). (¢) Angulo de
apertura de cotiledones de plantulas salvajes (WT), 35S::TCP15-GFP;y 35S.::TCP15-GFP;
glk1-1 cultivadas con 50 uM de B-estradiol (barras negras) o DMSO (control, barras grises)
durante 48 horas en oscuridad y luego transferidas a luz roja (1 pmol m-2 s-') durante los
tiempos indicados. Letras diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas (p
<0,05; ANOVA). Los experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.
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Figura 29: Niveles de expresion de genes SAUR, EXPANSINA y LHCB en plantas con niveles
alterados de TCP15 y/o GLK1 durante la de-etiolacién. (a-c) Analisis por RT-gPCR de la
expresiéon de genes implicados en la expansion celular y la de-etiolacién en plantulas WT, glk1-
1y 35S::GLK1 que expresan la construccién TCP15-GFP; cultivadas 5 dias en medio liquido
en condiciones normales de iluminacién y tratadas con 50 uM de estradiol (barras negras) o
DMSO (control, barras grises) durante 24 horas. Los valores se expresan de forma relativa a
los de las plantas salvajes tratadas con DMSO. (d) Niveles de transcriptos de LHCB1.4y
LHCB2.2 en plantas WT, 35S::GLK1-GFPy 35S::GLK1-GFP tcp15-3 cultivadas 4 dias en
medio liquido en condiciones normales de iluminacién. Los valores se expresan de forma
relativa a los de las plantas WT. (e) Analisis por RT-qPCR de LHCB1.4y LHCB2.2 en plantulas
358::GLK1 que expresan TCP15-GFP en altos niveles tras la induccion con B-estradiol. Los
valores se expresan de forma relativa a los de las plantas salvajes tratadas con DMSO. Las
barras indican la mediatSEM de tres réplicas biolégicas. Letras diferentes denotan diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05; analisis de varianza). Todos los experimentos se
repitieron tres veces con resultados similares.

7.2.5. TCP15 y GLK1 se unen a los promotores de los genes SAUR y LHCB y la

union de TCP15 se ve afectada por la deficiencia de GLK1

Un analisis de los promotores de los genes cuya expresion se vio afectada en las
plantulas mutantes fcp14-4 tcp15-3 y glk1-1 indicd que el promotor de EXPB1 contiene
motivos de unién putativos tanto para factores de transcripcién TCP (GGGNCC; (Viola
et al., 2011, 2012) como GLK (CCAATC; (Ahmad et al., 2019) (Tabla 3). Mientras que
las regiones promotoras de SAUR14, SAUR50, SAUR51 y SAUR63 solo contienen
motivos TCP, y los promotores de SAUR6, LHCB1.4 y LHCB2.2 solo contienen cajas
GLK (Tabla 3).
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Tabla 3: Presencia de sitios de union consenso de proteinas TCP y GLK en los promotores de
genes con expresion reducida en plantas mutantes tcp14-4 tcp15-3 'y glk1-1. *SEQ -3000
NOORF: Secuencias localizadas 3000 pares de base corriente arriba del sitio de inicio de la
transcripcion, datos obtenidos con la herramienta Sequence de RSAT

(http://rsat.eead.csic.es/plants/retrieve-seq_form.cgi).

SEQ-3000 | TCP | GLK Posicion del Posicion del
AGI Gen NOORF* | BOX | BOX sitio TCP Secuencia sitio GLK Secuencia
Inicio | Fin Inicio Fin Inicio Fin

AT2G21210 | SAURG -967 -1 |0 2 -616 -611 CCAATC

-432 -427 | CCAATC
AT4G38840 | SAUR14 | -497 -1 |1 0 -120 -115 GGGCCC
AT4G34760 | SAUR50 |-1133 (-1 |1 0 -11 -6 GGGGCC
AT1G75580 | SAUR51 |-3000 (-1 |1 0 -402 -397 GGGTCC
AT1G29440 | SAURGB3 |-444 -1 1 0 -119 -114 GGGACC

AT4G28250 | EXPB3 -2276 |1 |2 1 -81 -76 GGGTCC |-454 -449 | CCAATC
-137 -132 GGGACC

AT2G20750 | EXPB1 -3000 |-1 |1 2 -2647 |-2642 |GGGTCC |-136 -131 CCAATC

-2480 |-2475 |CCAATC

AT3G55500 | EXP16 -2672 |1 |0 2 -1663 |-1658 | CCAATC

-1566 |-1561 | CCAATC

AT2G34430 (LHCB1.4 (-3000 |-1 |O 3 =773 -768 | CCAATC

-735 -730 | CCAATC

-955 -950 |[CCAATC

AT2G05070 |LHCB2.2 |-1038 |-1 |0 2 -312 -307 | CCAATC

-53 -48 CCAATC

Teniendo en cuenta el papel de TCP15 y GLK1 en la regulacion de estos genes y el
hecho de que son capaces de interaccionar entre si, especulamos que ambos factores
de transcripcién podrian unirse de forma conjunta a los promotores de estos genes en
los sitios blancos de TCP15 o GLK1. Para investigar esto, realizamos un ensayo de
inmunoprecipitacion de la cromatina seguido de PCR cuantitativa (ChIP-gPCR; seccion
6.36) con el fin de analizar la unién de TCP15 y GLK1 a regiones promotoras que
contienen sélo motivos TCP (en SAUR14 y SAURS50) o motivos GLK (en LHCB1.4 y
LHCB2.2) (Figura 30a). El analisis se realizd utilizando plantulas 35S::GLK1-GFP y
35S::TCP15-GFP; de 6 dias de crecimiento en condiciones de luz normal y anticuerpos
anti-GFP. Los resultados de ChIP-gPCR obtenidos con plantulas 35S::GLK1-GFP

mostraron un enriquecimiento de fragmentos gendmicos que contienen motivos GLK en

89



Resultados

los promotores de los genes LHCB1.4y LHCB2.2, asi como de aquellos que contienen
s6lo motivos TCP en los promotores de SAUR14 y SAURS50 (Figura 30b). Los genes
LHCB han sido propuestos como blancos directos de GLK1 (Waters et al., 2009), lo que
esta en concordancia con nuestros resultados. Ademas, nuestros resultados muestran
que GLK1 es capaz de unirse también a los promotores de SAUR74 y SAURS0,
notoriamente en la regidon que contiene los sitios de unién reconocidos por proteinas
TCP, lo que destaca un papel de GLK1 en la regulacion directa de la expresién de genes

implicados en la expansion celular (Figura 30b).

En el caso de TCP15, los experimentos de ChlIP-gPCR mostraron un enriquecimiento
de los fragmentos genémicos de todos los genes analizados cuando se ensayé TCP15-
GFP en un fondo tcp15-3 (35S::TCP15-GFP; tcp15-3) (Figura 30c), lo que indica que
TCP15 es capaz de asociarse a los mismos fragmentos gendémicos reconocidos por
GLK1. Sin embargo, observamos una reduccion notoria de la unién de TCP15-GFP
cuando el experimento de ChIP-gPCR se realiz6 en el fondo mutante glk71-1
(35S::TCP15-GFP; glk1-1) (Figura 30c), lo que sugiere que GLK1 es requerida para la
union eficiente de TCP15 a estas regiones genéomicas. Esto concuerda con la
observacién de que la mutacidon en GLK1 afecta la mayor apertura de cotiledones
inducida por TCP15 en las plantas 35S::TCP15 (Figura 19c,d). Ademas, la expresion de
SAUR14, SAUR50 y LHCB2.2 se vio afectada por la mutaciéon glk1-1 en un fondo
35S::TCP15 (Figura 31). En conjunto, nuestros resultados indican que TCP15 requiere
a GLK1 para unirse eficazmente a los promotores de genes implicados en la expansion
celular y la de-etiolacidn, incluso en los casos en que contienen motivos de unién
reconocidos por las proteinas TCP. Ademas, GLK1 se une a los mismos fragmentos
gendémicos a los que se dirige TCP15, lo que sugiere que TCP15 y GLK1 se unen
conjuntamente a genes blancos comunes involucrados en la apertura, expansiéon y
desarrollo de los cotiledones durante la de-etiolacion. En concordancia con esto, en un
ensayo de actividad transcripcional realizado con las regiones promotoras de LHCB2.2
0 SAUR14 fusionadas al gen LUCIFERASA (Figura 32a; Seccién 6.14), encontramos
que TCP15 fue capaz de inducir la expresion del gen reportero cuando se encontraba
corriente abajo del promotor de SAUR14, que contiene sitios de union TCP, pero no de
la region promotora de LHCB2.2, que contiene sitios de unién GLK (Figura 32b).
Mientras que, de manera inversa, GLK1 fue capaz de activar la transcripcion solamente
del promotor de LHCB2.2 (Figura 32b). Esto indica que, a pesar de que la expresion de
SAUR14y LHCBZ2.2 se afectan sensiblemente en ausencia de tanto TCP15 como GLKT,
la sobreexpresion de TCP15 o GLK1 por separado no seria suficiente para inducir la
actividad del promotor de LHCB2.2 o SAUR14, respectivamente.
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Figura 30: Ensayos de ChIP-qPCR. (a) Diagrama de los genes analizados con los exones y las
regiones transcriptas no traducidas (UTR) representadas como recuadros negros y grises,
respectivamente. Se indican la posicion de los motivos de unién putativos de GLK1 (G; circulos
verdes) y TCP (T, circulos naranjas) y las regiones analizadas por ChlP-gPCR (P1, P2). (b, c)
Analisis de ChIP-gPCR de la unién de GLK1-GFP (b) y TCP15-GFP (c) a las regiones
promotoras indicadas en (a), realizado en plantulas que expresan GLK71-GFP en un fondo
salvaje (b) o la construccion TCP15-GFP inducible por B-estradiol en un fondo mutante tcp15-3
o glk1-1 (c). Se utilizé una region del gen ACTIN2 como control negativo. Las barras muestran
la mediatSEM de tres réplicas biolégicas. La variacidon entre experimentos, debida a
diferencias en los valores absolutos de enriquecimiento para todas las regiones analizadas, se
eliminé mediante correccion por factor (Ruijter et al., 2015). Los asteriscos indican diferencias
significativas en comparaciéon con ACTIN2 (p < 0,05; prueba t de Student).
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Figura 31: Niveles de expresion de los genes SAUR14, SAUR50y LHCB2.2 en plantulas WT,
35S::TCP15y 35S::TCP15 glk1-1 cultivadas durante 48 horas en oscuridad y luego
transferidas a luz roja (1 umol m2 s') durante seis horas. Los valores (mediatSEM) se
expresan relativos a plantas WT. Letras distintas denotan diferencias estadisticamente
significativas (p <0,05; ANOVA). Los experimentos se repitieron tres veces con resultados
similares.
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Figura 32: Ensayo de actividad transcripcional de TCP15 y GLK1 in vivo en plantas (a)
Esquema de las construcciones reporteras, efectoras y control utilizadas en ensayos de
expresion transiente. (b) Hojas de N. benthamiana fueron co-infiltradas con los reporteros
pLHCB2.2::LUC o pSAUR14::LUC y las construcciones 35S::GUS (GUS, control negativo),
35S::TCP15-GFP (TCP15) y 35S::GLK1-GFP (GLK1) en una proporcién 1:1:1. La actividad
transcripcional de los promotores fue determinada por luminiscencia (seccion 6.29) y los
valores se expresan en forma relativa al nivel de expresién del gen BAR, de resistencia a
BASTA, presente en el vector con las construcciones pLHCB2.2::LUC o pSAUR14:.LUC. Las
barras indican la mediatSEM de tres réplicas biolégicas. Los experimentos se repitieron 3
veces con resultados similares

7.3. Estudio del papel de los factores de transcripcion TCP de clase Il y su

relacion con GLK1 durante la de-etiolacion en Arabidopsis thaliana

Como se ha mencionado, en este trabajo de tesis encontramos que las proteinas TCP
de clase Il no establecerian interacciones proteicas con GLK1, como los miembros de
la clase | de esta familia (Figura 13b). Estudios previos demuestran que la expresion de
genes relacionados con la fotosintesis esta afectada en plantas mutantes cuadruples en
genes TCP de clase Il del clado CIN tcp2 tcp3 tcp4 tcp10, aunque no se encontraron
motivos de unién reconocidos por TCP CIN en los promotores de dichos genes,
indicando que la regulacion no seria por union directa (Bresso et al., 2018). Esto indica
que los factores de transcripcion TCP de clase Il del clado CIN regularian la expresion
de genes relacionados con la fotosintesis y, por lo tanto, sugiere una posible relacion
funcional con los factores de transcripcion GLK. En base a esto, nos propusimos
investigar como se incorporan los miembros de la clase Il de la familia TCP al escenario

descripto para los miembros de clase | y GLK1 en el proceso de de-etiolacion.

7.3.1. TCP10 es requerido para la apertura y expansion de los cotiledones durante

la de-etiolacion

Con el objetivo de analizar si la expresion de las proteinas TCP de clase Il es regulada
a nivel transcripcional durante la fotomorfogénesis, analizamos el patron de expresion
del gen del clado CIN TCP10 en plantas que expresan la regién promotora de TCP10

fusionada al gen reportero GUS. Observamos que plantulas cultivadas en condiciones
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de luz mostraron una mayor actividad del promotor en diversos 6rganos que las plantas
cultivadas en oscuridad, siendo particularmente importante en cotiledones (Figura 33a).
A su vez, encontramos un aumento significativo en los niveles de transcripto de TCP10
en los cotiledones de plantas salvajes expuestas a la luz luego de 48 h en oscuridad
(Figura 33b), lo que indica que, similar a lo que ocurre con los genes GLK (Fitter et al.,
2002; Rossini et al., 2001), la actividad de TCP10 seria importante durante la de-
etiolacién. De manera que seleccionamos a TCP10 como miembro representativo de
las proteinas TCP CIN para explorar su relacién con los factores de transcripcion GLK

durante este proceso.
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Figura 33: Expresién de TCP10 en respuesta a la luz. (a) Tincién histoquimica de la actividad
B-glucuronidasa en plantulas pTCP10::GUS cultivadas en condiciones de oscuridad o luz
durante 6 dias (barras de escala: 1 mm). (b) Analisis cuantitativo de los niveles de transcripto
de TCP10 en cotiledones de plantulas salvajes cultivadas durante 48 horas en oscuridad y
luego transferidas a luz roja (1 ymol m-2 s-') durante los tiempos indicados. Los valores se
expresan relativizados a los de las plantas cultivadas en oscuridad. Las barras indican la
mediazSEM de tres réplicas biologicas. Los asteriscos indican diferencias significativas (p
<0,05; prueba t de Student). Los experimentos se repitieron tres veces con resultados
similares.

Comenzamos nuestro estudio con un analisis comparativo de mutantes en TCP10
(tep10-1)y GLK1 (glk1-1), que presentan niveles reducidos de los transcriptos de TCP10
y GLK1, respectivamente (Fitter et al., 2002; Koyama et al., 2010; Figura 60 del Anexo
2). Encontramos que, de manera similar a la mutante glk1-1, las plantulas tcp10-1
presentaron un retraso significativo en la apertura y expansién de los cotiledones en
comparacion con las plantas salvajes cuando fueron expuestas a la luz (Figura 34a-b).
Estos resultados sugieren que TCP10 es requerido para una apertura y expansion de
cotiledones 6ptima durante la transicién de oscuridad a luz en Arabidopsis. Ademas, la
expresion de los genes SAURG6/14/50 y EXP, involucrados en la apertura de cotiledones
durante la de-etiolacion se vio significativamente afectada en las plantas mutantes
tcp10-1 en relacién a las plantas salvajes (Figura 34c). De manera interesante, los

niveles de transcripto de varios genes relacionados con la fotosintesis (LHCB1.4,
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LHCB2.2, LHCB2.4 y LHCB4.3) estaban significativamente afectados en las plantulas

tcp10-1 comparado con las plantas salvajes (Figura 34c). Como se ha observado

previamente en este estudio, todos estos genes mostraron una expresion reducida en

la mutante glk1-1 (Figura 34c), lo que sugiere que TCP10 participaria en la regulacion

de genes similares que GLK1 durante la transicién oscuridad a luz de las plantulas.
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Figura 34: (a) Angulo de apertura de cotiledones de las plantulas salvajes, tcp10-1y glk1-1
cultivadas 48 h en oscuridad y transferidas a luz roja (1 pmol m-2 s*') durante los tiempos
indicados. A la derecha se muestran imagenes representativas (barras de escala: 1 mm). (b)
Area de cotiledones de plantulas salvajes, tcp10-1y glk1-1 cultivadas durante 48 h en la
oscuridad y luego transferidas a luz blanca (70 umol m2 s*) durante el tiempo indicado. Las
barras indican la mediatSEM de tres muestras biolégicas con aproximadamente 30 plantulas

cada una. (c) Analisis cuantitativo de los niveles de transcriptos de genes SAUR,
EXPANSINAS, y LHCB en plantulas salvajes (WT), tcp10-1y glk1-1 cultivadas 4 dias en
condiciones normales de iluminacién. Los valores estan relativizados a los de las plantas WT.
En (a), letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05; analisis de
la varianza). En (b,c), los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con
respecto a plantas WT (p < 0,05; prueba t de Student). Todos los experimentos se repitieron
tres veces con resultados similares.

7.3.

2.  Estudio de la interaccion genética entre TCP10 y GLK1

Con el objetivo de estudiar las interacciones funcionales entre TCP10 y GLK1,

generamos plantas mutantes dobles fcp710-1 glk1-1 mediante cruzas genéticas.
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Encontramos que estas plantas presentaron una deficiencia en la apertura de
cotiledones similar a las plantas mutantes simples correspondientes al ser cultivadas
por 3 dias en luz (Figura 35a). Durante la transicién de oscuridad a luz, el retraso en la
apertura de cotiledones de las plantulas tcp10-1 glk1-1 también fue similar al de las
mutantes simples correspondientes (Figura 35b), lo que sugiere que TCP10 y GLK1
actiuan en la misma via molecular para modular la apertura de cotiledones durante la
de-etiolacién. Para analizar esto en profundidad, estudiamos el efecto de sobreexpresar
TCP10 sobre la apertura de los cotiledones en el fondo mutante glk1-1. Dado que los
niveles de ARNm de TCP10 se ven afectados por el microARN miR319 (Palatnik et al.,
2003), generamos plantas que expresan una version de TCP10 insensible a miR319
(mTCP10) fusionada a GFP bajo el control del promotor 35SCaMV en los fondos
genéticos salvaje y glk1-1 (Seccidén 6.14). Observamos que las plantas que
sobreexpresan mTCP10-GFP (35S::mTCP10-GFP) abrieron sus cotiledones mas
rapidamente que las plantas salvajes en respuesta a la luz (Figura 35¢c-d) y presentaron
cotiledones abiertos en oscuridad (Figura 35d), confirmando que TCP10 contribuye en
la promocion de la fotomorfogénesis jugando un papel durante la apertura de
cotiledones. Sin embargo, este efecto se redujo significativamente en el fondo mutante
glk1-1 (35S::mTCP10-GFP glk1-1), tanto luego de 3 dias de crecimiento en luz (Figura
35c) como durante la de-etiolacién (Figura 35d), lo que sugiere que TCP10 promueve la
apertura de los cotiledones en una manera dependiente de GLK1. Para obtener
evidencias conclusivas de esta idea, decidimos analizar si la sobreexpresién de GLK1
es capaz de rescatar el fenotipo de cotiledones cerrados de las mutantes fcp710-1. Para
ello obtuvimos la linea 35S::GLK1-GFP tcp10-1. En efecto, observamos que la
sobreexpresion de GLK1 rescatd el defecto en la apertura de cotiledones en plantulas
mutantes tcp10-1 de 3 dias (Figura 35e), indicando que GLK1 actua corriente abajo de
TCP10. Sin embargo, la mayor velocidad de apertura de cotiledones causada por la
sobreexpresion de GLK1 durante la transicion de oscuridad a luz, se vio
significativamente afectada en ausencia deTCP10 funcional (Figura 35f). Mas aun, la
mutacioén fcp10-1 también suprimié el fenotipo de cotiledones abiertos de las plantulas
35S::GLK1-GFP cultivadas en oscuridad. En conjunto, estos resultados sugieren que
GLK1 es esencial para la apertura de cotiledones inducida por TCP10, pero también la
funcion de GLK1 en este proceso depende de TCP10 funcional, aunque en menor

medida.
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Figura 35: Interacciones genéticas entre TCP10 y GLK1. (a, b) Angulos de apertura de
cotiledones de las plantulas salvajes (WT), tcp10-1, glk1-1y tcp10-1 glk1-1 cultivadas durante 3
dias en luz blanca continua (25 pmol m2 s-') (a) o durante 48 h en oscuridad y luego
transferidas a luz roja (1 umol m2 s!) durante los tiempos indicados (b). (¢, d) Angulos de
apertura de cotiledones de las plantulas salvajes (WT), glk1-1, 35S::mTCP10-GFPy
35S::mTCP10-GFP glk1-1 cultivadas durante 3 dias en luz blanca continua (25 pmol m=2 s*) (c)
o durante 48 h en oscuridad y luego transferidas a luz roja (1 umol m-2 s-') durante el tiempo
indicado (d). (e, f) Angulos de apertura de cotiledones de las plantulas salvajes (WT), tcp70-1,
35S::GLK1-GFPy 35S::GLK1-GFP tcp10-1 cultivadas durante 3 dias en luz blanca continua
(25 ymol m2 s1) (e) o durante 48 h en oscuridad y luego transferidas a luz roja (1 pmol m2s)
durante el tiempo indicado (f). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05;
analisis de varianza). Los experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.

7.3.3.

TCP10 requiere de GLK1 para inducir la expresion de genes involucrados

en la expansion de cotiledones y la fotosintesis

Para explorar la importancia biolégica de GLK1 en la funcién de TCP10 analizamos la

expresion de genes afectados en la mutante tcp70-1 en las lineas que expresan

mTCP10-GFP en los fondos salvaje y glk1-1. Observamos que los niveles de transcripto
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de genes SAUR, EXP y L HCB estaban significativamente aumentados en las plantulas
35S::mTCP10-GFP en comparacién con las plantas salvajes (Figura 36). Sin embargo,
este aumento en la expresion se vio suprimido en el fondo mutante glk7-1 para varios
de estos genes (SAURG6, EXP16 y todos los LHCB analizados, Figura 36), lo que sugiere
que TCP10 promueve la expresién de genes involucrados en la fotomorfogénesis, y
particularmente aquellos involucrados en la fotosintesis, en una forma dependiente de
GLK1. Un analisis de la secuencia de este grupo de genes revel6 que contienen sitios
de union GLK (CCAATC, Waters et al., 2009), pero no sitios TCP (GTGGNCCC, Viola
et al.,, 2011, 2012) en sus regiones promotoras. De manera opuesta, aquellos genes
inducidos por TCP10 en forma independiente de GLK7 (en su mayoria SAURS)
contienen sitios TCP en sus promotores. En base a esto hipotetizamos que TCP10
podria regular la expresion de diferentes grupos de genes tanto directamente como a
través de GLK1. Para analizar este posible escenario, seleccionamos a LHCB2.2,
blanco directo de GLK1 (Waters et al., 2009; este estudio) y SAUR14, reportado como
blanco de las proteinas TCP (Dong et al., 2019; este estudio) para llevar a cabo un
ensayo de actividad transcripcional in vivo (Figura 37a). Observamos que TCP10 fue
capaz de activar la transcripcion a partir del promotor de SAUR14, pero no de LHCB2.2
(Figura 37b). Mientras que GLK1 activé transcripcionalmente el promotor de LHCB2.2
(Figura 37b), como se mostré en la seccion anterior. Estas diferencias indicarian una
ramificacion en la sefalizacion corriente abajo de TCP10, donde la regulacion de la
expresion de ciertos genes, especialmente genes asociados a la fotosintesis, seria
indirecta a través de la regulacién transcripcional de GLK7, mientras que activaria
directamente la expresion de otros genes, principalmente relacionados a la expansion

celular.
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Figura 36: Niveles de expresion de los genes SAUR, EXPANSINAS y LHCB en plantulas
salvajes (WT), 35S::mTCP10-GFPy 35S::mTCP10-GFP glk1-1 cultivadas durante 48 horas en
oscuridad y luego transferidas a luz roja (1 ymol m2 s-') durante seis horas. Los valores
(mediatSEM) se expresan relativos a plantas WT. Letras distintas denotan diferencias
estadisticamente significativas (p <0,05; ANOVA). Los experimentos se repitieron tres veces
con resultados similares.

(a) (b)
pLHCB2.2::LUC pSAUR14::LUC
Reporteros promotor LHCB2.2  LUCIFERASA NosT
PLHCB2.2:LUC —
promotor SAUR14 LUCIFERASA Nos T
PSAURL4:LUC - -
Efectores promotor 355 GLk1 GFP NosT
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355:mTCP10-GFP - I S S [ PLITRE
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* pLHCB2.2::.LUC + GLK1 * pSAUR14::LUC + GLK1
¥ pLHCB2.2::LUC + TCP10 + pSAUR14::LUC + TCP10

Figura 37: Ensayos de actividad transcripcional in vivo (a) Esquema de las construcciones
utilizadas en los ensayos de actividad LUCIFERASA. (b) Ensayos de expresion transitoria en
plantas de tabaco. Se co-transformaron hojas de N. benthamiana de forma transitoria con las

construcciones pLHCB2.2::LUC o pSAUR14::LUC y 35S::GLK1-GFP o 35S::mTCP10-GFP.
Como control negativo se transformaron hojas de tabaco con la construcciéon 35S::GUS y los

reporteros correspondientes. La actividad del gen reportero LUC fue detectada por
luminiscencia y los valores relativizados al nivel de expresion del gen de resistencia a BASTA
presente en el mismo vector (BAR). Las barras indican la mediazSEM de tres réplicas
biolégicas.

7.3.4. Regulaciones transcripcionales entre TCP10 y GLK1

Dado que TCP10 y GLK1 no interactuan fisicamente entre si, los analisis genéticos y de
expresion realizados hasta aqui sugieren que la expresion de GLK1 estaria regulada
por TCP10. En concordancia con esto, observamos que los niveles de transcripto de
GLK1 estaban significativamente disminuidos en las mutantes tcp710-1 expuestas a la

luz en comparacién con las plantas salvajes (Figura 38), mientras que las plantas
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35S::mTCP10-GFP mostraron niveles de expresion de GLKT significativamente

mayores que las plantas salvajes (Figura 38).
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Figura 38: Expresion de TCP10 y GLK1 en plantas con niveles alterados de expresion de estos
genes. Analisis mediante RT-gPCR de los niveles de transcripto de los genes indicados en
plantulas salvajes (WT) y mutantes y sobreexpresantes de GLK7y TCP10 cultivadas cuatro
dias en luz blanca (25 pmol m2 s'!). Los valores se expresan relativizados a los de las plantas
WT. Las barras indican la mediatSEM de tres réplicas biolégicas. Los asteriscos indican
diferencias significativas en comparacién con las plantas WT (p <0,05; prueba t de Student).
Los experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.

Cuando analizamos el promotor de GLK1 observamos que contiene dos motivos de
union TCP localizados 1614 pb y 587 pb corriente arriba del coddn de inicio de la
traduccion (Figura 39a). Esto nos animé a explorar si GLK7 es un blanco directo de
TCP10. Un ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina seguido de qPCR (ChlIP-
gPCR) en plantulas 35S::mTCP10-GFP cultivadas por 4 dias en luz mostré que TCP10
se asocio a las regiones que contienen los sitios de union TCP en el promotor de GLK1
(P1y P2, Figura 39), indicando que GLK1 es un blanco directo de TCP10.

Curiosamente, cuando analizamos la expresion de TCP10 en el fondo glk1-1
encontramos que los niveles de transcriptos de TCP10 estaban significativamente
disminuidos (Figura 38). Mientras que la expresion de TCP10 estaba significativamente
inducida en las plantulas que sobreexpresan GLK7 en comparacién con plantas salvajes
(Figura 38), lo que sugiere que GLK1 regula la transcripcion de TCP10. A continuacion,
buscamos la presencia de sitios de union GLK en el promotor de TCP10 y encontramos
un motivo de unién GLK 315 pb corriente arriba del codon de inicio de la traduccion
(Figura 39a). Un ensayo de ChIP-gPCR con plantulas 35S::GLK7-GFP de 4 dias mostr6
un enriquecimiento significativo de fragmentos gendémicos conteniendo este motivo

(Figura 39b), lo que indica que TCP10 es un blanco directo de GLK1. Estos resultados
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explicarian el requerimiento observado de TCP10 funcional para el fenotipo de
cotiledones abiertos de las plantas que sobreexpresan GLK1 durante la de-etiolacion
(Figura 35e,f).
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Figura 39: GLK1 y TCP10 se asocian directamente a los promotores de TCP10y GLK1,
respectivamente. (a) Diagrama de los genes analizados con los exones y las regiones
transcriptas no traducidas (UTR) representadas como recuadros negros y blancos,
respectivamente. Se indican la posicion de los motivos de unién putativos de GLK1 (G; circulos
verdes) y TCP (T, circulos naranjas) y las regiones analizadas por ChIP-qPCR (P1, P2). (b)
Analisis de ChIP-gPCR de la unién de GLK1-GFP (verde) y mTCP10-GFP (naranja) a las
regiones promotoras indicadas en (a), realizado en plantulas que expresan GLK1-GFPy
mTCP10-GFP en fondo salvaje, respectivamente. Se utilizé una regién del gen ACTIN2 como
control negativo. Las barras muestran la mediatSEM de tres réplicas biolégicas. La variacién
entre experimentos, debida a diferencias en los valores absolutos de enriquecimiento para
todas las regiones analizadas, se eliminé mediante correccion por factor (Ruijter et al., 2015).
Los asteriscos indican diferencias significativas en comparaciéon con ACTIN2 (p < 0,05; prueba t
de Student).

7.3.5. GLK2 esta bajo el control directo de TCP10 y GLK1

En esta etapa de nuestro estudio nos preguntamos acerca del papel de GLK2, que actua
de forma redundante con GLK1 en el control de diversos procesos (Choi et al., 2024),
durante la apertura de cotiledones inducida por la luz. Observamos que las plantulas
mutantes simples en GLK2, glk2-1 (Fitter et al., 2002; Figura 60 en el Anexo 2),
presentaron un retraso significativo en la velocidad de apertura de cotiledones en
comparacion con plantas salvajes (Figura 40a). Sin embargo, plantulas mutantes dobles
glk1-1 glk2-1, obtenidas por cruzas genéticas, mostraron una deficiencia en la apertura
de cotiledones similar a las mutantes simples correspondientes (Figura 40a), lo que
sugiere que GLK1 y GLK2 no actuarian en forma aditiva en este proceso. Mas aun, la
expansion de los cotiledones no se vio afectada en las plantas glk2-1 en relacién a las
plantas salvajes (Figura 40b) y observamos un efecto menor en la expresién de genes
implicados en la apertura de cotiledones en la mutante glk2-1 en relacion con las
plantulas glk1-1 (Figura 40c). Estos resultados sugieren que GLK2 participa en el

desarrollo de los cotiledones durante la de-etiolacion, pero en menor medida que GLK1.
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Figura 40: (a) Angulo de apertura de cotiledones de las plantulas salvajes (WT), glk1-1, glk2-1
y glk1-1 glk2-1 cultivadas 48 h en oscuridad y transferidas a luz roja (1 umol m2 s*) por los
tiempos indicados. A |la derecha se muestran imagenes representativas (barras de escala: 1

mm). (b) Area de cotiledones de plantulas salvajes (WT), glk1-1, glk2-1y glk1-1 glk2-1
cultivadas durante 48 h en la oscuridad y luego transferidas a luz blanca (70 umol m2 s1)
durante el tiempo indicado. Las barras indican la mediatSEM de tres muestras bioldgicas con
aproximadamente 30 plantulas cada una. (¢) Analisis cuantitativo de los niveles de transcripto
de genes SAUR, EXPANSINAS, y LHCB en plantulas salvajes (WT), glk1-1, glk2-1y glk1-1
glk2-1 cultivadas 4 dias en condiciones normales de iluminacion. Los valores estan
relativizados a los de las plantas WT. En (a), letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05; analisis de la varianza). En (b,c), los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a plantas WT (p < 0,05; prueba
t de Student). Todos los experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.

Notablemente, la expresién de GLK2 se vio significativamente reducida en el fondo
tcp10-1 y aumentada en plantulas que expresan mTCP10-GFP en relacién a las plantas
salvajes (Figura 41a). El promotor de GLKZ2 contiene un sitio putativo de union TCP 2995
pb corriente arriba del codén de inicio de la traduccion (Figura 41b) y un ensayo de ChlP-
gPCR en plantulas 35S::mTCP10-GFP mostré que TCP10 se asocidé a esta region
(Figura 41c), lo que sugiere que GLK2 es también regulado directamente a nivel

transcripcional por TCP10.
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Ademas, observamos que la expresion de GLK2 estaba significativamente afectada en
la mutante glk1-1 y las sobreexpresantes de GLK1 (Figura 41a), mientras que no se
observaron diferencias en los niveles de transcripto de GLK7 en la mutante glk2-1 en
relacion a las plantas salvajes (Figura 41a). Por otra parte, el promotor de GLK2, pero
no el de GLK1, contiene un sitio putativo para la unién de proteinas GLK (Figura 41b).
El analisis por ChIP-gPCR de plantulas 35S::GLK1-GFP mostré que GLK1 se asoci6 a
la region del promotor de GLK2 que contiene el motivo de unién GLK (Figura 41c), lo
que indica que GLKZ2 es un blanco directo de GLK1 y sugiere la presencia de
mecanismos de regulacién por retroalimentacion en el control de la expresion de TCP10

y los genes GLK.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que TCP10, junto con la induccion de los
genes SAUR, gobierna indirectamente la expresién de los genes de expansinas y
fotosintesis a través de la regulacion directa de GLK1, facilitando asi el desarrollo de los
cotiledones durante la de-etiolacién. Ademas, existe un bucle de regulaciéon positiva
entre los factores de transcripcion GLK y TCP10, permitiendo asi un despliegue
coordinado y robusto de programas de expresidn génica relacionados con la de-

etiolacion de los cotiledones y la fotomorfogénesis de las plantulas.
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Figura 41: GLK2 es blanco directo de TCP10 y GLK1. (a) Analisis mediante RT-gPCR de los
niveles de transcripto de GLK2 y GLK1 en las plantulas indicadas en el grafico cultivadas
cuatro dias en luz blanca (25 pmol m=2 s™'). Los valores se expresan relativizados a los de las
plantas WT. (b,c) Ensayos de ChIP en plantulas 35S::mTCP10-GFPy 35S:.GLK1-GFP.
Diagrama de los genes analizados con los exones y las regiones transcriptas no traducidas
(UTR) representadas como recuadros negros y blancos, respectivamente. Se indican la
posicion de los motivos de unién putativos TCP (T; circulos naranjas) y GLK1 (G; circulos
verdes). Las lineas negras indican las regiones analizadas por ChIP-gPCR (P1, P2) (b).
Analisis de ChIP-gPCR de la union de mTCP10-GFP y GLK1-GFP a las regiones promotoras
indicadas en (b), realizado en plantulas que sobreexpresan mTCP10-GFP (izquierda) y GLK1-
GFP (derecha) en fondo salvaje. Se utilizé el gen ACTIN2 como control negativo. Las barras
muestran la mediatSEM de tres réplicas bioldgicas. La variacion entre experimentos, debida a
diferencias en los valores absolutos de enriquecimiento para todas las regiones analizadas, se
eliminé mediante correccion por factor (Ruijter et al., 2015). Los asteriscos indican diferencias
significativas en comparaciéon con ACTIN2 (p < 0,05; prueba t de Student).
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7.3.6. La expresion de TCP10 es reprimida por sefiales retrégradas de los

cloroplastos

Como se describid en la introduccidn de esta tesis, la via de sefalizacion retréograda
consta de sefiales enviadas por los plastidos hacia el nucleo que permiten coordinar la
expresion de genes nucleares en funcion del estado metabdlico de los mismos. Estas
sefales se activan frente a condiciones de estrés como calor, alta intensidad luminica o
la generacién de especies reactivas de oxigeno durante la fotosintesis y también tienen
un papel importante durante los primeros estadios de desarrollo de las hojas en los que
se construyen los aparatos fotosintéticos (Gommers & Monte, 2018). A pesar de que se
conoce poco sobre los mecanismos moleculares por los cuales estas sefiales se
transmiten al nucleo, se sabe que producen una disminucién de los niveles de
transcripto y proteina de GLK1, lo cual conduce a una disminucién de la expresién de
genes relacionados con la fotosintesis y afecta la biogénesis de los cloroplastos
(Kakizaki et al., 2009; Martin et al., 2016; Tokumaru et al., 2017). Teniendo en cuenta
esto hipotetizamos que, ante estas condiciones, la expresiéon de TCP10 también podria
ser reprimida. En efecto, observamos que los niveles de transcripto de TCP10 estaban
significativamente reducidos en plantas salvajes cultivadas en presencia de lincomicina
(LIN) (Figura 42), una droga que activa la sefial retrograda al inhibir la biogénesis de
cloroplastos (Sullivan & Gray, 1999), lo que sugiere que TCP10 es un gen reprimido por
sefal retrégrada. Estos resultados son similares a la inhibicién observada previamente
de la expresion de GLK1 por LIN (Martin et al., 2016) (Figura 42), lo que sugiere que
TCP10 es reprimido bajo condiciones en las que la sefal retrograda se activa e inhibe
la funciéon de GLK1.
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Figura 42: Analisis mediante RT-gPCR de los niveles de transcripto de GLK7y TCP10 en
plantulas salvajes (WT) cultivadas 3 dias en luz blanca (25 pmol m2 s-') con el agregado de
lincomicina (LIN) o DMSO (Control) al medio de cultivo. Los valores se expresan relativizados a
los de las plantas WT. Las barras indican la mediatSEM de tres réplicas biologicas. Los
asteriscos indican diferencias significativas en comparaciéon con la condicién control (p <0,05;
prueba t de Student). Los experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.

104



Resultados

En consecuencia, decidimos examinar la contribucion de TCP10 al fenotipo de
insensibilidad a LIN reportado previamente en las plantulas 35S::GLK71 (Martin et al.,
2016). Observamos que el fenotipo de cotiledones abiertos de las plantulas 35S::GLK1-
GFP cultivadas en presencia de LIN fue claramente suprimido en ausencia de TCP10
funcional (Figura 43a,b), indicando que GLK1 requiere de TCP10 para contrarrestar la
represidon mediada por sefial retrograda del desarrollo de cotiledones. De manera
notoria, la expresién de TCP10 en presencia de LIN fue mayor en las plantulas que
sobreexpresan GLK1 en relacién a las plantas salvajes (Figura 43c), lo que sugiere que
la sefal retrograda inhibe la expresion de TCP10 en parte a través de la regulacion
negativa de GLK1. Sin embargo, cierto efecto de LIN en la expresion de TCP10 se sigui6
observando en las plantulas sobreexpresantes de GLK1 (Figura 43c), lo que sugiere
que factores adicionales a GLK1 estarian involucrados en la represion de TCP10 frente

a condiciones en las que los cloroplastos son dafados.
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Figura 43: Estudios fenotipicos de respuesta a lincomicina en plantas que sobreexpresan
GLK1. (a) Imagenes representativas de la parte apical de plantulas salvajes (WT) y
sobreexpresantes de GLK1-GFP en fondo WT y tcp10-1 cultivadas 3 dias en luz continua (25
umol m2 s-1) con el agregado de DMSO (Control) o lincomicina (+LIN). (b) Angulo de apertura
de cotiledones de las plantulas descriptas en (a). (c) Analisis cuantitativo de los niveles de
transcripto de TCP10 en plantulas salvajes (WT) y 35S::GLK1-GFP cultivadas 3 dias en luz
continua (25 uymol m2 s') con el agregado de DMSO (Control) o lincomicina (LIN). Las barras
indican la mediatSEM de tres muestras bioldgicas con aproximadamente 30 plantulas cada
una. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05; analisis de la
varianza). Todos los experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.

7.3.7. Las sefiales retrogradas desde los plastidos previenen la apertura de los

cotiledones y la regulacion de la expresion génica inducidos por TCP10

A continuacién, nos preguntamos si la represion de TCP10 en respuesta a sefales
retrégradas podria contribuir a la inhibicién de la de-etiolacién tras un dafio en los
cloroplastos observada previamente (Martin et al.,, 2016). Notablemente, observamos
que la expresiéon de mTCP10-GFP no impidié la inhibicion de la apertura de los
cotiledones por LIN en plantulas cultivadas en luz (Figura 44a,b). Mas aun, el fenotipo
de cotiledones abiertos que presentan las plantulas que expresan mTCP10-GFP en

oscuridad también fue suprimido por LIN (Figura 44a,b).
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Figura 44: Ensayos fenotipicos de respuesta a lincomicina en plantas que expresan mTCP10-
GFP. (a) Imagenes representativas de la parte apical de plantulas salvajes (WT) y
sobreexpresantes en mTCP10-GFP en fondo WT y glk1-1 cultivadas 3 dias en luz continua (25
pmol m2 s-') con el agregado de DMSO (Control) o lincomicina (LIN). (b) Angulos de apertura
de cotiledones de las plantulas descriptas en (a).

Para explorar esto en detalle, analizamos la expresiéon de genes inducidos por TCP10,
que son reprimidos por SR durante la fotomorfogénesis (Oelmiiller et al., 1986; Sajib et
al., 2023; Wu & Bock, 2021), en plantulas que expresan mTCP10-GFP cultivadas en
presencia de LIN. Observamos que la expresion de los blancos directos de TCP10,
GLK1 y GLK2, se vio significativamente afectada en estas plantas después del
tratamiento con LIN (Figura 45a). Ademas, la expresion de LCHB1.4, LCHB2.2 y
LCHBA4.3 fue significativamente suprimida por LIN en las plantulas de 35S::mTCP10-
GFP (Figura 45b), lo que indica que SR antagoniza la accién de TCP10 en la regulacién
de la expresion de los genes GLK y LHCB. Curiosamente, las plantulas salvajes
cultivadas en LIN también mostraron expresion reducida de SAUR6 y SAUR63 (Figura
45c), lo que muestra que la expresion de genes implicados en la apertura y expansién
de los cotiledones también esta bajo control de sefalizacién retrégrada. Como se
observé para los genes GLK'y LHCB, la induccién de su expresidn en las plantulas que
expresan mTCP10-GFP se vio significativamente suprimida en presencia de LIN (Figura
45c). Ademas, la expresion de SAUR14, no afectada por LIN en las plantulas salvajes
(Figura 45d), no fue inducida en plantulas 35S::mTCP10-GFP en presencia de LIN
(Figura 45d). En conjunto, estos resultados sugieren que la sefal retrégrada afecta los
niveles de transcripto de TCP10 y su incremento luego de la iluminacién. Sin embargo,
el hecho de que LIN inhibe procesos regulados por TCP10 aun en plantas que expresan
mTCP10-GFP sugiere que la sefal retrograda actia a niveles adicionales al control

transcripcional.

A diferencia de las observaciones realizadas para TCP10, la disminucién en los niveles
de transcripto de GLK2, SAUR6/63 y LHCBs por LIN se alivié en las plantulas que
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sobreexpresan GLK1 en comparacion con las salvajes cultivadas en la misma condicién
(Figura 45a-c). Esto es consistente con resultados previos que muestran que la
sefalizacién retrégrada regula negativamente a GLKT para reprimir la expresion de
genes LHCB durante la fotomorfogénesis (Kakizaki et al., 2009; Martin et al., 2016;
Tokumaru et al.,, 2017; Waters et al.,, 2009). Notablemente, un resultado similar se
observé para el efecto de LIN en la expresién de TCP10 (Figura 43c), lo que indica que
su regulacién negativa por parte de la sefalizacién retrégrada también esta relacionada

con la represion de GLKT.
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Figura 45: Niveles de expresion de los genes GLK, LHCB y SAUR en respuesta a lincomicina.
Andlisis cuantitativo de los niveles de transcripto de genes GLK (a), LHCB (b), SAUR6/63 (c) y
SAUR14 (d) en plantulas salvajes (WT), 35S::mTCP10-GFPy 35S::GLK1-GFP cultivadas 3
dias en luz continua (25 pymol m=2 s*') con el agregado de DMSO (Control) o lincomicina. Los
valores estan relativizados a los de las plantas WT en condicién control. Las barras indican la
mediatSEM de tres réplicas biolégicas. Letras distintas indican diferencias significativas en
comparacion con las plantas WT control (p < 0,05; prueba t de Student). Los experimentos se
repitieron tres veces con resultados similares.

7.3.8. Las senales retrégradas desde los plastidos afectan la estabilidad de TCP10

En base en los estudios fenotipicos y de expresion genética sobre el efecto de LIN en
plantulas que expresan mTCP10-GFP, nos planteamos la hipétesis de que las sefales
de los plastidos podrian afectar la acumulacion de TCP10 a nivel postranscripcional o
postraduccional. En consecuencia, analizamos los niveles de transcripto de mTCP10-
GFPy de proteina en plantulas 35S.::mTCP10-GFP cultivadas en ausencia o presencia
de LIN. El analisis de RT-gPCR indicé que los niveles de transcripto de mTCP10-GFP
no se vieron afectados por LIN (Figura 62 en el Anexo 2). Por otro lado, el analisis de
western blot con anticuerpos anti-GFP mostré que la acumulacién de mTCP10-GFP

disminuyd drasticamente cuando las plantulas fueron expuestas a LIN (Figura 46a), lo
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que sugiere que un dafio en los plastidos promoveria la degradacién de TCP10. En
efecto, los niveles de mTCP10-GFP no disminuyeron en respuesta al tratamiento con
LIN cuando se incluyé en el medio el inhibidor de proteasoma 26S MG-132 (Figura 46a).
A su vez, imagenes de microscopia confocal de cotiledones de plantulas 35S::mTCP10-
GFP cultivadas en luz también mostraron un reduccién significativa de la sefal de
mTCP10-GFP en presencia de LIN (Figura 46b,c), mientras que la aplicacion de MG-
132 revirti6 esta tendencia, aumentando los niveles de mTCP10-GFP (Figura 46b,c). En
base a estos resultados, concluimos que la sefializacion retrégrada no solo inhibe la
transcripcién de TCP10, sino que también reduce la estabilidad en el nucleo de la
proteina TCP10 mediante la induccién de su degradacién. El efecto inhibidor de MG-
132 en este proceso indica que la via de proteasoma 26S estaria involucrada en la
degradacion de TCP10 dependiente de senalizacién retrograda. De manera general,
proponemos que la activacion de la senalizacién retrograda durante la de-etiolacion
reprime la expresion inducida por la luz y la estabilidad de TCP10, atenuando asi la
separacion de los cotiledones durante la fotomorfogénesis para proteger a las plantulas
en caso de una disfuncion de los cloroplastos.
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Figura 46: Analisis de los niveles de proteina TCP10 en respuesta a lincomicina. (a) Analisis de
western blot con extractos de proteina total de plantulas 35S::mTCP10-GFP cultivadas 48 h en
oscuridad y transferidas a luz 24 h con el agregado de LIN o LIN+MG-132 y utilizando
anticuerpos anti-GFP. Debajo se muestran tinciones con coomasie blue y con rojo ponceau
como control de carga. (b) Imagenes representativas adquiridas mediante microscopia confocal
de cotiledones de plantulas 35S::mTCP10-GFP cultivadas como se indica en (b). Los paneles
de la parte inferior muestran imagenes adquiridas con mayor acercamiento y utilizadas en la
cuantificacion. (¢) Analisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia de mTCP10-GFP. La
intensidad de la fluorescencia fue medida en aproximadamente 200 nucleos de 10 imagenes
por cada tratamiento utilizando el software ImagedJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Las barras indican
el promedio £ SEM vy las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05; prueba t
de Student) en relacién con la condicién control.
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7.4. Estudios de la relacion entre los factores de transcripcion TCP y la via
hormonal de brasinoesteroides durante la de-etiolacion en Arabidopsis

thaliana

Los brasinoesteroides (BR) son hormonas esteroides implicadas en la regulacion del
crecimiento y desarrollo de las plantas. Estas hormonas, junto con las sefales activadas
por luz, afectan de forma comun en muchos procesos fisiolégicos y del desarrollo como
la germinacién, floracion y elongacion del hipocotilo (Cackett et al., 2021; T. W. Kim &
Wang, 2010; Z.-Y. Wang et al., 2012). Ademas, al igual que la luz, los BR también juegan
un rol importante en la fotomorfogénesis, actuando como reguladores negativos de este
proceso (Li & He, 2016). Asi, cuando plantas deficientes en BR o insensibles a esta
hormona, son cultivadas en oscuridad poseen cotiledones abiertos e hipocotilos mas
cortos (Chory et al., 1991; Li et al., 1996; Wang et al., 2012). Al realizar un analisis de
los datos de expresidn global disponibles en la literatura observamos que GLK1 y
algunos genes TCP son reprimidos por brasinoesteroides. Esto nos impulsé a analizar
si los fenotipos observados en plantas con niveles alterados en los genes GLK'y TCP

estan asociados a una alteracién en la sefalizacion de brasinoesteroides.

7.4.1. Los genes TCP y GLK son necesarios para la apertura de cotiledones

inducida por una deficiencia en los niveles de brasinoesteroides

En base a lo planteado, analizamos la capacidad de apertura de cotiledones en las
mutantes simples y dobles en genes TCP y GLK cultivadas en oscuridad y en presencia
del inhibidor de la sintesis de brasinoesteroides Brasinazol (BRZ). Observamos que, a
diferencia de las plantas salvajes que presentaron cotiledones abiertos en oscuridad
frente al tratamiento con BRZ, las plantulas mutantes simples en TCP14 (tcp14-1, tcp14-
4 y tcp14-6), TCP15 (tcp15-1, tcp15-3, tcp15-4) y TCP10 (tcp10-1) presentaron
cotiledones significativamente mas cerrados que las plantas salvajes frente al
tratamiento con BRZ (Figura 47). Este efecto se vio mas acentuado en las plantas
mutantes dobles tcp14-4 tcp15-3 en comparacion con las mutantes simples
correspondientes (Figura 47), lo que estaria de acuerdo con la funcién redundante de
TCP14 y TCP15 en el proceso de apertura de cotiledones. Esta menor sensibilidad al
tratamiento con BRZ también se observo en las mutantes en GLK1y GLK2 (Figura 47).
Estos resultados sugieren que TCP10/14/15y GLK1/2 son requeridos para la apertura

de cotiledones inducida por una disminucién en los niveles de BR.

Para obtener mas evidencias, decidimos analizar la contribucién de los genes TCP y

GLK en plantas deficientes en brasinoesteroides. Para ello realizamos cruzas genéticas
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entre mutantes simples en estos genes y la mutante en la biosintesis de
brasinoesteroides, det2-1. De acuerdo con lo reportado previamente en la bibliografia
(Li et al., 1996), las plantulas det2-1 presentaron cotiledones abiertos al ser cultivadas
en oscuridad (Figura 48), mientras que este fenotipo fue parcialmente suprimido en
ausencia de TCP15, TCP10 o GLK1 funcionales (Figura 48). En conjunto, estos
resultados sugieren que los factores de transcripcion TCP y GLK serian parte de la via

molecular mediante la cual los BR reprimen la apertura de cotiledones.
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Figura 47: Ensayos fenotipicos de respuesta a brasinazol (BRZ). Angulo de apertura de
cotiledones de plantulas salvajes (WT) y lineas mutantes en genes TCPy GLK cultivadas 5
dias en oscuridad con el agregado de DMSO (Control) o brasinazol (BRZ). Las barras indican
la mediatSEM de tres muestras bioldgicas con 30 plantulas cada una. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05; analisis de la varianza). Los experimentos
se repitieron tres veces con resultados similares.
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Figura 48: Angulo de apertura de cotiledones de plantulas salvajes (WT) y las lineas mutantes
det2-1, tcp15-3, tep10-1, glk1-1, det2-1 tcp15-3, det2-1 tcp10-1y det2-1 glk1-1 cultivadas en
oscuridad durante 5 dias. Las barras indican la mediatSEM de tres réplicas biolégicas con 30
plantulas cada una. Las letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05; analisis de la varianza). Los experimentos se repitieron tres veces con resultados
similares.
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7.4.2. La expresién de los factores de transcripcion TCP y GLK es reprimida por
BR a través de BZR1

Con el fin de indagar cuales son los mecanismos moleculares que relacionan los
factores de transcripcion TCP y GLK con la via de BR durante la apertura de cotiledones,
analizamos el efecto de esta via hormonal sobre su expresion a nivel transcripcional.
Observamos un aumento significativo en los niveles de transcripto de TCP14, TCP15,
TCP10 y GLK1 cuando plantulas salvajes fueron cultivadas en oscuridad en presencia
del inhibidor de sintesis de BR, BRZ (Figura 49a). Un efecto similar observamos en la
expresion de estos genes en las mutantes def2-1 cultivadas en oscuridad en
comparacion con las plantas salvajes (Figura 49b). Estos resultados, sumados a los
estudios fenotipicos, sugieren que los BR reprimirian la expresion de estos factores de
transcripcién en oscuridad para inhibir la apertura de cotiledones durante el crecimiento

escotomorfogénico de las plantulas.
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Figura 49: Analisis de la expresion de genes TCP y GLK en plantas con niveles reducidos de
brasinoesteroides. (a,b) Analisis cuantitativo de los niveles de transcripto de los genes
indicados en plantulas salvajes (WT) cultivadas en ausencia o presencia del inhibidor de
sintesis de brasinoesteroides BRZ (a) y la mutante det2-1 deficiente en brasionoesteroides (b)
cultivadas 5 dias en oscuridad. Los valores estan relativizados a los de las plantas WT en
condicion control. Las barras indican la mediatSEM de tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos
indican diferencias significativas en comparacion con las plantas WT control (p < 0,05; prueba t
de Student). Los experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.

BZR1 es un regulador transcripcional de respuesta a brasinoesteroides que inhibe la
apertura de los cotiledones en oscuridad (Li et al., 2016; Sun et al., 2010). Asi, las
mutantes de ganancia de funcién bzr1-1D, que expresan una version de BZR1

insensible al inhibidor de biosintesis de brasinoesteroides BRZ, mantienen los
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cotiledones cerrados cuando son cultivadas en oscuridad en presencia de BRZ (Wang
et al., 2002). Cuando analizamos plantas mutantes bzrf-1D cultivadas en presencia de
BRZ observamos que la expresion de genes SAUR involucrados en la apertura y
expansion de los cotiledones se encontraba reprimida, asi como la expresién de genes
asociados a la fotosintesis (Figura 50a), lo cual esta de acuerdo con su papel en la
inhibicién de la apertura y el desarrollo de los cotiledones en oscuridad (Li & He, 2016).
Ademas, observamos una represion en la expresion de GLK1/2 y de TCP10 (Figura
50a) y encontramos que el aumento en la expresion de TCP15 observado en presencia
de BRZ fue abolido en las plantulas pBZR1::bzr1-1D-CFP, que expresan la version de
BZR1 insensible a BRZ fusionada a la proteina CFP bajo el control de su propio promotor
(Figura 50b). Estos resultados sugieren que en plantulas etioladas la expresion de las
proteinas TCP y GLK seria regulada negativamente a nivel transcripcional, en parte a
través de BZR1.
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Figura 50: (a,b) Analisis de expresidén génica en plantas mutantes bzr1-1D (a) y pBZR1::bzr1-
1D-CFP (b) cultivadas en oscuridad durante 5 dias en ausencia (-) o presencia (+) del inhibidor
de sintesis de BR, BRZ. Los valores estan relativizados a los de las plantas WT. Las barras
indican la mediatSEM de tres réplicas biologicas. Los asteriscos indican diferencias
significativas en comparacién con las plantas WT (p < 0,05; prueba t de Student). Los
experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.
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7.4.3. BZR1 afecta la funcion de TCP15 en la apertura de los cotiledones

Dado que nuestras evidencias indican que la via de BR inhibe la expresién de genes
GLK y TCP, decidimos explorar si el efecto del tratamiento con la hormona
brasinoesteroide brasindlido (BL) sobre la apertura de cotiledones podria revertirse por
la sobreexpresion de estos genes. Observamos que el agregado de BL al medio de
cultivo produjo una reduccién en el angulo de apertura de los cotiledones de las plantas
salvajes cultivadas en luz (Figura 51a), mientras que este efecto fue abolido, total o
parcialmente, en plantas que sobrexpresan GLK1 o TCP15 (Figura 51a). Esto sugiere
que el accionar de BR en la inhibiciéon de la apertura de los cotiledones ocurre a través
de la represién de la expresion de esos factores de transcripcion. Sin embargo, mientras
que la plantas que sobreexpresan GLK1 fueron completamente insensibles al
tratamiento con la hormona y presentaron cotiledones mas abiertos que las plantas
salvajes tanto en presencia como en ausencia de BL (Figura 51a), las plantas que
sobreexpresan TCP15 mostraron una sensibilidad parcial a BL (Figura 51a). Un efecto
similar observamos durante la de-etiolacion. En este caso, el retraso en la apertura de
los cotiledones producido por BL fue recuperado por sobreexpresion de TCP15 en las
primeras horas de de-etiolacion (4 h, Figura 51b), pero no a las 8 y 24 h donde, si bien
las plantas 35S::TCP15 mostraron cotiledones mas abiertos que las plantas salvajes en
presencia de la hormona, el angulo de apertura registrado fue significativamente inferior
comparado con el observado en ausencia de BL (Figura 51b). Mas aun, a las 24 h dicho
angulo fue significativamente menor al de las plantas salvajes en ausencia de BL. En
conjunto, esto evidencia que la via de BR modularia el accionar de TCP15 a niveles

adicionales al control transcripcional para inhibir la apertura de cotiledones.

Para profundizar el estudio de cobmo TCP15 se integra con la via de brasinoesteroides,
obtuvimos plantas que sobreexpresan TCP15 en el fondo genético bzr1-1D, mediante
la realizacién de cruzas genéticas entre las lineas pBZR1::bzr1-1D-CFPy 35S::TCP15,
y analizamos el fenotipo de cotiledones de estas lineas en oscuridad en ausencia o
presencia del inhibidor BRZ. Las plantulas pBZR1::bzr1-1D-CFP presentaron
cotiledones mas cerrados que las plantas salvajes tanto en ausencia como en presencia
del inhibidor BRZ (Figura 52), en concordancia con la insensibilidad reportada de BZR1-
1D a la reduccion en los niveles de BR causado por BRZ (Wang et al., 2002). Por otra
parte, observamos que el fenotipo de cotiledones mas abiertos de las plantas que
sobreexpresan TCP15 fue anulado en el fondo BZR1-1D (Figura 52), lo que indica que
TCP15 fue incapaz de inducir la apertura de los cotiledones en presencia de BZR1.
Dado que los niveles de transcripto de TCP15 fueron similares en las plantas
35S::TCP15y 35S::TCP15 pBZR1::bzr1-1D-CFP (Figura 53), estos resultados sugieren
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que BZR1 modularia postraduccionalmente a TCP15. En apoyo a esta idea,
observamos que el fenotipo de cotiledones abiertos en oscuridad que genera la
sobreexpresion de TCP15 fue significativamente mayor en presencia del inhibidor de
sintesis de BR (Figura 52), sugiriendo que una reduccién en los niveles de
brasinoesteroides incrementaria la actividad o estabilidad de TCP15. Este efecto fue
menor en presencia de BZR1-1D, ya que las plantulas 35S::TCP15 pBZR1::bzr1-1D-
CFP presentaron cotiledones con un angulo de apertura similar al de las plantas
35S::TCP15 cultivadas en ausencia de BRZ (Figura 52). En conjunto, estos resultados
indican que el factor de transcripcion BZR1 afectaria la funcion de TCP15 en la apertura
de cotiledones, no solo a través de una represion transcripcional, sino a través de una

modulacion a nivel postraduccional controlando la acumulacion o actividad de TCP15
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Figura 51: Analisis del fenotipo de apertura de cotiledones de plantulas tratadas con la
hormona brasinoesteroide Brasinolido (BL). (a) Angulo de apertura de cotiledones de plantulas
salvajes (WT), 35S::GLK1-GFP (35S::GLK1) y 35S::TCP15-RFP (35S.::TCP15) cultivadas 3
dias en condiciones normales de iluminacién con el agregado de DMSO (control, en azul) o BL
100 nM (en rojo). (b) Angulo de apertura de cotiledones de plantulas salvajes (WT, en azul) y
35S:.:TCP15-RFP (35S::TCP15, en naranja) cultivadas en presencia (+) o ausencia (-) de BL
durante 48 h en oscuridad y transferidas a luz roja (1 umol m2 s'') durante los tiempos
indicados. Las barras indican la media+tSEM de tres réplicas biolégicas con 30 plantulas cada
una. Las letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05; analisis de
la varianza). Los experimentos se repitieron tres veces con resultados similares.
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Figura 52: Angulo de apertura de cotiledones de plantulas salvajes (WT), pBZR1::bzr1-1D-
CFP, 35S::TCP15y pBZR1::bzr1-1D-CFP 35S::TCP15 cultivadas en oscuridad durante 5 dias
con el agregado de DMSO (control, en azul) o BRZ (+BRZ, en rojo). Las barras indican la
mediazSEM de tres réplicas bioloégicas con 30 plantulas cada una. Las letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05; analisis de la varianza). El ensayo se
repitié tres veces con resultados similares.
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Figura 53: Analisis cuantitativo de los niveles de transcripto de TCP15 en plantulas salvajes
(WT), pBZR1::bzr1-1D-CFP, 35S::TCP15y pBZR1::bzr1-1D-CFP 35S::TCP15 cultivadas en
oscuridad durante 5 dias. Los valores estan relativizados a los de las plantas WT. Las barras
indican la mediatSEM de tres réplicas bioldgicas. Las letras indican diferencias significativas en
comparacion con las plantas WT control (p < 0,05; analisis de la varianza). El experimento se
repitié tres veces con resultados similares.
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7.4.4. TCP15 interactia con BZR1 in vivo en plantas

El factor de transcripcion BZR1 actua formando homodimeros y/o heterodimeros para
modular la expresion de sus genes blanco y mediar la interconexién con otras vias
moleculares (Bai et al., 2012; Li & He, 2016; Oh et al., 2012; Ravindran et al., 2021). Por
ejemplo, se han descripto interacciones proteicas entre BZR1 y PIF4 (Oh et al., 2012),
BZR1 y PIF3 (Oh et al., 2012) y BZR1-BBX32 (Ravindran et al., 2021), que modulan la
expresion de diversos genes durante la escotomorfogénesis, entre ellos los genes GLK
(Oh et al., 2012). Ademas, se ha reportado que HY5, regulador positivo central de la
fotomorfogénesis, afectaria la via de BR inhibiendo la acumulacién de BZR1 a través de
interacciones proteina-proteina (Li & He, 2016). Por lo que nos preguntamos si la
regulacién postraduccional de TCP15 por parte de BZR1 estaria mediada por
interacciones proteina-proteina. Para responder este interrogante analizamos en primer
lugar si estos factores de transcripcion son capaces interaccionar fisicamente entre si.
BZR1 contiene el dominio de unién al ADN en la region N-terminal (residuos 1-109) y el
dominio de actividad transcripcional en la regién C-terminal (residuos 110-336) (Oh et
al., 2012). En ensayos de doble hibrido en levaduras realizados en nuestro laboratorio
se observd que la expresion de BZR1 completa fusionada al dominio de unién al ADN
de GAL4 (BD) genera una alta autoactivacion del gen reportero. Por lo que, para analizar
la posible interaccion entre TCP15 y BZR1 realizamos un ensayo de doble hibrido en
levaduras enfrentando TCP15 fusionada al dominio de activacion de GAL4 (TCP15-AD)
a dos porciones diferentes de BZR1, BZR1n que contiene la region N-terminal e incluye
al dominio de unién al ADN (residuos 1-109 pb), y BZR1¢ que contiene la regiéon C-
terminal (residuos 110-336), fusionadas al dominio BD de GAL4 (Figura 54a; Seccién
6.14). Observamos que la co-expresién de BZR1¢c-BD y TCP15-AD generé una
activacion del gen reportero siete veces mayor en comparacién con la autoactivacion
producida por la construccién BZR1¢-BD (Figura 54b), mientras que no se observo
actividad del gen reportero cuando se co-expresé TCP15-AD y la porcién C-terminal de
BZR1, BZR1c-BD (Figura 54b). Esto indica que TCP15 fue capaz de interaccionar con

BZR1 in vivo en levaduras, especificamente con la region C-terminal de la proteina.

A continuacion, evaluamos si la interaccion TCP15-BZR1 ocurre in vivo en plantas
mediante ensayos de BiFC. Para ello, se transformaron de forma transitoria hojas de N.
benthamiana con construcciones que permiten expresar las proteinas TCP15 o0 BZR1¢
fusionadas a fragmentos no-fluorescentes de mCitrina. Observamos restablecimiento
de la fluorescencia de mCitrina en los nucleos de las células cuando se co-expresaron
TCP15y BZR1¢ (Figura 54c), mientras que no se detectoé sefial de fluorescencia cuando

estas proteinas en estudio se co-expresaron con el factor de transcripcion HaHB11,
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usado como control negativo (Figura 54c). Ademas, observamos sefial de fluorescencia
cuando se co-expresé BZR1¢ fusionada al dominio N-terminal y C-terminal de mCitrina,
indicando que esta proteina es capaz de formar homodimeros a través de su porcién C-
terminal (Figura 54c). La cuantificacién de la intensidad de fluorescencia producida por
las distintas construcciones confirmé que la sefial observada tras la co-expresion de
TCP15 y BZR1c fue significativamente mayor a la de los controles negativos
correspondientes (Figura 54d), lo que indica que TCP15y la porcién C-terminal de BZR1
interactuan fisicamente entre si en el ndcleo de las células vegetales.
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Figura 54: TCP15 y BZR1 interaccionan entre si in vivo. (a,b) Ensayos de interaccién proteina-
proteina entre TCP15 completa y los fragmentos de BZR1 que contienen los residuos 1 a 109
(BZR1N) y 110-336 (BZR1¢) mediante doble hibrido en levaduras. Las porciones de BZR1
ensayadas estan esquematizadas en (a). En (b) se muestran los valores promedio de actividad
B-galactosidasa obtenidos a partir de tres ensayos independientes. Letras distintas indican
diferencias significativas con respecto al control AD + BD (p < 0,05; andlisis de la varianza).
(c,d) Ensayo de la interaccién entre TCP15 y BZR1c por Complementacion Bimolecular de la
Fluorescencia (BiFC). Hojas de Nicotiana benthamiana fueron co-infiltradas con las
construcciones indicadas y luego de 3 dias, se analizé la fluorescencia de la mCitrina mediante
microscopia confocal. En (c), los paneles de la derecha muestran imagenes combinadas de
fluorescencia de mCitrina, fluorescencia de clorofila y luz transmitida. Las imagenes mostradas
son representativas de 50 imagenes analizadas en cinco a seis hojas diferentes. En (d),
analisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia de mCitrina. La intensidad de la
fluorescencia fue medida en 40-50 imagenes por construccion utilizando el software ImageJ
(http://rsb.info.nih.govl/ij/). Las barras indican el promedio + SEM y letras distintas indican
diferencias significativas (p < 0,05; analisis de varianza).
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7.4.5. BZR1 modula negativamente la actividad transcripcional de TCP15

Con el fin de dilucidar el significado funcional de la interaccion proteica observada entre
TCP15 y BZR1, decidimos evaluar el efecto de BZR1 sobre la actividad transcripcional
de TCP15. Para llevar a cabo este analisis, elegimos a SAUR14, dado que es blanco
directo de TCP15 (Figura 30c) y seria reprimido transcripcionalmente por BZR1
(mutante bzr1-1D, Figura 50a). Ademas, observamos que el incremento en los niveles
de transcripto de SAUR14 que presentan las plantas salvajes cultivadas en presencia
del inhibidor BRZ no se observa en las mutantes fcp74-4 tcp15-3 (Figura 55), lo que
sugiere que los brasinoesteroides afectarian la expresiéon de SAUR14 a través de
TCP15y TCP14.
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Figura 55: Analisis de los niveles de transcripto de SAUR14 en plantulas salvajes (WT, en azul)
y tcp14-4 tcp15-3 (en rojo) cultivadas en oscuridad durante 5 dias en ausencia (-) o presencia
(+) del inhibidor de sintesis de BR, BRZ. Los valores estan relativizados a los de las plantas WT
en condicion control. Las barras indican la mediatSEM de tres réplicas bioldgicas. Los
asteriscos indican diferencias significativas en comparacioén con las plantas WT control (p <
0,05; prueba t de Student). Los experimentos se repitieron tres veces con resultados similares

Para analizar la actividad transcripcional de TCP15, utilizamos la construccién que
contiene la secuencia codificante del gen reportero LUCIFERASA (LUC) corriente abajo
de la region promotora de SAUR14, pSAUR14::LUC (Figura 56), en un ensayo de
transformacion transitoria de hojas de N. benthamiana. De modo similar a lo observado
en experimentos anteriores, el promotor de SAUR14 fue activado en forma significativa
por la expresion de TCP15 (Figura 56). Sin embargo, al co-transfor las plantas con la
construccion que permite expresar BZR1 (ya sea completa o el fragmento BZR1¢) este
efecto inductor de TCP15 se vio suprimido en gran medida (Figura 56). Esto sugiere que
BZR1 podria actuar inhibiendo la actividad transcripcional de TCP15 mediante la

formacion de complejos proteicos TCP15-BZR1.
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En base a los resultados presentados en esta seccion postulamos que la via de
hormonas brasinoesteroides reprimiria la apertura de los cotiledones en oscuridad a
través de inhibir la expresién a nivel transcripcional de los genes promotores de este
proceso TCPy GLK. Ademas, en el caso de TCP15 existiria un nivel de control adicional,
dado por una inhibicién de la actividad transcripcional, probablemente a través de la
formacion de complejos TCP15-BZR1. Esta idea cobra sentido si consideramos que
TCP15 se expresa en cotiledones en oscuridad, condiciones en las que la apertura y el
desarrollo de los cotiledones deben ser reprimidos.
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Figura 56: Analisis de la actividad transcripcional de TCP15 in vivo en presencia de BZR1. (a)
Esquema de las construcciones (reportero, efectores y control) utilizadas en ensayos de
expresion transitoria. (b) Hojas de N. benthamiana fueron co-infiltradas con el reportero

pSAUR14::LUC y las construcciones 35S::GUS (GUS, control negativo), 35S::TCP15 (TCP15),
35S::BZR1 (BZR1) y 35S::BZR1¢ (BZR1c). La actividad luciferasa fue detectada por
luminiscencia y los valores fueron relativizados a la expresion del gen de resistencia a BASTA
presente en el mismo vector (BAR). Las barras indican la mediatSEM de tres réplicas
biolégicas. El experimento se repitid tres veces con resultados similares.
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8. DISCUSION

8.1. Estudio de la interaccion entre las proteinas TCP y el factor de transcripcion
GLK1 de Arabidopsis thaliana

Un gran numero de estudios ha revelado que las interacciones proteina-proteina entre
miembros de diferentes familias de FT desempefian papeles cruciales en la regulaciéon
de vias metabdlicas o de desarrollo a nivel transcripcional (Bemer et al., 2017). La familia
TCP contiene 24 miembros en Arabidopsis thaliana, muchos de los cuales han
demostrado interactuar con FT de otras familias (Bemer et al., 2017; Carrara & Dornelas,
2021), posiblemente como medio para integrarse en diferentes redes reguladoras. Una
busqueda de FT capaces de interaccionar con TCP de clase | de Arabidopsis nos llevé
a la identificacion de GLK1, un FT de la familia GARP (Fitter et al., 2002), como interactor
de varias TCP de clase |. Aunque las proteinas TCP han sido implicadas en varios
procesos de desarrollo vegetal (Nicolas & Cubas, 2016; Uberti Manassero et al., 2013),

hasta ahora no se habian relacionado funcionalmente con un FT de la familia GARP.

Por un lado, nuestros ensayos indican que la regién C-terminal de GLK1, que contiene
el dominio conservado GCT, es responsable de la interaccion con TCP15 y
probablemente con otras TCP de clase |. El dominio GCT es especifico de los miembros
GLK de la familia GARP (Rossini et al., 2001; Tamai et al., 2002), lo que sugiere que
sb6lo GLK1 y la relacionada GLK2, que no analizamos en este estudio, participan en la
interaccion con las proteinas TCP. Estudios anteriores indicaron que el dominio GCT de
las proteinas GLK de maiz (Zea mays) es necesario para la homo y heterodimerizacion
(Rossini et al., 2001), y se ha reportado que GLK1 y GLK2 de Arabidopsis también
interactuan con la proteina de virulencia P69 del virus de mosaico amarillo de nabo, asi
como con SIGMA FACTOR BINDING PROTEIN1 (SIB1) y LESION SIMULATING
DISEASE 1 (LSD1), dos co-reguladores transcripcionales, a través del dominio GCT
(Mengping Li et al., 2021; Lv et al., 2019; F. Ni et al., 2017). Estos informes y nuestros
hallazgos sugieren que el dominio conservado GCT de las proteinas GLK tiene un papel

relevante en la formaciéon de complejos proteina-proteina.

8.2. Estudios del rol de los factores de transcripcion TCP de clase | y GLK1

durante la de-etiolacion en Arabidopsis thaliana

Las interacciones proteina-proteina pueden tener efectos sinérgicos o antagénicos

sobre la actividad de los FT. En este estudio, encontramos que la interaccién TCP15-
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GLK1 muy probablemente tiene un efecto sinérgico sobre la accion de estas proteinas
durante la de-etiolacion. Plantas mutantes simples y dobles en TCP14 y TCP15
mostraron un retraso en la apertura y expansién de los cotiledones, mientras que se
observé lo contrario en las plantas que sobreexpresan TCP15. A su vez, se observaron
cambios en la expresién de un grupo de genes SAUR implicados en la expansién celular,
como SAURG6, SAUR14, SAUR50, SAUR51 y SAURG3, en plantas deficientes en TCP.
Ademas, se observaron defectos en la expresion de genes EXPANSINAS y LHCB,
relacionados con la fotosintesis, los cuales son inducidos durante el establecimiento del
crecimiento autétrofo de las plantas. La mayoria de estos genes también presentaron
su expresion alterada en plantas deficientes en GLK1, lo que indica que este FT actua
sobre un grupo de genes similar al de TCP15 durante la de-etiolacién y que modula
genes de expansion celular, ademas de su rol reportado en la regulacién de genes
relacionados con la fotosintesis. Por otro lado, las plantas que sobreexpresan TCP15
sblo presentaron induccién de tres de los genes analizados (SAURG63, EXPB1 y
LHCBZ2.2). El aumento de la expresion de SAUR63 y EXPB1, junto con otros genes no
analizados en este estudio, podria ser responsable de la mayor apertura de cotiledones

observada en estas plantas.

Al analizar el fenotipo de plantas mutantes dobles fcp15 glk1 y plantulas que
sobreexpresan uno de los FT en el fondo mutante del otro, encontramos que TCP15y
GLK1 no sélo participan en la misma via genética durante la apertura de cotiledones,
sino que también se necesitan mutuamente para ejercer su accién. Ademas, la induccion
de la expresion de los genes SAUR y del gen EXPB1 fue mas pronunciada tras la
sobreexpresion de ambos FT, evidenciando un efecto cooperativo de TCP15 y GLK1 a

nivel transcripcional.

Se puede especular que este efecto cooperativo esta relacionado con la existencia de
interacciones proteina-proteina entre ambos factores de transcripcion. Hasta aqui, tres
posibles mecanismos podrian ser contemplados: (1) el complejo TCP15-GLK1 puede
unirse tanto a sitios de unién de TCP como de GLK presentes en los promotores
génicos; (2) el complejo TCP15-GLK1 puede interaccionar con sitios de uniéon de sélo
una de las dos proteinas, dependiendo del gen, mientras que el otro FT es reclutado por
interacciones proteina-proteina; (3) el complejo TCP15-GLK1 puede tener una
especificidad de union al ADN diferente a la de las proteinas individuales. Hemos
observado que la mayoria de los genes cuya expresion se ve afectada por ambos FT
contienen sitios de unidon putativos para so6lo uno de ellos en sus regiones promotoras.
Ademas, un estudio de las regiones corriente arriba de genes con expresiéon modificada

en plantas que expresan una forma represora de TCP15 (Lucero et al., 2015) y en
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plantas mutantes glk1 glk2 (Ni et al., 2017) no reveld un enriquecimiento significativo de
genes con ambas cajas de union. Esto sugiere que la union especifica de un FT seria
suficiente para reclutar al otro FT al promotor (mecanismo 2). No se puede descartar
que esto vaya acompafado de una especificidad relajada, que permita al FT reclutado
interactuar con sitios de unién no canénicos en el promotor (mecanismo 3). Por ultimo,
también es posible la presencia de sitios divergentes, pero aun funcionales, para ambas
proteinas en determinados genes (mecanismo 1). En consonancia con los mecanismos
propuestos, los ensayos ChIP-qPCR indicaron que ambas proteinas se unen a regiones
promotoras de genes que contienen cajas reconocidas por TCP o GLK1 y que la unién

de TCP15 es menos eficiente en un fondo mutante glk1.

La iluminacién causa efectos opuestos en diferentes érganos durante el desarrollo de
las plantulas, ya que reprime el crecimiento del hipocoétilo mientras que estimula la
apertura, expansion y verdeo de los cotiledones (Gommers & Monte, 2018). Diferentes
organos utilizan diferentes redes regulatorias para mediar las respuestas a la luz
(Gommers & Monte, 2018), pero los mecanismos moleculares que vinculan estas
sefiales con las respuestas de desarrollo no se han dilucidado completamente. La
mayoria de los reguladores positivos del crecimiento en un érgano son reguladores
negativos en el otro. Por ejemplo, los factores de transcripcion PIF son reguladores
negativos de la fotomorfogénesis que estimulan el crecimiento del hipocétilo e inhiben
la apertura, expansién y verdeo de los cotiledones en la oscuridad (Leivar et al., 2008).
Previamente, en nuestro laboratorio se ha reportado que TCP15 estimula el crecimiento
del hipocdtilo en respuesta a un aumento de la temperatura ambiente estableciendo
interacciones proteina-proteina con PIF4 (Ferrero et al., 2019). En este trabajo,
encontramos que TCP15 también estimula la apertura y expansién de los cotiledones
frente a la iluminacion. Esto indica que TCP15, y probablemente otras TCP de clase |,

actuan como reguladores positivos del crecimiento en ambos 6rganos.

Nuestros resultados también indican que TCP15 modula los procesos de crecimiento a
través de la regulacion de la expresion de un grupo de genes implicados en la elongacién
celular como son los genes SAUR y EXPANSINA y que la modulacién de la actividad de
las proteinas TCP en diferentes érganos y bajo diferentes condiciones se debe a la
interaccion con diferentes interactores proteicos. En respuesta a un aumento de la
temperatura ambiente, por ejemplo, aumentan los niveles de PIF4 (Sun et al., 2012) y
la interaccion de TCP15 con PIF4 podria permitir la induccién de genes que estimulan
la elongacion del hipocotilo (Ferrero et al., 2019). Tras la iluminacion, PIF4 y otros PIF
se degradan y se induce la expresion de GLK1 (Martin et al., 2016; W. Ni et al., 2014).
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La interaccion de TCP15 con GLK1 podria permitir una union eficiente a los promotores
de genes que inducen la apertura y expansion de los cotiledones (lirSAUR,
EXPANSINA) y de ciertos genes relacionados con fotosintesis (LHCB) (Figura 57). De
este modo, factores promotores del crecimiento como TCP15 (y posiblemente otros TCP
de clase |) se dirigirian a los promotores de diferentes genes para estimular el
crecimiento en diferentes o6rganos en respuesta a cambios en las condiciones
ambientales. La interaccién funcional TCP15-GLK1 aqui descripta también podria ser
importante para coordinar el crecimiento de los cotiledones con el desarrollo de la
capacidad fotosintética de las plantulas mediante la modulaciéon combinada de los genes

de expansién celular y de fotosintesis.

PIF ~----- > 5
GLK1 I
_— TCP15
SAUR, EXP, LHCB
GLK1 AP
SAUR EXP LHCB
iRy s
Apertura y “
expansion de fotosintesis
f cotiledones
Oscuridad i Luz

Figura 57: TCP15 y GLK1 acttan de forma interdependiente para promover el desarrollo de los
cotiledones durante la de-etiolacién en Arabidopsis. Durante el desarrollo escotomorfogénico
en oscuridad (gris), los factores de transcripcién PIF promueven la elongacion del hipocétilo a

la vez que inhiben la apertura, expansién y desarrollo de cloroplastos de los cotiledones
mediante la represién de numerosos genes, entre ellos GLK1. Tras la iluminacion (amarillo), los
FT PIF se degradan y se induce la expresion de GLK1. En este escenario, TCP15 y GLK1 son
reclutados en los promotores de genes SAUR, EXPANSINA y genes relacionados con la
fotosintesis, LHCB, activando asi su expresiéon durante el desarrollo fotomorfogénico de los
cotiledones. Adaptado de Alem et al., 2022. (Alem et al., 2022)

8.3. Estudios del rol de los factores de transcripcion TCP de clase Il durante la

de-etiolacion en Arabidopsis thaliana

Como se describié en la seccién 8.1, los miembros de la subfamilia de proteinas TCP
de clase Il no son capaces de interaccionar con el factor de transcripcion GLK1 en

ensayos de doble hibrido en levaduras, y la formacion del complejo regulador TCP-
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GLK1 seria especifico para proteinas de la clase I. Sin embargo, se ha reportado que
miembros del clado CIN de la clase Il podrian regular de forma indirecta ciertos genes
relacionados con fotosintesis (Bresso et al., 2018) y que algunos miembros CIN, como
TCP4, han sido involucrados en el proceso de fotomorfogénesis como inductores de la
apertura de cotiledones en plantulas de Arabidopsis (Dong et al., 2019). Esto sugiere
que los miembros de la clase Il de la familia TCP podrian tener una relacién funcional
con los factores de transcripcion GLK, pero se daria a través de mecanismos diferentes

a los propuestos en este trabajo para los miembros de la clase I.

En nuestro estudio encontramos que TCP10, miembro del clado CIN de la clase Il de la
familia TCP, se expresa fuertemente en las plantulas cultivadas en luz en comparaciéon
con plantulas etioladas. Durante la transicion de oscuridad a luz, vimos una considerable
induccion de los niveles de transcriptos de TCP10, similar a lo que ocurre con los genes
GLK. En concordancia con este resultado, Dong y col., reportaron que la expresion de
los genes TCP de clase Il del clado CIN no responde significativamente a la luz, a
excepcion de TCP10 que presento un fuerte aumento de expresién 1y 6 h luego de que
las plantulas fueron transferidas a luz (Dong et al., 2019). Estos investigadores proponen
un mecanismo de competencia por la unién a promotores de genes SAUR16 y SAURS50,
donde PIF3 interferiria con la union de TCP4 a los promotores de estos genes en
oscuridad (Dong et al., 2019). Esta inhibicion de la actividad transcripcional de TCP4 se
veria eliminada en luz, cuando la acumulacién de PIF3 disminuye (Dong et al., 2019).
Si bien este escenario probablemente se extienda a otros miembros del clado CIN, la
regulacién diferencial que ejerce la luz sobre la expresién de TCP10 sugiere que podrian

existir otros mecanismos que modulen el accionar de TCP10 durante la de-etiolacion.

Con el fin de responder a esta hipétesis, analizamos a nivel fenotipico y transcripcional
plantas con niveles alterados de TCP10. Encontramos que plantas mutantes tcp10-1
presentaron dificultades para abrir y expandir sus cotiledones, asi como para expresar
de forma éptima genes SAUR, EXP y LHCB requeridos para la fotomorfogénesis. De
esta manera, TCP10 estaria involucrado en la regulacién de estos genes durante la
transicion de oscuridad a luz. Ademas, mediante el analisis de mutantes tcp10-1 glk1-1
encontramos que TCP10 participa en la misma via molecular que GLK17 durante la
apertura de los cotiledones. El fenotipo de mayor angulo apertura de cotiledones en luz
y mayor velocidad de apertura durante la transicion a luz, provocado por la
sobreexpresion de mTCP10, se vio suprimido en un fondo mutante GLK1. Esto indica
que TCP10 actuaria corriente arriba de GLK7 en la modulacion de la apertura de los

cotiledones. Curiosamente, también se observa un requerimiento de TCP10 funcional
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por parte de GLK1, pero esto es valido solo en las primeras horas de exposicién a la

luz.

El analisis de plantas con niveles alterados de TCP10 mostré6 que TCP10 regula de
forma positiva la expresion de GLK7 y GLK2 y mediante ensayos de ChIP-gPCR
observamos que esto se deberia a una union directa de TCP10 a regiones del promotor
de estos genes que contienen sitios de unién TCP. Ademas, el analisis de las plantas
35S8::mTCP10-GFP glk1-1 a nivel transcripcional mostré que TCP10 requiere de GLK1
para inducir la expresién de genes de expansion celular (EXP16, EXPB3, SAURG) y de
fotosintesis (LHCB1.4, LHCB2.2, LHCB2.4, LHCB4.3), pero no de algunos genes
SAUR. Adicionalmente, TCP10 fue capaz de inducir la actividad del gen reportero LUC
bajo el control del promotor de SAUR174, pero no asi cuando el gen reportero se
encontraba corriente abajo del promotor de LHCB2.2. Dado que los promotores de los
genes EXP16, SAURG6 y LHCB contienen sitios de reconocimiento para GLK1, pero no
para TCP, concluimos que TCP10 regularia la expresion de genes involucrados en la
expansion celular y genes asociados al establecimiento de la maquinaria fotosintética a
través de regular la expresién de GLK1. A su vez, encontramos un bucle de regulacién
positiva en el cual el GLK1 induce directamente la expresién de TCP10. La importancia
de esta regulacion durante la fotomorfogénesis de los cotiledones se evidencia por el
requerimiento de TCP10 durante las primeras horas de de-etiolacion en las plantas que
sobreexpresan GLK1. Este efecto seria reforzado a través de la induccion de GLK2, ya
que los estudios fenotipicos y de expresion génica en plantas deficientes en GLK2
mostraron que también esta involucrado en la regulacion de la apertura de los
cotiledones durante la de-etiolacion, aunque con un papel menos relevante que GLK1,
y que GLK2 es un blanco directo de TCP10 y GLK1.

En conjunto, nuestros experimentos nos permiten plantear un modelo en el cual, ante la
exposicion a la luz, se induciria la expresion de TCP10, que a su vez activaria la
expresion de los genes GLK para dar inicio al desarrollo fotomorfogénico de los
cotiledones, activando a través de ellos la expresion de genes de expansion celular y de
fotosintesis. A su vez, GLK1 induciria directamente la expresién de GLK2y TCP10. En
este contexto, TCP10 activaria directamente la expresion de sus genes blanco, como
SAURSs, mientras que GLK1 en conjunto con TCP15 inducirian la expresién de los genes
de expansion celular y de fotosintesis, coordinandose asi la expresién de los genes
involucrados en la apertura y desarrollo fotosintético de los cotiledones (Figura 58).
Dado el papel que tienen los factores de transcripcién CIN durante el desarrollo de las
hojas (Bresso et al., 2018), este mecanismo de activacion de la expresion de genes de

expansion celular y fotosintesis podria extenderse a estos érganos de la planta.
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Durante la fotomorfogénesis, la sefializacion retrograda de plastidos a nucleo juega un
papel importante para el correcto desarrollo de los cotiledones a través del control de
los niveles de GLK1 y en consecuencia de genes involucrados en la fotosintesis
(Hernandez-verdeja et al., 2020; Martin et al., 2016). En este estudio encontramos que
la activacién de la sefializacion retrégrada, ademas de atenuar la actividad del aparato
fotosintético (Kakizaki et al., 2009; Martin et al., 2016; Tokumaru et al., 2017), inhibe la
apertura de los cotiledones a través de reprimir la expresién de TCP10 y de genes de
expansion celular SAUR y EXP. Dado que las plantas sobreexpresantes de GLK1
presentan una desrepresion en la expresion de estos genes frente a lincomicina, la
inhibicién en la expresion de estos genes ocurriria en parte a través de una reduccién

en los niveles de GLK1.

Asi, nuestros estudios sefialan a TCP10 como un nuevo componente de las vias de
sefalizacién retrograda desde los cloroplastos al nucleo. Sin embargo, dado que las
plantas sobreexpresantes de TCP10 son tan sensibles a lincomicina como las plantas
salvajes, tanto a nivel de la capacidad de apertura de los cotiledones como de la
induccion de los genes involucrados en este proceso, una disfuncién en los cloroplastos
no solo contrarrestaria la induccion por luz de la expresion de TCP10, sino que también
modularia su actividad. En efecto, observamos que los niveles de TCP10 serian
afectados mediante degradacion via proteasoma frente a la activacion de la sefializaciéon
retrograda mediada por lincomicina. Esto es similar a lo reportado para GLK1 (Tokumaru
et al., 2017). Sin embargo, dado que a diferencia de las plantas 35S:mTCP10-GFP, las
plantas que sobreexpresan GLK1 son completamente insensibles a lincomicina, puede
postularse un escenario donde, frente a una activacion de la sefializacion retrégrada,
los niveles de TCP10 presentes en el nlcleo de las células serian disminuidos mediante
degradacion via proteasoma, llevando a una reduccion en la expresién de GLK1 y los
demas genes asociados a la apertura y desarrollo de los cotiledones, regulados en
conjunto por TCP10 y GLK1. Este efecto, a su vez, seria potenciado por una inhibicién
en la expresion a nivel transcripcional de TCP10 y una reduccién en los niveles de la
proteina GLK1. Estos resultados posicionan a TCP10 como un elemento clave en la

transduccién de las sefiales emitidas por los plastidos al nucleo.

De esta manera, hemos descripto como las proteinas de la familia TCP de clase | y clase
Il convergen en el accionar de los FT GLK, actuando a través de diferentes mecanismos
moleculares que involucran interacciones proteina-proteina (TCP de clase 1) y
regulaciones transcripcionales (TCP de clase Il) para promover el desarrollo eficiente de
los cotiledones durante la de-etiolacion. Adicionalmente, encontramos que TCP10 seria

un componente clave de las redes de comunicacidn entre cloroplastos y nucleo durante
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el desarrollo de las plantulas, permitiendo atenuar el desarrollo fotomorfogénico frente

a condiciones adversas en los cloroplastos.
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Figura 58: Modelo de accién de los factores de transcripcion TCP durante la de-etiolacion de
las plantulas. Frente a la iluminacion, el aumento en los niveles de TCP10 induce la expresion
de los genes GLKy, a través de ellos, la expresion de genes de fotosintesis y expansion
celular, mientras que TCP10 regula directamente la expresion de genes SAUR para promover
la apertura y la expansion de los cotiledones durante la de-etiolacién de las plantulas. A su vez,
GLK1 promueve la expresion de GLK2 y TCP10, generando un bucle positivo de regulacion
transcripcional. Una activacion de la sefializacion retrograda desde los cloroplastos antagoniza
los efectos de la luz durante la de-etiolacion a diferentes niveles: a través de la degradacion
proteica de TCP10, de la inhibicidén de la induccién de su expresién por la luz y del control de
los niveles de GLK1.

8.4. Estudios de la relacion entre los factores de transcripcion TCP y la via
hormonal de brasinoesteroides durante la de-etiolacion en Arabidopsis

thaliana

La de-etiolacion consiste en una reprogramacioén transcripcional que involucra cambios
morfolégicos necesarios para el cambio de un desarrollo escotomorfogénico a uno
fotomorfogénico. Esto ocurre gracias a la interconexion de multiples vias moleculares
de sefalizaciéon, entre ellas numerosas vias hormonales (Cackett et al.,, 2021;
Lymperopoulos et al., 2018). Los brasinoesteroides (BR) han sido estudiados como
reguladores negativos de la de-etiolacion, actuando de forma antagdnica con las vias
sefalizadas por luz y manteniendo el desarrollo escotomorfogénico durante un
crecimiento en oscuridad (Li & He, 2016; Wang et al., 2012). Ademas, BR regula la

actividad de GLK1 en oscuridad para inhibir el desarrollo de los cloroplastos,
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reprimiendo su expresion a través de BES1 (Yu et al., 2011) e induciendo su degradacion
mediante desfosforilacidon (Zhang et al., 2021). Considerando también que algunos
genes TCP se encuentran reprimidos por BR en datos de expresién global analizados
de la bibliografia, nos preguntamos si esta hormona regularia el desarrollo de los
cotiledones a través de la modulacién de la expresiéon o actividad de las proteinas TCP,
generando una nueva interconexion entre las vias en estudio para regular finamente la
de-etiolacién. Nuestros experimentos indican que los genes TCP de clase | TCP14 y
TCP15y el gen TCP10 de clase Il son requeridos en forma funcional para la induccion
de la apertura de cotiledones frente a una disminucion en los niveles de BR, causada
por agregado del inhibidor BRZ o por una mutacion en un gen de sintesis de la hormona
(DET2). Esto indica que BR regula de forma negativa la expresion, la estabilidad proteica
o la actividad transcripcional de los FT TCP. En efecto, la inhibicién de la via de
sefalizacién por BR en oscuridad, por agregado de BRZ o mediante la mutacion det2,
generd un aumento de la expresién a nivel transcripcional de TCP10, TCP14y TCP15.
Estosugiere que BR mantendria el fenotipo etiolado de las plantas en oscuridad
inhibiendo la expresion de los FT promotores de la fotomorfogénesis TCP y GLK1. La
represion de la expresién de los genes TCP en plantas que expresan la mutante de
BZR1 insensible a la inactivacion, BZR1-1D, indica que la regulacion negativa que ejerce
la via de BR sobre la expresién de los genes TCP ocurre a través de BZR1. Resta
dilucidar a futuro si ésta seria una regulacién directa o indirecta. En este sentido,
observamos la presencia de sitios de reconocimiento putativos de BZR1 en la regi6n
promotora de TCP15: un elemento de respuesta a BR reportado como la secuencia de
ADN optima para la union de BZR1 (BRRE, CGTG"/cG, He et al., 2005), la caja E
(CANNTG) donde BZR1 se uniria posiblemente como heterodimero (Wang et al., 2012),
y la caja G, CACGTG (Wang et al., 2012).

Nuestros estudios indican que la sobrexpresion de TCP15 permite contrarrestar el efecto
de la hormona BR brasinélido (BL) sobre la apertura de cotiledones, consistente con la
idea de que la via de accion de BR en este proceso involucra una reduccién de la
expresion de TCP15. Sin embargo, la capacidad de TCP15 para inducir la apertura de
los cotiledones durante el crecimiento en luz, y también durante la transicién de
oscuridad a luz, fue afectada en cierta medida por la hormona BL. A su vez, la
sobreexpresion de TCP15 no fue suficiente para rescatar el fenotipo de plantas que
expresan la versién BZR1-1D en presencia del inhibidor BRZ, indicando la presencia de
mecanismos adicionales a la regulacion transcripcional. En efecto, la mayor apertura de
cotiledones provocada por la sobreexpresién de TCP15 se anula en presencia de BZR1-

1D. En concordancia con esto, encontramos que TCP15 interacciona fisicamente con
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BZR1, particularmente con la regidén C-terminal de la proteina. Por otro lado, en ensayos
transitorios en plantas de N. benthamiana observamos que el promotor de SAUR14,
blanco directo de TCP15, dejé de ser activado por TCP15 en presencia de BZR1. Esto
indicaria que la formacion del complejo TCP15-BZR1 impide la unién de TCP15 a los
promotores de sus genes blanco, como SAUR74, inhibiendo asi la actividad
transcripcional de TCP15. Sin embargo, si la formacién de los complejos TCP15-BZR1
impide la unién eficiente al ADN de TCP15 o su actividad transcripcional, queda aun por

dilucidar.

Segun nuestros estudios TCP15 actia como un regulador positivo de la apertura de
cotiledones y se ha reportado que promueve la elongacion del hipocotilo frente a alta
temperatura (Ferrero et al., 2019), mientras que BR tienen un accionar diferencial en
estos 6rganos, actuando como reguladores positivos de la elongacién del hipocotilo
frente a alta temperatura e inhibiendo la apertura de los cotiledones (Ibafez et al., 2018;
Li & He, 2016). Por lo que, mientras que BR y las proteinas TCP actuarian en el mismo
sentido en el control de la elongacion del hipocotilo, actuarian como reguladores
antagonicos de la apertura, expansién y desarrollo fotosintético de los cotiledones.
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio muestran que TCP14 y/o TCP15 son
necesarios para la elongacién del hipocotilo inducida por BL tanto en condiciones
normales como frente a alta temperatura. Por lo que seria interesante analizar a futuro
si los complejos TCP15-BZR1 tienen un papel en la elongacion de este érgano durante
el desarrollo escotomorfogénico o en respuesta a temperatura y si hay una regulacion

diferencial de la expresién de TCP15 en estas condiciones.

Nuestros estudios indican que BR inhibe a TCP15 tanto a nivel transcripcional como de
la actividad proteica a través de la formacién del complejo TCP15-BZR1. Sin embargo,
dado que se detecta una expresion importante de TCP15 en cotiledones en oscuridad
(Figura 16) y que BZR1 afecta el accionar de TCP15 en las plantas 35S::TCP15
pBZR1::bzr1-1D-CFP (Figura 52), el control de la actividad transcripcional de TCP15 en
oscuridad seria mas relevante que la regulacion transcripcional. Esto aseguraria la
inhibicién de la fotomorfogénesis de los cotiledones (apertura y desarrollo fotosintético)
en estas condiciones, pero permitiria que luego de la exposicion a la luz, la formacion
de los complejos TCP15-GLK1 promuevan el desarrollo fotomorfogénico de las
plantulas (Figura 59). De esta manera, la red molecular formada por los FT TCP y GLK
para promover el desarrollo fotomorfogénico en los cotiledones frente a la iluminacién
parece ser cada vez mas compleja. Mas auln si se considera que el modulo regulador

descripto entre estas proteinas se encuentra interconectado con las vias de sefializacion
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de brasinoesteroides y las provenientes de los cloroplastos, ambas reguladoras

negativas de la de-etiolacion.

OSCURIDAD Luz
BZR1
BZR1 GLK1
TCP15
GLK1 GLK2 TCP10
TCP15 % g&”m
BZR1 J SAUR EXP
X N 4
Apertura y D
expansion de fotosintesis

cotiledones

Figura 59: La via hormonal de brasinoesteroides (BR) inhibe el accionar de TCP15. El factor
de transcripcion BZR1 reprime la expresién de TCP15 a nivel transcripcional y su actividad
transcripcional mediante interaccién proteina-proteina (BZR1-TCP15). En oscuridad, esto

permitiria la inhibicion de la fotomorfogénesis en cotiledones. En luz, disminuyen los niveles de
BZR1 mientras que aumenta la expresion de GLK1, permitiendo la formacién del complejo
TCP15-GLK1. Finalmente, las proteinas TCP y GLK inducen conjuntamente la apertura,
expansion y desarrollo fotomorfogénico en los cotiledones durante la de-etiolacion.
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9. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis podemos enunciar

las siguientes conclusiones:

- Las proteinas TCP de clase | TCP11, TCP20, TCP21 y TCP15 son capaces de
interaccionar con el factor de transcripcion GLK1 en levaduras. Esto no ocurre
con las proteinas TCP de clase Il TCP4, TCP10y TCP24.

- TCP15 y GLK1 forman complejos proteicos que se localizan en el nucleo de las
células vegetales.

- Elcomplejo TCP15-GLK1 se forma a través de la region que contiene el dominio
GCT de GLK1.

- TCP14/15 y GLK1 actaan en la misma via molecular y son requeridos para la
apertura y expansion de los cotiledones durante la transicién de oscuridad a luz
y para una correcta expresion de los genes involucrados en el desarrollo
fotomorfogénico de estos érganos.

- El complejo proteico TCP15-GLK1 se une a los promotores de genes blanco
comunes involucrados en la apertura, expansiéon y desarrollo de los cotiledones
durante la de-etiolacion.

- La expresion de TCP10, TCP de clase Il del clado CIN, se induce frente a la
iluminacién.

- TCP10 es requerido para la apertura, expansion y desarrollo fotosintético de los
cotiledones.

- TCP10y GLK1 actuan en la misma via molecular que regula la apertura de los
cotiledones.

- TCP10 modula la expresién de genes SAUR de forma directa, y la expresion de
genes LHCB y EXP a través de la regulacion directa de GLK1.

-  TCP10y GLK1 promueven su expresion de forma reciproca y ambos inducen la
expresion de GLK2 durante la de-etiolacion.

- TCP10es uncomponente de la sefializacion retrograda del cloroplasto al nucleo.

- La apertura de cotiledones generada por una reducciéon en los niveles de
brasinoesteroides requiere de la presencia de los genes TCP14, TCP15, TCP10,
GLK1y GLK2.

- La expresiéon de los genes TCP y GLK esta regulada por la via hormonal de
brasinoesteroides, en parte a través de BZR1.

- TCP15y BZR1 interaccionan entre si a través de la regién C-terminal de BZR1.
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- BZR1 modula la actividad transcripcional de TCP15, impidiendo la expresion de

los genes blanco de la misma, como SAUR14.

De manera general podemos decir que, a través de la identificacion del complejo que
TCP15 forma con GLK1 in vivo hemos podido obtener nuevas evidencias sobre el papel
que las proteinas TCP cumplen en el desarrollo de Arabidopsis. Puntualmente,
encontramos que las proteinas TCP participan en la apertura de los cotiledones durante
la de-etiolacion y que este accionar estaria modulado por brasinoesteroides y por
sefiales provenientes de los cloroplastos (sefalizacion retrégrada). De acuerdo a
nuestros estudios, las proteinas TCP y GLK1 modulan la apertura, expansion vy
desarrollo fotosintético de los cotiledones a través de redes regulatorias comunes. Sin
embargo, mientras que el accionar de las proteinas TCP de clase | ocurre a través de la
formacion de complejos proteicos con GLK1, TCP10 y quizas otras proteinas TCP CIN
de clase Il estarian relacionadas con GLK1 a nivel transcripcional, indicando que las
proteinas TCP y GLK1 serian parte de una compleja red molecular que controla el
desarrollo fotomorfogénico de los cotiledones en respuesta a la iluminaciéon. Los
mecanismos moleculares o posibles intermediarios mediante los cuales las senales
provenientes de los cloroplastos y la via hormonal de brasinoesteroides afectan el
accionar de las proteinas TCP durante la regulacién de la de-etiolacién quedan aun por

ser dilucidados en mayor detalle.
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11.  ANEXOS

11.1. Anexo 1: Lista de oligonucledtidos utilizados

Anexos

Tabla 4: Lista de oligonucleétidos utilizados durante el desarrollo de esta tesis

Oligonucleotidos usados en las reacciones de amplificacion por PCR para clonados y

analisis genotipicos

Nombre Secuencia (5'-3") Uso
Clonado de GLK1 y GLK1p1-p3
GLK1 AD CgcGGATCCTGTTAGCTCTGTCTCC
en el vector pGBKT7
GLK1 D1 R cgcGTCGACtcaCTCTTTTGACGGATG  Clonado de GLK1pb1 en el vector
TAA pGBKT7
GLK1 D2 R cgcGTCGACtcaACCGGTGTCTACTCC  Clonado de GLK1p2 en el vector
ATA pGBKT7
cgcGTCGACtcaGTCACTGTCACCGTC  Clonado de GLK1ps3 en el vector
GLK1 D3R
ATA pGBKT7
GLK1 D4 F cgcGGATCCACCGGAAAAGGAAGTAT  Clonado de GLK1pa4 en el vector
TC pGBKT7
GLK1 D5 F cgcGGATCCGTGCTAATCTTAATGGT  Clonado de GLK1ps en el vector
CG pGBKT7
Clonado de GLK1 y GLK1p4-ps
GLK1 R cggCTCGAGTTTCAGGCACAAGACGC
en el vector pGBKT7
g9gGAATTCCCGGATCATAACCATCG  Clonado de ATCP15 en el
T15GBK-F
A vector pGADT7
Clonado de ATCP15 en el
g9cAAGCTTctaAGTCCCTGTAGCGGC o
TCPD15-R TAT vector pGADT7. Andlisis
genotipico de mutantes tcp15-3
Clonado de GLK1 en el vector
GLK1-MBP CgcGGATCCATGTTAGCTCTGTCTC

PENTR 3C

163



pENTR-GLK1-R

TCP100E-F

TCP100E-R

mTCP10-F

mTCP10-R

pLHCB2.2-LUC-F

pLHCB2.2-LUC-R

pSAUR14-LUC-F

pSAUR14-LUC-R

BZR1-Eco-F

BZR1-N-R

BZR1-C-F

BZR1-BamHI-R

LBb1.3

999CTCGAGGGCACAAGACGCGGTC
GG

gcgGAATTCATGGGACTTAAAGGATAT
AGC

99gCTCGAGGAGGTGTGAGTTTGGAG
GAG

GTACCTTGCAAAGTAGTTTATTCCCT
CATTCGTTTC

TAAACTACTTTGCAAGGTACCCCTTT
GTTGTTGTTG

CcgcGGTACCGTTTAATTGAACCATTG

cgcAAGCTTAATCGTAATCTTTGTTTA
ACTAC

cgcGGTACCCAAGAAACTCCTCAAA

gcgGGATCCGGATTGTCTTTAATTGTA
AGTTA

g9GAATTCATGACTTCGGATGGAG

gcgGGATCCGATGAATATGGAGTTAC
TCG

cccGAATTCTCACAGAACCAGAGCCC
TC

g9cGGATCCTCAACCACGAGCCTTCC
C

ATTTTGCCGATTTCGGAAC

Anexos

Clonado de GLK1 en el vector
pPENTR 3C

Clonado de TCP10 en el vector
PENTR 3C

Clonado de TCP10 en el vector
PENTR 3C

Mutagénesis dirigida de TCP10

Mutagénesis dirigida de TCP10

Clonado del promotor del gen
LHCB2.2 en el vector pPM056.

Clonado del promotor del gen
LHCB2.2 en el vector pPM056.

Clonado del promotor del gen
SAUR14 en el vector pPM056.

Clonado del promotor del gen
SAUR14 en el vector pPM056.

Clonado de BZR1n en los
vectores pGADT?7 y pGBKT7

Clonado de BZR1n en los
vectores pGADT?7 y pGBKT7

Clonado de BZR1¢ en los
vectores pGADT7, pGBKT7 y
PENTR 3C.

Clonado de BZR1¢ en los
vectores pGADT7, pGBKT7 y
PENTR 3C.

Andlisis genotipico de mutantes
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TCP15ENR

TCP15 EARF

spm32

gGLK1 F

gGLK1 R

gTCP10F

gTCP10 R

gGLK2 F

gGLK2 R

35SprimF

GFP-F

GFP-R

Nterm citrin R

Cterm citrin R

Anexos

g9cCTCGAGCTAGGAATGATGACTGG  Analisis genotipico de mutantes

ggcTCTAGATCATCATCATCATCATGG

ATC

TACGAATAAGAGCGTCCATTTTAGAG

TGA

GGCGTTTGGGTATTCGGGTC

TCATAAGTCACCGTCTCCGC

ACGGCAAGCATTTTGAAGAGG

TGAGTAGCTTCTTCTCCGTGG

TTCTCCGGCTCCAGTACTCA

CGCGCTAGTAGATGTTTCCG

TGACGCACAATCCCACTATCC

TCAAGGAGGACGGAAACATC

AAAGGGCAGATTGTGTGGAC

TCGACCAGGATGGGCACC

TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

tcp15-3

Andlisis genotipico de mutantes
tcp15-3

Andlisis genotipico de mutantes
por T-DNA

Andlisis genotipico de mutantes
glk1-1

Andlisis genotipico de mutantes
glk1-1

Andlisis genotipico de mutantes
tcp10-1

Andlisis genotipico de mutantes
tcp10-1

Andlisis genotipico de mutantes
glk2-1

Andlisis genotipico de mutantes
glk2-1

Andlisis genotipico de plantas
transformadas con
construcciones que contienen el
promotor 35SCaMV

Andlisis genotipico de
355::TCP15-GFPi

Andlisis genotipico de
355::TCP15-GFPi

Validacién de fusiones a
proteinas fluorescentes

Validacién de fusiones a

proteinas fluorescentes
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Las letras mindsculas indican secuencias adaptadoras. Las secuencias subrayadas indican los

sitios de restriccion.

Oligonucleotidos usados para RT-qPCR y ChiIP-qPCR

Nombre Secuencia (5'-3") Uso

dTv TTTTTTTTTTTITTITTITTITTITITTITTV RT

ACT-F GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG RT-gPCR y ChlIP-gPCR
ACT-R AACGACCTTAATCTTCATGCTGC RT-gPCRy ChIP-gPCR
g-SAURG6-F GGGTGGCCTCACTATTCCCT RT-gPCR
g-SAUR6-R ATGAAGTGCTAAGGCGAGAGG RT-gPCR
g-SAUR14-F CGTACTTGGACCAGCCTTCAT RT-gPCR
g-SAUR14-R ACTGCAAGGGATTGTGAGGC RT-gPCR
g-SAUR50-F CAATCTCTCTTACAACGAGCCG RT-gPCR
g-SAUR50-R GGTGAGACCCATGTCGTGAT RT-gPCR
g-SAUR51-F TTAGTCTCGCGGACCTAGTCA RT-gPCR
g-SAUR51-R ACTTTACACATTTGACTGCACGC RT-gPCR
g-SAUR63-F AACGGAAGGACCAATCACATTACC RT-gPCR
g-SAUR63-R TCGTCTTTGGATCAGTTTGACGAG RT-gPCR
g-EXPB1-F CTCGCCTCAACTTCTCCCCT RT-gPCR
g-EXPB1-R TGGAGATGGCTCACTCATTGTC RT-gPCR
g-EXPB3-F TGGTTTTGGATGGAGGAAGTGG RT-gPCR
g-EXPB3-R ACAAACAACCTTCAGAGATGGGA RT-gPCR
g-EXP16-F ACTGTGCTGGGGAGTTATGTG RT-gPCR
g-EXP16-R TTTTAAGAGCTGCGGGCTGT RT-gPCR
g-LHCB1.4-F CAACTTCGTCCCCGGAAAGT RT-gPCR
g-LHCB1.4-R GCAACAAACCGGATACACACAA RT-gPCR
g-LHCB2.2-F GACGTTTGATGTGAATTTGGCAC RT-gPCR
g-LHCB2.2-R TGTCATGTGATTTTGACTCTTGCC RT-gPCR
g-LHCB2.4-F GCAGTTATAAACGTGCTTAAGTTTC RT-gPCR
g-LHCB2.4-R TCAGTTTTAGCATAGGGACAGTT RT-gPCR
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q-LHCB4.3-F
g-LHCB4.3-R
g-GLK1-F
g-GLK1-R
g-GLK2-F
g-GLK2-R
g-TCP15-F
g-TCP15-R
q-TCP14-F
g-TCP14-R
g-TCP10-F
g-TCP10-R
q-GLK1 OE-F
q-GLK1 OE-R
q-TCP100E-F
q-TCP100E-R
q-BASTAR-F
q-BASTAR-R
CHIP-LHCB1.4-F1
CHIP-LHCB1.4-R1
CHIP-LHCB1.4-F2
CHIP-LHCB1.4-R2
CHIP-LHCB2.2-F1
CHIP-LHCB2.2-R1
CHIP-LHCB2.2-F2
CHIP-LHCB2.2-R2
CHIP-SAUR14-F
CHIP-SAUR14-R
CHIP-SAURS50-F

CHIP-SAUR50-R

ACATCAATCGTTCAAAACCGGC

CCGTAAGCCACTAGACCAACA

CCGGCTGTTGACGGTGTTAT

TCGCTTGCCTACGGATCTTG

AGTGCATGTATCGAAGTTAAGCAAC

TGCAATGATGCTTCGGGAGT
GGTGGCGGTGGAGAACATAG
CGTCACGGTTTTGCTGGTTG
GCAAGTTTCCGGCGACTCT
CGGCAGAAAATCCCACCGTT
ACTGGCGTTAGGCTGGGATA
ACCGAAGAAATAGAAACCGCAAG
CCGTCAAAAGAGAGCGTGGA
ATAACACCGTCAACAGCCGG
CCACGGAGAAGAAGCTACTCA
GAGGTGTGAGTTTGGAGGAGAA
AACTGGCATGACGTGGGTTT
ATTTCGGTGACGGGCAGG
GGTTGGGGTATACGTCCACTTT
AGGACAAGATAACGACAATCCCA
ACACAAAGAAACTTTGGGGAAAT
TTGGCGTTCGAAACAAACTTGA
GACCTCTGGATCCTCCAGTACAT
GTGATGACTACTCGACCAGACC
GCACCACCACAACCATTACCA
CAAATGTACACGTCAGAGGGTTC

CGGACCACGGCATGATAAGT

TCTGTGGCAAGAAAGGAAAATTTGA

ATCAGAAGGGGCCACAATGTC

GAAGGAGATGGTGGGAGCCA

RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR

ChlP-gPCR

Anexos
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CHIP-TCP10-F

CHIP- TCP10-R

CHIP-GLK1-F1

CHIP-GLK1-R1

CHIP-GLK1-F2

CHIP-GLK1-R2

CHIP-GLK2-F1

CHIP-GLK2-R1

CHIP-GLK2-F2

CHIP-GLK2-R2

TTCTCATCTCTTTGGGAAAACCCT

GCAGTCACAAGATTCAATGACCC

CTTGAGGACCCATAGGACGTG

ACGTGAATGAGGCTCGCAAA

GGGTTCGGGTTTTCGGGTTTAG

CCAAACCGAACCCGACCCG
GCAAGCCCAAGCTTCCTTGT

CCCTGGAAAACGAGAGACATGA

TCTTATAAGTTGATTTTGATTGGCTA

CATAGGTATGCCATTAGAA

ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR

ChIP-gPCR

Anexos
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Anexos

11.2. Anexo 2: Niveles de expresion de plantas transgénicas y mutantes

utilizadas.
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Figura 60: Niveles de expresion de TCP10, GLK1 y GLK2 en plantas mutantes simples en los
genes correspondientes (tcp10-1, glk1-1y glk2-1). Las barras indican la mediatSEM de tres
réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias significativas en comparacién con las

plantas WT (p < 0,05; prueba t de Student).
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Figura 61: Niveles de expresion de plantas transgénicas que expresan la construcciéon
35S::GLK1-GFP en fondo salvaje y mutante tcp715-3. Las barras indican la mediatSEM de tres
réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias significativas en comparacién con las

plantas WT (p < 0,05; prueba t de Student).
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J: mTCP10-GFP
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Figura 62: Niveles de expresion de plantas salvajes y 35S::mTCP10-GFP cultivadas 3
dias en luz continua (25 pmol m2 s') con el agregado de DMSO (Control) o lincomicina (LIN).
Los valores estan relativizados a los de las plantas WT en condicion control. Las barras indican
la mediatSEM de tres réplicas biolégicas. Letras distintas indican diferencias significativas en

comparacion con las plantas WT control (p < 0,05; prueba t de Student).
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