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Regulacion de la Expresion de Genes en Plantas pgeotorreceptores

La luz es uno de los factores mas importantesl atesarrollo de las plantas. Las
mismas poseen sistemas que les permiten percitdlittad, intensidad, direccion y duracion
de la luz. Existen fotorreceptores especificos mpgistran la sefial luminica, la cual es
traducida produciendo cambios en la expresion degémes. Los fitocromos pertenecen al
grupo de fotorreceptores que absorben predominantentongitudes de onda del rojo (R) y
rojo lejano (RL). El promotor del gdrhcb es regulado por la luz a través del sistema de los
fitocromos, ya que responde a muy bajas fluenda&R) y altas irradiancias (HIR) de luz

mediante el fitocromo A, y a bajas fluencias (LFER)luz mediante el fitocromo B.

El andlisis del promotdrhcb revel6 un motivo necesario para la respuesta e p
no para la respuesta VLFR. Este motivo es a swngeesario para la union de la proteina
BEL-LIKE HOMEODOMAIN 1 (BLH1) al promotor, lo cuake pudo observar tanto en
experimentosn vitro como en experimentos de simple hibrido en levad@astituciones de
promotor que aumentaron la unién de BLH1 tambiémemiaron la respuesta HIR. En
contraparte, plantas mutantah1 mostraron una disminucion en la respuesta al Ritirnao
pero mantuvieron valores normales a los pulsos He B$to indica que el factor de
transcripcion BLH1 regula especificamente el HIRoyla VLFR del fitocromo A. De este
modo se pone de manifiesto un mecanismo centrabdigol de la sensibilidad a la luz por

las plantas.

Entre las diversas proteinas de la familia BLHeseuentran las proteinas BLH6 y
BLH5, las cual es se caracterizan por presentagliaaomologia estructural con la proteina
BLHL1. Se estudio la expresion @ H1 y BLH6 en plantas deficientes dihl y blh6 y
dobles mutanteblhl blhé Por la medida de expresién del geglucuronidasase pudo
determinar que existe una regulaciébn mutua enseptateinas BLH1 y BLH6. Estudios
fisiologicos sobre multiples mutantéthl, blh5 y blh6 indicaron una funcién aditiva de

miembros de la familia BLH

Palabras claves: sefalizacion, modos de acciofitdetomo, genes regulados por

luz, factores de transcripcion.



Regulation of the Expression of Genes in Plants Bhotoreceptors

Light is one of the most important in plant growfctors. Plants possess
sensory systems that allow them to perceive qualitgnsity, direction and duration
of light. Specific photoreceptors perceive seledigiat signals, which are transmitted
to produce changes in the expression of genesoétirgtimes absorb predominantly
red light (R) and far-red light (FR). The promotéitheLhcb1*2 gene is regulated by
light through the system of phytochromes, as phytmme A mediates the very-low-
fluence responses (VLFR) and the high-irradianspaases (HIR), and phytochrome

B mediates the low-fluence responses.

Lhcb1*2 promoter analysis revealed a motif necessary fiiR but not for
VLFR. This motif is necessary for binding of the o@in BEL-LIKE
HOMEODOMAIN 1 (BLH1) to the promoter, as revealeg lioth in experiments
vitro and experiments using the one hybrid system instyeBubstitutions that
increased promoter binding BLH1 also increased HIRe blhl mutant showed a
decrease in the response to continuous FR buheetaiormal to pulses of RL values.
This indicates that the transcription factor BLHdesifically regulates the HIR but
not the VLFR of the phytochrome A. This reveals achanism of control of

sensitivity to light in plants.

Among the various members of the BLH family, BieH5 and BLH6 proteins
are characterized by high structural similarityBloH1. There is mutual regulation of
expression between BLH1 and BLH6 proteins. Phygiockl studies involving
double and triple mutants amohtihl, blh5 andblh6 indicate an additive function of

BLH family members.

Keywords: signalling, modes of action of phytochesngenes regulated by light,
transcription factors.
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ABREVIATURAS FRECUENTES

phyA: fitocromo A

phyB: fitocromo B

Pr: forma inactiva del fitocromo

Pfr: forma activa del fitocromo

RL: rojo lejano

R: rojo

PIF: PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR
COP: CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC
HIR : respuesta de alta irradiancia

VLFR: respuesta de muy baja fluencias

LFR: respuesta de baja fluencias

Lhch: Light-Harvesting Complex B

pb: pares de bases

3-AT: 3 amino triazol

BLH: BEL1-LIKE HOMEODOMAIN

TALE : Three-aa Loop Extension

KNOX: KNOTTED1-LIKE HOMEOBOX

BELL : BEL1-LIKE HOMEOBOX

BEL1: BEL1-LIKE
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Las Sefiales Luminicas

La supervivencia de organismos, ya sean unicekilaremulticelulares,
depende de su capacidad de detectar y de respoondectamente al ambiente
extracelular. La luz es un factor ambiental muy onignte y muchas especies han
desarrollado sofisticados sistemas foto-sensorigles les permiten responder
apropiadamente frente a los estimulos luminosesdsi foto-autotroficas, las plantas

son particularmente sensibles a esta crucial sefi@rna.

Las plantas han desarrollado sistemas que les tearnpercibir tanto la
calidad como la intensidad de la luz mediante fetteptores especificos que a su vez
transmiten la sefial produciendo cambios en la siprade genes (Quail, 1994). Se
pueden dividir los procesos involucrados en larfaidogénesis de las plantas en tres
etapas: la recepciéon de la luz por pigmentos,dastfuccion de la sefial luminosa
desde los pigmentos a los genes, y la induccionadgbios en el crecimiento y el
desarrollo a través de la regulacion génica. Dagto, cabe notar que algunas vias de

accion de los fotorreceptores no pasan por cangida expresion de genes.

Los Fotorreceptores

Tomando en cuenta la longitud de onda mas efectm Arabidopsise
pueden definir tres grupos de fotorreceptores:

- Los fitocromos, que absorben predominantemenmigitiedes de onda rojo (R) y
rojo lejano (RL) (600 — 750 nm) (Briggs and OIn2§01; Casal, 2000).

- Los criptocromos, los zeitlupes y las fototrogingue responden frente a luz azul
(A) y ultravioleta A (UV-A) (320 - 500 nm) (Larigt@nd Dunand, 2005).

- El UVRS8, que responde a la radiacion ultraviolBgUV-B) (282 — 320 nm)
(Rizzini et al, 2011)
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El andlisis de las respuestas a la luz se dificyla que algunos de estos
fotorreceptores presentan cierta redundancia dargion (Choryet al, 1996; Deng
and Quiail, 1999).

En Arabidopsis, los criptocromos son flavopradsicodificadas por los genes
CRY1ly CRYZ2 que participan en la fotomorfogénesis y el cdritvtoperiodico del
tiempo de floracion (Lyret al, 1998). Las fototropinas son codificadas por leses
PHOT1y PHOT2y son las encargadas de controlar el fototropisanapertura de los
estomas, el movimiento de los cloroplastos, la fads temprana de la inhibicion del
crecimiento del hipocotilo y la posicion de las dwj(Christieet al, 1998). Los
zeitlupe, ZTL, LKP2 y FKF1, participan en la singizacion del reloj circadiano y
estan vinculados a la induccion de la via fotopukce de la floracion (Baudrgt al,
2010). Los fitocromos en Arabidopsen codificados por 5 genes llamadftisYA
PHYB PHYC PHYDy PHYE(Clacket al, 1994) y se describen en mayor detalle a

continuacion.

Los Fitocromos

Los fitocromos son cromoproteinas (moléculas goebinan una parte
proteica o apoproteina y un cromoforo) diméricasfawnadas por dos polipéptidos
de aproximadamente 125 KDa. Cada monémero posegodaigios estructurales: el
carboxi terminal que media la dimerizacion y el monterminal que esta unido
covalentemente a un cromoforo, que es el respanskbla absorcion de la luz. El
cromoforo absorbe principalmente en R o RL, modifdo su conformacion. La
excitacion del cromoéforo altera la conformacionlaeapoproteina y, por ende, su

capacidad de accion biolégica (Quail, 1991).

Utilizando espectroscopia RMN se pudo deternuo@rel croméforo presente

en el fitocromo es un tetrapirrol, la fitocromobdi (RPB), unido a un residuo
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cisteina ubicado en el dominio N-terminal de la papteina (Terry, 1997). La
fitocromobilina se sintetiza en el plastido a paté acido aminolevulinico y luego en
el citoplasma se produce la unidon con la apopratéommando la molécula del

fitocromo con la conformacion Prerry, 1997).

La molécula del fitocromo tiene la capacidad deterconvertirse
reversiblemente en dos conformaciones frente ddaraion de distinta calidad de
luz: la conformacién Pr, que absorbe maximamente,enla conformacion Pfr, que
absorbe maximamente en RL (Frankhauser and Ch88y)1Los fitocromos son
sintetizados en el citoplasma en la forma Pr ybabeber luz pasan a su forma Pfr
para asi migrar al nucleo (Nagy al, 2001). Se considera que la forma activa es la
Pfr debido a que muchas respuestas fisioldgicapsmonovidas por la luz roja. Dado
gue los mutantes de fitocromos no presentan femeigible en oscuridad (donde se
encuentran como Pr) se desprende que la formavaad el PrEigura 1.1).

@ Iz }'thl

. , Iz roja lejana -
Inactiva : activa

Figura 1.1: Formas Interconvertibles del Fitocromo.
Ambas se encuentran en equilibrio y son intercdibtes: la Rconvierte a Pr e
Pfry la RL convierte a Pfr en Pr.

En plantulas crecidas en oscuridad, los fitocr®®s® encuentran en su forma
inactiva Pr. Cuando dichas plantulas son expuest&s la conformacion Pr se
convierte a la forma activa Pfr. Dado que la fadonersion es foto-reversible, al
exponer a las plantulas a RL, se revierte la comdoion Pfr a Pr (Wang and Deng,
2003). La interconversion entre las dos conformeesacesta dada por un cambio en el
isbmero de la conformacians (en la forma Pfr) &rans (en la forma Pr) (Wang and
Deng, 2002; Cheet al, 2004) Figura 1.2). El pasaje de la conformacion Pfr a Pr
puede estar dado, en algunos casos, de una magdsrdenta en ausencia de luz

(reversion oscura).
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apoproteina apoproteina

Figura 1.2: Interconversion de las Conformacione€isy Trans
del cromoforo de los fitocromos
(Adaptado de Wang and Deng, 2002).

Los espectros de absorcion de Pr y Pfr se solapabuena parte, lo que
significa que la forma Pfr coexiste siempre corfdana Pr en un foto-equilibrio
dindmico entre dichas conformacionégg(ra 1.3). La proporcion de Pfr respecto al
fitocromo total (porcentaje de Pfr o Pfr/P) depeddda composicion espectral de la
luz (Mancinelli, 1994). De este modo, la luz mommaética de 660 nm (R) convierte
un 87% del fitocromo a la forma Pfr, mientras que inonocromatica de 730 nm
(RL) convierte sélo un 3% del fitocromo a la forff. Por otro lado, el porcentaje
de Pfr establecido por la luz policromatica soktaeleterminado principalmente por
la proporcion R/RL de la luz incidente (Mancinelli994). Cuanto mayor sea la
relacion R/RL, mayor sera el la proporcion Pfr/P.lo& efectos de esta tesis, es
importante notar que si bien la RL establece umg@rcion baja de Pfr, en casos
especificos esta pequefia proporcion de Pfr esdiialmente relevante cuando se la

compara con la ausencia de Pfr que ocurre en dscliotal.
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Figura 1.3: Espectro de Absorcidon de las Conformaciones de I&stocromos
Pfry Pr

La forma Pr tiene su pico de absorcion en 660 hanBfr en 730 nm

(Adaptado de Wang and Deng, 2002)

Cascada de Sefializacion Mediada por Fitocromos

El fitocromo es el encargado de activar una eedafializacion iniciada por la
percepcion del estimulo luminico y culminada coaxpresion de genes responsables
del proceso de fotomorfogénesis (Martinez Gagtial, 2000). Estudios genéticos y
moleculares han puesto de manifiesto algunos demkesanismos y componentes

involucrados en la transduccion de sefales dattmsdmos.

La luz juega un rol fundamental en la traslocaciérios fitocromos al nacleo:
luego de que los mismos son sintetizados en gllagma en su forma Pr, se produce
su migracion al nacleo al pasar a la forma Pfr diela la absorcion de la luz.
(Sakamoto and Nagatani, 1996).
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Una vez dentro del nucleo, los fitocromos interacan directamente con
distintos factores de transcripcion. Los ensayosiade hibrido han sido de gran
utilidad para poder identificar proteinas que senua los fitocromos (Fankhaussr
al, 1999).

Los miembros de la familia de factores de traps@n llamados PIFs
(PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS) corresponden acttaes de
transcripcion del tipo bHLH ("Basic Helix-Loop-Hel) que se unen al fitocromo
s6lo en su conformacién activa Pfr (&li al, 1998). Los mismos interactian con la
forma activa de phyA (PIF1 y PIF3) o phyB (PIF1IFRIPIF4, PIF5 y PIF7) a través
de la unién al dominio N-terminal de la moléculdfitecromo (Khanneet al, 2006).
Los PIFs se encuentran constitutivamente en eknlglse unen especificamente al
motivo de ADN denominado G-Box (CACGTG) presente lesm promotores de
varios genes regulados por la luz (Skeeml, 2007). Se ha demostrado que la unién
del fitocromo a los factores PIF1 o PIF3 permitéokforilacion rapida de los mismos
y su posterior degradacion a travées del sistemguithia-proteosoma (Al-Sadst al,
2006). Estudios con mutantes multiples indican dpe PIFs son reguladores
negativos de la fotomorfogénesis en oscuridad, ddongue su inactivacién por
fitocromos permite la fotomorfogénesis (Stetml 2007; Leivaret al, 2008). PIF7 se
comporta de manera similar, aunque no presentarilagion ni degradacion
significativa cuando se une a phyB (Leietral, 2008). Se ha demostrado que PIF1
inhibe la germinacion y esta ocurre cuando se imdacegradacion de PIF1 al unirse
con phyA (Huget al 2004). Estudios de la funcion de PIF3 a travéslade
caracterizacion de mutantes deficiente®te3 y el uso de sobre-expresantes de este
gen, mostraron que PIF3 regula negativamente lagaton del hipocotilo y la

apertura de los cotiledones mediada por phyB (Mehét 2004).

Una segunda gran via de accion de los fotorreceptinvolucra a COP1
("CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1"). COP1 es unaofgina de

ubicacién nucleo-citoplasmatica que reprime la rfaidogénesis en oscuridad,
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actuando rio abajo de los fitocromos y criptocrorfidsnget al, 1991). Este factor
tiene actividad E3 ubiquitina ligasa. El efecto reor de COP1 sobre la
fotomorfogénesis en oscuridad se produce por suaction directa con reguladores
positivos de la fotomorfogénesis. Por ejemplo, doa€OP1 interacciona con el
regulador positivo HY5 (ELONGATED HYPOCOTYL 5), emismo queda
ubiquitinado para su posterior degradacion poraigasoma 26S (Holmt al, 2002).
Ante la percepcion luminica, se induce la locaiiade COP1 hacia el citoplasma,
incrementando la abundancia de factores de traos@ni positivos para la
fotomorfogénesis en el nucleo, permitiendo asi lampcion de las respuestas
inducidas por luz (Paciet al 2014). Los mutantesop junto con los mutantedet
("DE-ETIOLATED") (Cabrera y Poclet al, 1993) yfus ("FUSCA") (Miseraet al,
1994) conforman el grupo de mutantes fotomorfogenigue presentan alteraciones
en su desarrollo en la oscuridad. La mutanf@det/fugpresenta un fenotipo tipico de
una respuesta fotomorfogénica constitutiva: cotiftes abiertos, hipocotilos cortos,
cloroplastos diferenciados, y activacion de gereesedpuesta a luz (Wei and Deng,
1996). El fenotipo de estos mutantes es un claficiomde que las proteinas normales
COP/DET/FUS actuan como reguladores negativos detdmorfogénesis. De este
modo, la fotomorfogénesis es reprimida en oscurigad PIFs y COP1, y la
activacion de los fitocromos por la luz contribwy&a represion de PIFs y COP1 y al

progreso de la fotomorfogénesis.

Experimentos de cuantificacion de la expresion @genén respuesta a
tratamientos luminicos han mostrado que dentrogdghbo de genes que varia su
expresion rapidamente (a la hora de iniciado ehrmeento), el 44% codifica para

putativos factores de transcripcion (Teppermaal, 2001).
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Procesos de Etiolacion y Des-etiolacion

La luz tiene un papel muy importante en el periedtre la germinacion y el
desarrollo de las primeras hojas verdaderas. Daresie tiempo, la plantula debe
alcanzar la capacidad fotosintética (NemhauserGimaty, 2002). La planta puede
adquirir morfologias muy distintas si es crecida @sturidad (condicidbn que
experimenta la plantula antes de emerger) o bajdlicmnes de luz (a la que los

Organos aeéreos son expuestos al emerger).

En oscuridad se lleva a cabo el proceso de eibwia durante el cual la
plantula (tomando como ejemplrabidopsis thalianpva a tener un crecimiento
caracterizado por un largo hipocotilo, cotiledonesados, raiz poco desarrollada y
desarrollo de los proplastidos en etioplastos. &mtraste, cuando la plantula es
expuesta a la luz, se produce el proceso de ddaafin, en el cual la plantula va a
tener un hipocotilo corto, cotiledones abiertoxyamdidos, un sistema radicular bien
desarrollado y desarrollo de los proplastidos emoglastos madurod-igura 1.4)
(Choryet al, 1996; Wang and Deng, 2003). Este proceso de ddaetdn es el que
le permite a la planta alcanzar el estado fotoeft{Franklin and Quail, 2010). En
condiciones naturales, cuando los érganos aéreanzan la superficie, la luz activa
a los fotorreceptores como el phyA, el phyB y addptocromos, y en respuesta a
este estimulo los cotiledones se expanden y serdiésgda capacidad fotosintética.
Al mismo tiempo, el hipocotilo, que venia crecientimn una alta tasa, frena su

extension al alcanzar la superficie.
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Oscuridad

Figura 1.4: Procesos de Etiolacion y Des-etiolacion

Se muestra el crecimiento de la plantula en préselecluz, donde se produce
proceso de des-etiolacion (deregha en ausencia de luz, donde se produc
proceso de etiolacion (izquierda).

(Adaptado de Nemhau¢and Chor, 2002.

Ademas del proceso de des-etiolacidon, la inforamagrovista por la luz
puede controlar procesos fundamentales del crecimig del desarrollo de las
plantas. En muchas malezas, la germinacién dedasllas es promovida por la
exposicién a la luz. En muchos casos, exposicionag breves, como las que
ocurren durante la remocion del suelo, son sufieencomo para inducir la

germinacion de semillas que luego quedan enterexdisoscuridad del suelo.

Las sefales provistas por la luz son tambiénialagcen etapas posteriores.
Cuando la planta se encuentra rodeada 0 sombreagdaptas vecinas, su ambiente
se vera proporcionalmente enriquecido en RL, ya gsi& banda espectral es
pobremente absorbida por los pigmentos fotosimgtae las plantas vecinas y es
mas fuertemente reflejado y transmitido. Un candrida relacion de R/RL de 1,2 a
0,8 puede alterar radicalmente el habito de cresituide una plantula (Casal, 2013).
Una alta relacion de R/RL mantiene inhibido el creento del hipocotilo y favorece

una posicion plandfila de las hojas, mientras queerelacion baja de R/RL promueve
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la elongacion del mismo, favorece una posicion ex@stofila de las hojas y en
algunas especies adelanta la floracion. Finalmehtiatoperiodo (nimero de horas
de luz por dia) controla el momento de floracion péentas de dia largo (como
Arabidopsis y trigo) o de dia corto (como arrozoyay (Mukherjee and Burglin,

2007).

Se han realizado numerosas caracterizacioneslam¢ulps de Arabidopsis
mutantes en determinados fitocromos para visuabzaivel fenotipico los efectos
gue poseen cada uno de ellos. En luz blanca, haymarcada redundancia de la

accion de los fitocromos, que se pone de manifiekttbservar que las mutaciones

tienen mas efecto cuando otros fitocromos ya estdtados Figura 1.5) (Franklin
and Quail, 2010

Figura 1.5: Andlisis de Distintas Plantulas Mutants de los Fitocromos

Las plantulas fueron crecidas en fotoperiodos der8s de luz blanca a 120 ur
m? s*. Genotipo salvaje (A), mutanghyA (B), mutantgphyB (C), triple mutant:
phyB phyD phyHED), triple mutantephyA phyB phyEE) y cuadruple mutan
phyA phyB phyD phyE). La barra representa una escala de 5 mm.
(Adaptado de Franklin and Quail, 2010)

En el andlisis de la mutante deficiente de phyaitantesphyA), la plantula
presenta un fenotipo de des-etiolacion similarbsleovado en la planta salvaje, tanto

en luz banca como en (Rigura 1.5 B). Cuando dichas mutantes son crecidas en RL
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continuo se caracterizan por presentar un fenatmpopletamente etiolado, indicando
que la principal funcién del phyA es el procesalds-etiolacion.

El phyB es el principal regulador de la respuésate a luz blanca y R. Las
mutantesphyB se caracterizan por un largo hipocotilo, redua@spansion de los
cotiledones y reducida sintesis de clorofffgg(ira 1.5 C). Se cree que el phyB y el
phyA poseen un rol redundante en la respuestaefranuz R con respecto a la
elongacion del hipocotilo y la expansion de losledbnes. Plantulas deficientes en
los phyA y phyB presentan hipocotilos mas elongados y duiles de menor
tamafio cuando se las compara con la plantula defecien phyB, lo que estaria
indicando que hay determinados roles de phyA gquensaentran enmascarados por

la presencia de phyB-igura 1.5 D, Ey F).

El phyA es el mas abundante en plantulas cre@dagscuridad, y su nivel
disminuye mas de 100 veces cuando éstas son eapuastia luz, por una
combinacion en la regulacion tanto a nivel tramsional como post-transcripcional,
razén por la cual se lo clasifica como fitocromioilla la luz (Hirschfelcet al, 1996).
Por otro lado, en plantulas crecidas en presereciazj el phyB es el mas abundante
(Hirschfeldet al, 1996).

Modos de Accion del Fitocromo

El fitocromo media tres tipos de respuestas fologicas, comunmente
llamadas modos de accion del fitocromo: las respaesbaja fluencia o “low fluence
responses” (LFRs), las respuestas a muy baja dehdla o “very low fluence
responses” (VLFRS), y las respuestas a alta imatheo “high irradiance responses”
(HIRs). Estudios genéticos en mutantes de fitocrdmérabidopsis demuestran que
el phyA es el responsable de las respuestas VLARY mientras que el phyB es el

responsable de la respuesta LFR (Deng and Qu&i®)19
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Las LFRs son las respuestas clasicas del fitocraqone presentan
reversibilidad de R/RL. El hecho de que una detesa respuesta sea producida por
R y revertida por RL es marca incuestionable dedeién del fitocromo como
fotorreceptor, ya que existe una relacion entmrespuesta y la cantidad de fitocromo
en la forma Pfr. Usualmente, comparando contrarglast de oscuridad, un pulso de
R es suficiente como para inducir una respuestggede ser revertida por un pulso
de RL. Ademas, se cumple la ley de reciprocidashddda respuesta es la misma
cuando (dentro de cierto rango) se aumenta el taegrradiacion y se disminuye la
intensidad en forma proporcional; es decir cuarglonantiene el nimero total de
fotones (Casadt al, 1998).

Las VLFRs no son respuestas reversibles por Rlm@ios no totalmente
reversibles), debido a que pueden ser inducidasip@mplio espectro de radiacion
que va desde los 300 nm a los 780 nm. Este tipoedpuestas mediadas por
fitocromo son técnicamente irreversibles o solociphmente reversibles, pero no
porque no dependan de los niveles de Pfr/P, singupose saturan a niveles muy
bajos de Pfr: la fuente mas pura de RL es capazatkicir niveles suficientes de Pfr
como para, en muchos casos, saturar la respuedt®.VlLa germinacién de las
semillas de Arabidopsis es estimulada por R; sitbaggo, cuando se grafica el
porcentaje de germinacion en funcion del logaritteola relacion Pfr/P, se obtiene
una curva que presenta dos fases (Cesall, 1998): la primera fase se satura a
niveles de Pfr/P muy bajos y llega aproximadamenten 40 % de germinacion,
mientras que la segunda fase se satura con nidel®sr/P més altos y llega casi al
100 % de germinaciéon. La primera fase correspondeaaVLFR, que incluso se

satura con un pulso de RL que produce menos dele3Psr (Mancinelli, 1994).

Las HIRs se definen como la diferencia entrefette de los tratamientos
continuos y pulsos horarios con luz de igual cong@s espectral y fluencia, donde
la luz continua es mas eficaz que los pulsos (Cesall 1998). Es decir, son

respuestas que requieren intensidades de luz vestagnte altas y tiempos de
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exposicién prolongados, en las que no se cumpéy lde reciprocidad (salvo que los
pulsos de luz sean muy frecuentes) y que se oblsgmacipalmente en plantas
etioladas (Jordaet al, 1995). La zona del espectro del RL es la mastiefeen
inducir este tipo de respuesta. Por ejemplo, 18s$de irradiacion con RL producen
una fuerte inhibicion de la elongacion del hipdooten plantas etioladas de
Arabidopsis, pero no puede lograrse el mismo efeatol8 horas de R (Jordanal,
1995). Ha sido un desafio explicar este tipo dpuestas, donde el RL es mas
efectivo que el R, teniendo en cuenta las propesiddsicas del fitocromo, ya qae
priori podria esperarse que la R sea mas efectiva qrle. I8in embargo, no quedan
dudas que el fitocromo es el fotorreceptor invaddor y se ha avanzado en el
entendimiento de las bases moleculares y celulates sus caracteristicas

fotobioldgicas.

Cuando se cultivan plantulas de genotipo salvajRlese observa la apertura
de los cotiledones y una inhibicién notoria dergdaniento del hipocotilo (respuesta
HIR caracteristica). En esas condiciones, mutgitgdmuestran un fenotipo similar
al de las plantas normales cultivadas en oscufiéigdira 1.6). Sin embargo, cuando
ambas son cultivadas en luz blanca, no se obsefeantipos claramente
diferenciables entre las plantulas normales y latanesphyA (Deheshet al, 1993;
Parks and Quail, 1993). Las plantas sobre-expresadé phyA muestran una
exacerbada respuesta a RL, una respuesta de fipquel inclusive puede observarse
en plantas des-etioladas (Whitelaet al 1993; McCormacet al 1992).
Fenotipicamente, presentan hipocotilos mas cortts laz, enanismo, hojas mas
verdes y senescencia retrasada (Boylan and Q88il,; Cherryet al, 1991; Jordaet
al, 1995). En conjunto, todos estos datos demuegtrarel phyA es el fotorreceptor

gue percibe las respuestas HIR bajo condicionéd.de

Las longitudes de onda entre los picos de alisome Pr y Pfr son las mas
eficaces para causar HIR. Para lograr una maxitnadsd del phyA, se necesita del

ciclado continuo entre Pr y Pfr (Rausenbergerl 2011). El Pfr se produce por
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fotoconversion a partir del Pr citoplasmatico. Bdtaen su forma activa, la molécula
del fitocromo se une al complejo proteico FHY1/Fpi&ra migrar al ndcleo. En el
nacleo, la luz es necesaria para transformar PRr a liberarlo del complejo
FHY1/FHL. Entonces, la luz es requerida nuevamepta producir la
fotoconversion de Pr a Pfr. Por lo tanto, el hedaoque las altas irradiancias
permitan la acumulacion de Pfr nuclear mediantaigiento de la fotoconversion y la
separacion del complejo FHY1/FHL, es indicadoraléuerte dependencia que tiene
la respuesta HIR de la tasa de fluencia (Rauseebetgal 2011). Por otro lado,
como el pico de absorcion efectivo y necesario phaciclado continuo entre Pry Pfr
se encuentra entre los picos de absorcién de diohasas interconvertibles, el RL es

mas eficiente que el R para la respuesta HIR (Rdesgeret al, 2011).

En resumen:

e Las LFRs se caracterizan por mostrar reciprociadce da intensidad y el tiempo
de irradiacion, ademas de que son efectivas emptisroortos de exposicion. Es el
caso tipico que presenta la reversibilidad R/RInd#ose necesita alto Pfr en corto

tiempo lo cual se induce, por ejemplo, por pulsafd

e Las VLFRs se inician por intensidades muy baja®@D0veces menor que la LFR),
hay induccion por RL y en consecuencia ausencigewersibilidad R/RL. Esto se
debe a que pequefas cantidades de Pfr (0.01%i serfiaientes para activar este

tipo de respuesta.

¢ Las HIRs requieren exposiciones prolongadas azldéualta fluencia. Dependen de
la longitud de onda, irradiancia, y duracion datamiento luminico y no muestran

reciprocidad R/RL, salvo que los pulsos de luz sean frecuentes.

Los tres modos de accion del fitocromo represetras niveles diferentes de

sensibilidad a la luz. El hecho de que las plaptzsean un sistema con multiples
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niveles de sensibilidad a la luz, les permite raaliajustes en los procesos de
crecimiento y desarrollo que necesitan ser modibsade acuerdo a las condiciones

ambientales imperantes en las que se encuentrealétal 2013).

Los Gened_hcb son Regulados por la Luz

Los primeros genes estudiados que mostraron regnlpor la luz fueron los
genesLhch, también conocidos anteriormente co@ab (“Chlorophyll a/b-binding
proteins”), que codifican para las proteinas LHCight-Harvesting Complex”)
(Tobin and Silverthorne, 1985). Se midi6 la conribn de ARNm en plantas
cultivadas a la luz o en oscuridad para dichos ggree demostré que el incremento
de la concentracibn de ARNm era debido a un aundmia transcripcion, mediada
por fitocromo. La concentracién de ARNm de los gdreb es bastante alta, lo que
permitid6 el clonado y la caracterizacion de lospeesivos ADNc (Tobin and
Silverthorne, 1985). Los mismos estan codificadoskenucleo y su organizacion

gendmica varia entre especies, aunque todos pegteadamilias de genes.

Las regiones codificantes de estos genes estanesita conservadas, como
por ejemplo, el motivo de union del factor de taipxion CCA1L, el cual regula el
ritmo circadiano (Wang and Tobin, 1998). Este fuprener caso reportado donde se
pudo ver concretamente una analogia lineal entredeén de codigo del ADN, el
factor de transcripcién que se le une y la sefi@ deriva de dicha union. El
descubrimiento de nuevos factores de transcripsaove favorecido con la técnica de
simple hibrido en levaduras (“one-hybrid”). El "sening” mediante la técnica de
simple hibrido en levaduras es un poderoso métata plentificar factores de
transcripcion heter6logos que puedan interactuasemuencias especificas de ADN

regulatorias de interés.
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Una de las técnicas empleadas en el estudio deetasnes reguladoras
ubicadas “rio arriba” de la region codificante gebmotor del gerLhcb1*2 es la
utilizacion de fusiones con genes reporteros. (glucuronidasa(GUS) es una
enzima de origen bacteriano, que esta ausenteaataplvasculares y es uno de los
genes mas utilizados como reportero (Jefferson7)19& actividad de estos genes
sirve como medida de la transcripcibn mediada popromotor. Se han realizado
numerosos experimentos sometiendo a diferenteantiattos de luz plantas de
tabaco y de Arabidopsis que expresaban la congiruchcb:GUS(promotor del gen

Lhcbfusionado al gen de fa-glucurnidasa.

Se ha observado que la regulacion de la expresdnsdgenes.hcb ocurre
principalmente a nivel transcripcional. La curvardspuesta de los genkbcb de
tabaco a distintas cantidades de R mostré dos:fesgsimera corresponde a una
VLFR, no reversible por RL (activada por muy bagatedad de luz) mientras que la
segunda se trata de una LFR, reversible por RLd@est al 1997). Se demostro
también que los genédicb responden a RL continuo, evidenciando asi la exisa
de una respuesta del tipo HIR (Cerddral 1997). Estos datos en conjunto, indican
que los genekhcbresponden a los tres modos de accion del fitocri@eodanet al
1997).

La actividad del promotor del gebhcbl*2 de tabaco fusionado al gen
repotero de lg-glucuronidasaresponde a la sefial luminica percibida por phyA y
phyB en plantas transgénicas de Arabidopsis o talf@erdanet al 1999). Las
respuestas VLFR y HIR inducidas por pulsos de luz yRpor RL continuo,
respectivamente, se encuentran ausentes en mufantdspero son normales en
plantas mutantephyB Inversamente, la respuesta de baja fluencia (LR&)cida
por pulsos de luz roja se encuentra ausente emnteafzhyB pero es fuerte en las
mutantesphyA (Figura 1.7). La LFR se expresa como la diferencia entre las
respuestas a pulsos de R menos los pulsos RL JRetémo la diferencia entre las
respuestas a RL continuo menos pulsos de RL.
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Figura 1.7: Expresion del PromotorLhcb1*2 Bajo los Modcs de Accidon de
Fitocromo

Medida de la actividad GUS de plantas trangéniea&rdbidospsis que presen
el fragmento de -752 a +67 del promotor de talawechl1*2 fusionado al ge
reporterogusAy que fueron expuestas a pulsos de RL, pulsos, grilBos & R
seguido inmediatamente de RL, RL continuo, 0 quenprecieron en oscuride
Fueron inducidas plantulas normales (control) yanigsphyA-211y phyB9. Los
datos son los promedios £SE de cuatro o cincoicepe¢s. Ladlechas indican |
magnitud de las respuestas LFR y HIR.

Adaptado de Cerdan PD, Staneloni RJ, Ortega J, 8Mig, Rodriguez Batiller
Maria José Sanchez R and Casal JJ; 2000.

Sin embargo, esta evidencia no es concluyentpeces al punto de

convergencia de la sefalizacion de phyA y phyB Eemremotor Lhcb1*2 No

obstante, resulta evidente que el phyA inicia urescada de sefalizacion

independiente de la cadena de transduccion inigg@@dghyB para la LFR, pero se

desconoce si las respuestas VLFR y HIR del phyApaosten la misma cascada de

sefalizacion o si la misma diverge en alguna afeda misma.
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OBJETIVOS

El objetivo principal es evaluar si existen vi@ssefializacion especificas para

las HIR comparadas con las VLFR de phyA

Objetivos especificos:

El primer objetivo especifico fue planteadopriori, mientras que los dos
restantes fueron planteados durante el desarrella tesis, cada uno de ellos como
pasos considerados logicos luego del alcanzarjetivd previo.

« Establecer si en el promotbhcb1*2 existen secuencias especificas para HIR:
estudiar comparativamente las VLFR, LFR y HIR eanfds transgénicas de
Arabidopsis thaliana que expresan diferentes deleciones y sustitusiated

promotor del gehcb1*2de tabaco fusionadas al gen dg-@glucuronidasa

% Identificar factores de transcripcién que intefl@ct con secuencias del promotor
Lhcb1*2 especificas para HIR: realizar un “screening” raeth la técnica de
simple hibrido en levaduras para identificar lostdees de transcripcion

buscados.

+ Establecer si el factor de transcripcion que au#ra con secuencias del
promotor del gerLhcb1*2 requeridas para HIR es necesario para HIR: estudia
VLFR, LFR y HIR en mutantes dArabidopsis thalianade dicho factor de

transcripcion.
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MATERIALES
Y
METODOS
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CONSTRUCCIONES GENOMICAS

PLASMIDOS UTILIZADOS

Las construcciones correspondientes tanto a &ecidnes como a las
sustituciones del promotor del gehcb1*2 primero fueron armadas en un plasmido
de alto niumero de copias (pUC19) para luego sal@uddas en el plasmido de bajo
namero de copias (pBI101.2) usado para la transfoldn de las plantas via
Agrobacterium tumefaciergger mas adelante).

pUC19

El plasmido pUC19 (Genbank Accession #l09137)sgméa las siguientes

caracteristicagHgura 2.1).

e plasmido de 2686 bp

e de alto numero de copia

e confiere resistencia a ampicilina
e con origen de replicacion Col E1

e contiene un sitio de de clonado mdltiple
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oriR

AMPER

Figura 2.1: Esquema del plasmido puUC19

La franja azul corresponde al gen ldecZ la verde marca el Sitio de @ladc
Molecular (SCM), y la roja al gen de resistencidm@picilina usado para |
seleccion tanto eE.coli. El bloque negr simboliza el origen de replicacion (ori

pBI101.2

El plasmido pBI101.2 (Genbank Accession #Ul26@@kenta las siguientes

caracteristicagHjgura 2.2):.

e plasmido de 13,9 kb

e de bajo numero de copias

e confiere resistencia a kanamicina

e replica erEscherichia coly enAgrobacterium tumefaciens

e es utilizado para la transformacion de plantasigi@bacterium
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Figura 2.2: Esquema del plasmido pBI101.2

La flechas amarillas simbolizan los bordesedto e izquierdo, respectivamet
La franja azul corresponde al gen dg¢-glucuronidasalgusA, la verde al gen c
la neomicina fosfotransferasaptll) que le confiere a la planta la resistenc
kanamicina, y la roja al gen de resistencia a kaciaenusado para la selecci
tanto enE. coli como enA. tumefaciensLos bloaies negros representan
promotor de la nopalina sintetasa (NP) y sus reés@scterminadores (NT).

PREPARACION DE LOS PLASMIDOS

Los plasmidos fueron purificados a partir de cokivde Escherichia coli
HB101, segun se describi6 previamente (Sambreblal. 1989). En todas las
preparaciones, las células fueron cultivadas eriaridgia 37 °C toda una noche, con
agitacion permanente y en presencia de los antbgtorrespondientes: 250 pug/ml
de ampicilina para el pUC19 y sus derivados y 5(mligle kanamicina para el

pBI1101.2 y sus derivados.
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Maxi-preparaciones

Se utilizaron las maxi-preparaciones para purifice plasmidos de bajo
namero de copia, partiendo de 100 ml de cultivopitocolo que se siguio fue el

siguiente (todos los volumenes estan expresadosapar50 ml de cultivo):

e Centrifugar el cultivo a 5000 rpm por 5 min a 4 ®liminar el sobrenadante.
Resuspender el “pellet” en 2 ml de Solucion | eubar 5 min a temperatura
ambiente.

Solucion I: 50 mM de Tris-HCI pH 8 y 20 mM de f&DTA.

e Agregar 4 ml de Solucion Il, mezclar por inversiénincubar 10 min a
temperatura ambiente.

Solucion 11: 0,2 N de NaOH y 0,2 N de SDS 1% (I=lisalina).

e Agregar 3 ml de Solucion lll, mezclar por inversipa incubar 15 min en hielo.
Solucion 1ll: 3 M de 7,4 M de Acetato de Amonio.

e Centrifugar los tubos a 12000 rpm por 20 min a 4R€scatar el sobrenadante en
tubos nuevos. Agregar 10 pl de RNAsa (10 mg/ml)neubar 20 min a
temperatura ambiente.

e Centrifugar a 12000 rpm por 20 min a 4 °C. Rescaltasobrenadante en tubos
nuevos. Agregar 5 ml de Isopropanol, mezclar peersion e incubar 20 min a
temperatura ambiente.

e Centrifugar a 12000 rpm por 20 min. Descartar dbresmadante. Secar el
precipitado al vacio y resuspenderlo en 50 ml de TE.

TE: 10 mM de Tris-HCI pH 8 y 2 mM de MaDTA pH 8.
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Minipreparaciones

Se utilizaron las minipreparaciones para purifitas plasmidos de alto
namero de copia, partiendo de 5 ml de cultivo. [§ei& el protocolo descripto

anteriormente pero variando el volumen de las sohes:

200 pl de Solucién |

e 400 pl de Solucion I
e 300 pl de Solucion il
e 1 ulde RNAsa

e 500 pl de Isopropanol
e 20puldeTE

CONSTRUCCIONES UTILIZADAS

Las construcciones utilizadas que contienen lognfemtos con las distintas
deleciones y sustituciones del promdtbcb1*2 se amplificaron mediante técnica de
PCR y se fusionaron al extremo 5’ del gen reporgei®Acontenido en el plasmido
pBl 101.2. Las fusiones en dicho plasmido son, estido estricto, traduccionales
debido a que conservan el ATG (sitio de iniciactba la traduccion) del gen
Lhcb1*2

Deleciones del Promotothcbh1*2

Las deleciones del promotbhcb1*2 de -453 pb (pares de bases), -176 pb y -
134 pb (Figura 2.3), fueron realizadas por Pablo Cerdadn durante sus Tes
Doctorado en el laboratorio (Cerdénal, 2000); la delecion de -152 pb fue realizada

como parte de esta tesis. En ambos casos, sé utilizuego de “primers”: uno que
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hibridiza en distintas posiciones del promotor gieth Lhcb1*2 (-453 pb, -176 pb, -
152 pb, y -134 pb) y otro externo que hibridizarsadd plasmido.

Para cada una de las deleciones, se utilizastimidis “primers” flanqueantes

por el extremo 5’ junto el mismo primer flanqueapte el extremo 3’:

e Primers Gus 5 (ubicado rio abajo del sitio de i@stm para Bam HI)

433 CAB +6T Amfis GUS

H B E
o ATG
-176 167 ATG
H B E
* +67
-152 ATG
H B E

Figura 2.3: Deleciones del Promotothcb1*2

Los rectangulos rosados representan los distintosigiores del gemhcb1*2,
mientras que los azules simbolizan el gesA Los promotores truncados fuel
clonados dentro de los sitios de corte de las eawitind Il (H) y Bam H1 (B).
Las distintas construccioneficb1*2:GUS obtenidas estan subclonadas dent
los sitios de corte de las enzimas Hind Ill) (1 EcoR V (E) en el plasmic
pBI1101.2 usado para la transformacion de plan@égiobacterium tumefaciens
La flecha roja indica el primer flanqueante comdodas las deleciones.
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Sustituciones en el Promotor de 152 pb

Las sustituciones sobre el promotor de 152 pb seviglon con un solo juego
de primers: uno interno, que hibridiza sobre elnmtor del genLhcb1*2 y que
contiene las secuencias blanco ya sustiuidas,oyextierno, que hibridiza sobre el
plasmido Figura 2.4).

Para las distintas sustituciones en el promatat5® pb, se utilizaron distintos
“primers” flanqueantes por el extremo 5’, junton@smo primer flanqueante por el

extremo 3’

e Primer Gus 5 (ubicado rio abajo del sitio de resitbn para Bam HI)

A *
-152 2 gus 5
B - I

pUCI9 CAB 152

STst

Figura 2.4: Sustituciones en el Promotor de 453 pb

A) El “primer” H conteene el sitio de restriccion para la enzima Hindehl st
extremo 5’, seguido por el motivo “CCCC” que vaustguir las bases qt
quieren ser modificadas en el promotor del lgecb1*2 Se efectié una PC
por cada sustitucion.

B) El producto obtenido fue cortado con las enzimasiHliy BamHI.

C) Luego de aislar y extraer los productos por gehgErosa, los mismos fuer
ligados al plasmido pUC 19, el cual estaba previgeneon las enzimas que
encuentran en los extremos de los fragme
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Sustituciones en el Promotot.hcb1*2 de 453 pb

Las sustituciones dentro del promotdrcb1*2 de 453 pb(Figura 2.5) se
realizaron con dos juegos de "primers": dos extergae hibridizan con secuencias
del plasmido, y dos internos, que son especificasm gada sustitucion y que
contienen en su extremo 5' las secuencias blansbttusgias con un sitio de
restriccion. El posterior ligado de ambas consinres permite la reconstruccion del

fragmento.

El hecho de usar secuencias de corte para endienastriccion con el fin de
mutagenizar el promotor simplifico la busqueda a® dlones, ya que los mismos
podian ser cortados con la enzima en cuestion detasgr secuenciados. Se usaron
enzimas que reconocieran secuencias de 6 pb ydpmas dichas secuencias de
reconocimiento fueran bien distintas a la secuendginal del promotor del gen
Lhcb1*2

Para las distintas sustituciones en el promo®#83 pb, se utilizaron los

mismos “primers” flanqueantes:

e Primer 1233 (ubicado rio arriba del sitio de restdn para Hind Ill)

e Primer Gus 5 (ubicado rio abajo del sitio de resitbn para Bam HI)
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A =
) — e —
E? gus §
El
el —
B
. _ -
E2 ¥
H
C . CAB 453 4

SHST

Figura 2.5: Sustituciones en el Promotor de 453 pb

A) Los “primers” E1 y E2 comparten la secuencia dib sle restriccion en st
extremos 5’ y se posicionan en el lugar donde sdifioaran las bases ©
promotor del gerLhcb1*2 Los “primers” flanqueantes, indicadosncana
flecha roja, se situan por fuera de los sitiosadtriccion de las enzimas Hi
[ll'y Bam HI (H y B), que fueron utilizadas paraselbclonado. Se efectuar
dos PCRs por separado usando en cada una de tzsones un “primer
flanqueante y el correspondiente central que faersentido contrario.

B) Se obtuvieron dos productos de PCR que fueron dastaon las enzimi
Hindlll - E1 y BamHI - E2, respectivamente.

C) Luego de aislar y extraer los productos por gehgkrosa, los mismos fuer
ligados & plasmido pUC 19, el cual estaba previamente dorteon la:
enzimas que se encuentran en los extremos dealpsdénto:

OBTENCION DE LAS CONSTRUCCIONES

Obtencién y Comprobacion de los Fragmentos

Tanto la obtencion de los fragmentos como la cobgmidn de los mismos se
realizaron mediante técnica de PCR. Para la olitert® los fragmentos se utilizaron
los “primers” correspondientes para cada constomcgipara la comprobacion de los

mismos se utilizaron los “primers” flanqueantes3@8 GUS5). Aquellos clones que



42

resultaron positivos en el andlisis por PCR, sdizaton para preparar ADN
plasmidico y para secuenciar; para la secuenciagoutilizaron cualquiera de los

dos “primers” flanqueantes (1233 o GUS5).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

“Buffer” de PCR: 20 mM de Tris-HCI pH 8.4, 50 mM H€I

2 mM deMgC}

200 uM de cada dNTP

25 pmoles de cada “primer”

1 pl de plasmido (de una dilucion 1/20 de una ne@ppracion)
2,5 unidades de Taq Polimerasa

Volumen final: 25 ul

La mezcla de reaccion se calentd a 94 °C pomdyrae sometié a 30 ciclos de
30sega94°C,30segab5°Cy30sega72°C.

Purificacion y Ligado de los Fragmentos

Los fragmentos obtenidos en la reaccion de P@rofupurificados con una
mezcla de Fenol/Cloroformo para luego ser cortgaoslas enzimas de restriccion
correspondientes (generalmente se dejaban incubaoda una noche). Los
fragmentos ya cortados fueron corridos en un gelgdeosa al 2 % y fueron extraidas

las bandas que contenian a los mismos.

La purificacién de los fragmentos a partir dealgarosa se realizé de la

siguiente manera:
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e Una vez cortadas las bandas de DNA del gel de sgaas mismas se pesan y de
esta forma se calcula el volumen.

e Se agregan 4,5 volimenes de Nal 3 M y se incub® &C5 hasta disolver
completamente la agarosa (unos 10 min).

e Se deja enfriar a temperatura ambiente y se agrégdnde una suspension de
silica. Se deja 5 minutos a temperatura ambiente.

e Se centrifuga 5 segundos a maxima velocidad y seada el sobrenadante.

e Se lava el precipitado 3 veces con 400 pl de smhude lavado. Después de cada
lavado se centrifuga por 5 segundos a maxima \ddci
Solucién de Lavado: 100 mM de NaCl, 1 mM de EDTA % de Etanol, 10 mM
de TrisCl pH 7.5.

e Se resuspende el precipitado en 10 ul de aguadl esiécubar a 55 °C por 3-5
min.

e Se centrifuga 5 segundos a maxima velocidad y sel\sbrenadante

Finalmente los fragmentos cortados se ligan aplasmidos previamente

cortados mediante con la enzima T4 DNA Ligasa gastespondiente “buffer”.

INTRODUCCION DE PLASMIDOS EN BACTERIAS

Escherichia coliHB 101

La introduccion del plasmido pUC19 con las difées construcciones de
interés en la cepa descherichia coliHB 101 se realizé6 mediante “shock” térmico,
para lo cual se prepararon célulassdeoli competentes para dicho fin. La seleccién
se realiz6 mediante la resistencia a ampicilinar¢ador del plasmido) en 150 mg/L

de Ampicilina.
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Agrobacterium tumefacien&V 3101

La introduccion del plasmido pBI101.2 con lasedhtes construcciones de
interés en la cepa dAgrobacterium tumefacien&V 3101 se realiz6 mediante
electroporacion. Se prepararon células Agrobacterium competentes para
electroporacion y se procedid segun esta previamdescripto (Hooykaas and
Shilperoort, 1992). La seleccion se realizd meeiaat resistencia a kanamicina
(marcador del plasmido) y a gentamicina y rifammacimarcadores especificos de la
cepa GV 3101)

¢ Kanamicina: 50 mg/L
e Gentamicina: 25 mg/L

e Rifampicina: 100 mg/L
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TRANSFORMACION VIA AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

Agrobacterium tumefacieres una especie bacteriana patdogena de plantas con
amplio rango de huésped, principalmente gimnospesnticotiledéneas. El sintoma
caracteristico es un callo producido a causa dmiroiento descontrolado de las
células de la planta en el lugar mismo de la infecd.as cepas capaces de infectar a
las plantas llevan un plasmido de unas 250 kb Wmmplasmido Ti (“Tumor
induction”). Dicho plasmido contiene una region@ada como “T-ADN”, la cual es
transferida a la planta durante la infeccion. Econiento anormal de células se debe
a que el T-ADN contiene genes gue son capaces [pessxse en plantas y que

codifican para las enzimas del metabolismo hormonal

El T-ADN se encuentra flanqueado por dos bordestidggs e imperfectos, de
unas 25 bp, conocidos como borde derecho y bogireio. Dichos bordes son los
anicos elementos emwis necesarios para la transferencia (Tinland, 19%Gi.
embargo, la transferencia del T-ADN requiere dadeion ertrans de los gene¥ir
(“Virulencia”), los cuales se codifican fuera deARDN pero dentro del plasmido Ti.
Los gene¥/ir son necesarios para que se produzca el procasfedeion y para que
el T-ADN sea transportado desde la bacteria hacidaeo de la célula vegetal.

Las proteinas encargadas de escindir una de leenaadlel T-DNA del
plasmido Ti son las proteinas VirD1 y VirD2 (Tintgn1996). La proteina VirD2
permanece unida covalentemente al extremo 5’deDN-Aimple cadena a la vez que
la proteina VirE se une cooperativamente, formaasiaun complejo nucleoproteico
que protege al ADN del ataque de las nucleasaf®2V@s importante para que la
unién del borde derecho sea perfecta, es deci, gqueg no se produzcan deleciones
en el T-ADN. En cambio, en el borde izquierdo sagdeoducirse deleciones durante
la transferencia del T-ADN (Tinland, 1996).
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Se denomina sistema binario porque coexisten daésnmpiios enA.

tumefaciens

e Un plasmido Ti desarmado que no tiene el T-ADN pgre presenta la region Vir
intacta
e Otro plasmido que lleva los bordes del T-ADN flaegndo los genes que se

quieren introducir en la planta.

De esta forma, los productos de los genes Vir actimtrans para que el T-
ADN sea transferido a las células vegetales. Paeaegto ocurra, el plasmido que
lleva el T-ADN modificado debe ser capaz de repleaAgrobacterium tumefaciens
(Bevan, 1984).

PLANTAS TRANSGENICAS

Transformacion de Plantas

La plantas de ArabidopsisArabidopsis thaliana ecotipo Columbia) se
transformaron mediante el método de infiltraciénge gconsiste en introducir las
inflorescencias de la planta en un cultivo Aigrobacteriumen presencia de una

solucion de infiltracion que contiene el detergesitaet L-77 (Bechtolekt al, 1993).

Las semillas cosechadas de las plantas que fudtitradas fueron puestas a
germinar sobre un medio con kanamicina para ideatifaquellas plantulas que

habian incorporado la construccidfigura 2.6).
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Figura 2.6: Andlisis de Plantas Transgénicas por Rsencia de Kanamicina
La flecha roja indica la plantula resistente a kaicmma que luego fue
transplantada a tierra para obtener sus semillas.

Cultivo de Plantas

Las plantas de Arabisopsis fueron cultivadas a®22c2 con ciclos de 16 h de
luz blanca y 8 h de oscuridad, en una mezcla dé:furba, vermiculita y perlita, y
regadas cada 7 dias con solucion nutriente. Laslaerse cosecharon una vez secas
en tubos Eppendorf, donde permanecieron dos seraameasperatura ambiente para
completar la postmaduracion. Luego se conservardrekladera a 4 °C.

Preparacion de ADN Genomico de Plantas

Se prepar6 ADN de plantas éeabidopsis thalianamediante el método del

CTAB (Murray and Thompson, 1980) para ser usadooctamplado de PCR para el
posterior analisis de las plantas transgénicasiéibdo consiste en:
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e Machacar 5 mg de tejido fresco con 100 ul de “bUBET AB en tubos Kontes.
“Buffer” CTAB: 3 % de CTAB, 1,4 M de NaCl, 0,2 % d&mercaptoetanol, 20
mM de EDTA, 100 mM de TrisCl pH 8.

e Se adicionan otros 200 ul de “buffer” CTAB y sei@atla en bafio a 60 °C por 30
min.

e Se adicionan 300 pl de Cloroformo y se mezclaffidsss por inversion.

e Se centrifuga a 6000 rpm por 5 min a temperatutaiemte y se transfiere la fase
acuosa a un tubo nuevo.

e Se adiciona igual volumen de Isopropanol (300 pseydeja precipitar el ADN
por 15 min a temperatura ambiente.

e Se centrifuga a 6000 rpm por 15 min a temperatorthiente y se descarta el
sobrenadante.

e El precipitado se lava dos veces con Etanol al 7¢ #na vez con Etanol
Absoluto.

e Luego de secar el precipitado, el mismo se resaspen 25 ul de TE.

ANALISIS DE PLANTAS TRANSGENICAS

La confirmaciéon de que los fragmentos de promotan dos correctos se
realizd por PCR; se utilizaron los “primers” flamguntes 1233 y GUS descriptos
anteriormente. Los fragmentos obtenidos en todadin@as transgénicas utilizadas

coincidieron con el tamafo esperaég(ra 2.7).
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Figura 2.7: Andlisis por PCR Plantas Transgénicas

Se corrieron los productos en un gel de agarosa%ly luego se lo tifié cc
Bromuro de Etidio. La calle 1 corresponde al cdntregativo, las calles 2-
corresponden a los fragmentos amplificados corfdomers” 1233 y Gus 5 cc
los cuales se obtuvo el fragmento esperado de iappdamente 600 pb, la calle
es el control positivo de la reaccién y en la calee sembré el marcador de peso
molecular (100 b Ladder de Gibco)

En el caso de las sustituciones, los productos @ Be cortaron con las
enzimas de restriccion correspondientes para casia ¢ los fragmentos liberados
fueron del tamafio esperadéigura 2.8). Finalmente se secuenciaron los productos
de PCR y de este modo se confirmé que las plastaban transformadas con las
construcciones de interés.
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GO0 ph
500 ph

400 ph

200 ph

Figura 2.8: Analisis por Corte por Enzima de Restriccion de Rintas
Transgénicas

Se toma como ejemplo las lineas independientedaiéap de Arabidopsique
tiene sustituciones en el “GATA box” del promotal dyenLhcb1*2 (ver méas
adelante)Los fragmentos amplificados se separaron por electsis en geles (
agarosa al 2% el cual fue tefildo con Bromuro ddi&tEn las calles impare
estan sembrados los productos de PCR sin cortareguodos los casos tiene
tamafno aproximado de 600 pb, y en las pares losupiosl obtenidos del cor
con enzimas de restriccion, donde se liberan bgfentos esperados dad4pb y
200 pb aproximadamente. En la ultima calle se séngbrmarcador de pe:
molecular (100 bp Ladder de Gibco)

El andlisis del nimero de inserciones del transggmealizé por genética
clasica mediante la segregacion 3:1 del fenotipesistencia a kanamicina. Para ello
se sembraron cierto niumero de semillas obtenidasasidineas independientes
provenientes de la transformacion de plantas déidogasis viaAgrobacterium(F1)
en un medio con kanamicina y se observé la segri@yakcas lineas transgénicas
utilizadas fueron las que estrictamente presentanansegregacion 3:Figura 2.9).

El mismo analisis se realizo para el gen repordertas-glucuronidasamediante una

reaccion histoquimica para el mismo (Jeffersbal, 1987).



51

Figura 2.9: Esquema del Analisis de la Segregaci@e Plantas Transgénicas
F1: Alrededor de 1000 semillas obtenidas de la transdoron viaAgrobacterium
fueron sembradas en medio con el correspondientecad@ de seleccic
(kanamicina), de las cuales aproximadamente 3 oriuesistentes.

F2: 32 semillas provenientes de cada linea indepetadiehtenida fuerol
sembradas nuevamente en medio con kanamicina yoseErvd su patron
segregacion: se seleccionaron solamente aquellpmpsentadn estrictament
una segregacion 3:1. De este modo, se asegurd terersola insercién d
transgén.

F3: Aproximadamente 10 plantulas resistentes por tiaga independiente q
pertenecian a los grupos que presentaba la segredat, fueron transplaadas
y su semillas fueron colectadas. Se sembraron mesva 32 semillas en |
medio con kanamicina y se observo su segregacidselsccionaron aquellas ¢
precisamente no presentaban ningun tipo de segbeg@ie este modo se aseg
tener la planta homocigota para el transgén.
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EXPERIMENTOS FISIOLOGICOS

Condiciones de los Experimentos Fisiolégicos

Para las mediciones de GUS, las plantas Adabidopsis thaliana se
sembraron de 50 a 100 semillas en cajas de plagiitan soporte de agar al 0.8%,
como se describié previamente. Las semillas fuamonbadas a 4 °C en oscuridad
por tres dias, inducidas a germinar con 30 mirudeRl e incubadas en oscuridad a 22
°C por 48 horas, donde comenzaron los tratamigmio24 horas. Finalmente, las

plantulas fueron cosechadas al tercer dia de taigacion.

Para los experimentos de longitud de hipocoséosembraron 15 semillas de
cada mutante junto con el genotipo salvaje en degasparentes de plastico con un
soporte de agar al 0.8 %. Las semillas fueron iigdigsca germinar con 30 min de luz
R e incubadas en oscuridad a 22 °C por 24 horagd,wurante 3 dias seguidos las
cajas se expusieron a los distintos tratamientodnicos o fueron mantenidas en
oscuridad como control. El largo del hipocotilorsilié con regla con una precision
de 0,5 mm y se promediaron los valores de las dftydas mas altas.

Para los experimentos en que se estudio la nogiitolde la roseta, plantulas
de 7 dias de edad crecidas en placas de Petrinceaporte de agar al 0.8 %, fueron
transplantadas en potes de plastico con mezclasSmiltivd 22-25 °C con ciclos de
16 h de luz blanca y 8 h de oscuridad hasta quenzdecon los 28 dias de edad,

momento en el cual se midié el diametro de la eoseh regla.
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Fuentes de luz

Las fuentes de luz utilizadas en la mayor partlsl@xperimentos fueron las

siguientes (en casos especiales, se detalla opontmie):

e Fuente de luz RL: Pfr/P = 10 %, 100 umot.st; lamparas incandescentes de
150 W en combinacion con un filtro de agua de 8 das, acetatos rojos y seis
filtros de acrilico azules (“La Casa del Acetat®aolini 2031, Buenos Aires,
Argentina) (Casal, 1995).

e Fuente de luz R: Pfr/P = 87 %, 30 umof.s1, maxima emisién a 662 nm; tubos
fluorescentes rojos de 40W (Phillips 40/15) (Casall, 1991).

Los espectros de emision y los calculos de PfuBron publicados
anteriormente (Casat al, 1991; Casal, 1995).

Se utilizaron pulsos horarios de 3 min de RL parducir VLFR en
comparacion con los controles de oscuridad, pufemarios de 3 min de R para
inducir LFR en comparaciéon con los pulsos horadesRL, y RL continuo para

generar HIR en comparacion con los pulsos de RL.

Medicion de g-glucuronidasa

Las plantas de Arabidopsis thalianga una vez cosechadas fueron
homogeneizadas en tubos Kontes (uno por cada ceja)50ul de “buffer” de
extraccion en frio (50 mM de “buffer” fosfato pHI) mMM de NgEDTA, 10mM de
3-mercaptoetanol, 0,1 % de Sarcosyl y 0,1 % dedfyitLos extractos fueron
centrifugados a 4 °C a maxima velocidad por 10 ynims sobrenadantes guardados

en tubos nuevos a —70 °C hasta su empleo (usu&mamios de una semana).



54

¢ La actividadR-glucuronidasase midio segun lo descripto por Jefferson (Jefferso
et al, 1987), con 4- methylumbelliferone (MU) como sagiry utilizando 5 pl de

extracto.

e La concentracion de proteinas fue medida utilizagldoétodo de Lowry (Lowret

al, 1951), modificado para microplaca y utilizando3del de extracto.
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SIMPLE HIBRIDO EN LEVADURAS

En el “screening” mediante la técnica del simpidrido en levaduras,
bibliotecas de ADNc son analizadas usando genesrtegps especificos de
levaduras. La deteccion de la interaccion entrefagtor de transcripcion y la
secuencia “bait” se produce por el crecimiento tpasidebido a la activacion del
marcador de seleccion HIS3 (Sambredlal. 1989) Figura 2.10).

GAL4 AD fremsformacian

biblioteca de

oFi ‘ T
ori § ADN

u -~

‘. -7 ~

2 -~ e

-
- N
-
- franscripeion si la profeina
- % Galdp del hibrido intemectiia
- AD con ke secuencia "hait" A
-~ N

biblioteca dz
profeinas
——— e ! :.

vector del dominio de
activacidn de GAL 4 {AD)

seleccidn por crecimiento positive
en placas de medio minime His” Len™3AT |

Figura 2.10: Descripcion Esquematica deMétodo de Simple Hibrido en
Levaduras para la ldentificacion de Factores de Trascripcion u Otras
Proteinas de Union a ADN

Se necesita una biblioteca de expresiéon de ADNroatg un vectofshuttle” de
expresion tanto erk. coli como en levaduras. EI ADNc se expresa bealid
promotor de levadura ADH1 y esta unido la secuencia del dominio
activacion (AD) del factor de transcripcion Gal4ion una biblioteca de ADN
unidireccional, unadercera parte de los clones producen fusiones eooncan le
secuencia de codigo del AD (proteinas hibridasXetaccion de la interacciGe
da via la activacién del marcador del crecimient83 El reconocimiento ja
unidon de un factor de transcripcide la secuencia “bait” clonada rio arriba
gen HIS3, resultara en la expresion de HIS3. Estoc@amplementacon la
mutacion cromosomadlis3, demodo tal de permitir la formacion de colonias
un medio deficiente de histidina. El marcador LE&2el vector de la bibliotec
de ADN complementa para una mutacion cromosémic ganleu?2.
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El reportero de levaduras se construye usandsstema de vectores de dos
componentes: pHIS3/pINT. La secuencia “bait” esnatta rio arriba del gen
reportero HIS3 en el vector pHIS3 y los “cassettps® contienen el reportero HIS3
con la secuencia “bait” son transferidos al ved®rintegracion pINT (Sambroait
al. 1989) Figura 2.11).
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Clonado del Gen Reportero HIS3 en el SCM del Plasmido pIINT

N""'B"y Noti-Xbal
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BamHI 950
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Figura 2.11 Sistema del Vector de Dos Componentes pHIS3/pINTdara la
Construccion del reportero de levadura para el Proedimiento de Simple
Hibrido.

Los plasmidos pHIS3NB y pHIS3NX del reportero HiS8basan eal plasmidc
SK Il Bluescript (Stratagene). El g¢tiS3 es precedido por su propio prome
minimo y un sitio de clonado multiple con varioos Unicos para la insercion de
la secuencia “bait”. Los insertos se secuenciandgsal “primer” reversa del M13
(1233). El plasmido pINT1l se basa en el plasmmdC29 y contiene Ie
secuencias necesarias para la integracion en lesdn elocus PDC6 median
un doble entrecruzamiento. La seleccion para legmcion se da mediantas
marcador de seleccion dominante APT1 que confiesistenciaal antibiéticc
G418 (también llamado gentamicina G418 o genedi@na ampicilina erk. coli.
El gen APT1 es controlado por el promotor de levadeGK1 y el terminadof
CYC1. APT1 deriva del transposon bacteriano g3 y codifica para ua
aminoglicosido-fosfotransferasa (Hadfield y,ct®90). Varios sitios de restricci
Unicos estan presentes rio abajo del “cassettekpeesion APT1, que se pueden
utilizar para el clonado unidireccional de una ¢arcgion “bait”HIS3 que deriv
de pHIS3NB o0 de pHIS3NX. Para la integracion deTdiNn el locus PDCGe
aislé un fragmento que carece de secuencias deRpUWOn lasenzimas d
restriccion con Ncol (alternativamente Bliehel o Narl) y Sacl (alternativamer
Asct, Xcml, o Agel).

Debido a que algunas secuencias confieren cranaactivacion al gen HIS3,
que es suficiente como para hacer crecer a ladueaxs en un medio sin histidina, se
le agrega al medio un inhibidor para minimizar edcaniento inespecifico. Como
inhibidor se usa el 3-amino-1,2,4-triazol o 3-ATgeges un inhibidor competitivo de
la enzima His3p de la biosintesis de histidina.cbacentracion ideal de 3-AT se
establecio realizando una curva de crecimienta)stoamando las levaduras que
tienen integradas las secuencias “bait” con elorepACTIl vacio y haciéndolas
crecer en medio minimo Leuauxotrofia del vector pACTIl donde esta clonada la
biblioteca) y HiS (auxotrofia del vector de integracion pINT) con tidiss
concentraciones de 3-AT (1mM, 2mM, 5mM, 10mM). Larmar concentracién de 3-
AT donde ya no se observaba crecimiento inespedifie de 2mM (Sambrooét al
1989).



"PRIMERS"

1233: 5'- AGCGGATAACAATTTCACACAGGA -3
GUS 5: 5'- CACGGGTTGGGGTTTCTAC -3
ATCT-mut: 5'- CGCTCTAGATTGATGGATTACAAAG -3'

5'- GGCTCTAGAAAGATTTTTACTACTG -3

GATA 1-mut: 5'- CCGGGTACCTTACAAAGTGCCATG -3'

5'- GCCGGTACCAATTTTCCAAG -3

GATA 2-mut: 5- CGGGGTACCAGTGCCATGTCAAC -3'

-152:
-145:
-143:
-139:
-135:
-131:
-127:
-123:
-143:
-139:
-135:
-129:
-123:

5'- GCCGGTACCTCCATCAATTTTC -3'
5'- CCGAAGCTTGGAAAATTGATGGA -3
5'- CCGAAGCTTCCCCAATTGATGGA -3
5'- CCGAAGCTTGGCCCCTTGATGGA -3
5'- CCGAAGCTTGGAAAACCCCTGGATTAC -3
5'- CCGAAGCTTGGAAAATTGACCCCTTACAAAG -3
5'- CCGAAGCTTGGAAAATTGATGGACCCCAAAGTGC -3
5'- CCGAAGCTTGGAAAATTGATGGATTACCCCCTGCCATGT3-
5'- CCGAAGCTTGGAAAATTGATGGATTACAAAGCCCCATGTCAZ'
5- TCTTTCTAGATTGATGGATTACAA -3'
5'- TCTTGGAAGGTACCTGGATTACAA -3
5'- TCTTGGAAAATTGGTACCTTACAA -3
5'- TCTTGGAAAATTGATGGAGGTACC -3
5'- CCGTCTAGAATGTCAACAAGAACT -3
5'- CCGTCTAGATTGTAATCCATCAAT -3'
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RESULTADOS
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CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA HIR

Promotor Lhcb1*2 de Nicotiana plumbaginifolia

La regidn intergénica del gemcb1*2 de Nicotiana plumbaginifoliausado en
este trabajo tiene aproximadamente 1700 pb (1,7 Edig promotor fue elegido para
aprovechar la informacion obtenida previamente gdagrupo de trabajo (Cerdat
al, 2000). En laFigura 3.2, se muestra la secuencia de un fragmento de
aproximadamente 453 pb del promoldncb1*2 donde se marcan los sitios de
relevancia. La region 5’ no codificante del ddrtb1*2 contiene secuencias comunes
a los promotores eucariéticos como son los “CAATATA boxes” (Wang et al,
1997). Entre estos dos elementos hay tres “GATAebbrn tdndem, secuencias que
se encuentran altamente conservadas entre los d¢dwbsde diversas especies
(Andersoret al, 1997).

Para estudiar cuales secuencias son importantda eegulacion del gen
Lhcb1*2 deleciones y sustituciones de dicha region ig@ga fueron fusionados al
gen reporteragusA de Escherichia coli Las construccionekhcb1*2-gusAfueron
introducidas en plantas de Arabidopsis Agrobacterium tumefacieng las lineas
transgénicas independientes fueron usadas en exgregds de induccion de los
modos de accién del fitocromo. Las plantulas debii@psis fueron sometidas a
tratamientos de luz a 25 °C durante 24 horas. tadarhientos que generalmente se
utilizaron fueron: oscuridad como control, pulsasdnios de RL (3 min a 120 pmol
m? sec’), RL continuo (100 pmol hsec), y pulsos horarios de R (3 min a 30 umol

m? sec).
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AGCGEAT AACHATTTCL
oot e e )

primer 1233
=430 CACAGGAAAC AGCTATGRCC ATGATTACGC CAAGCTTATC GGAGTGTTAT
B e i T
S Hindll |-453

~440  AATCACTTAT AAGCABAGGC GAATACAATC TACTAGTTAC GAGTTTATTC
-390  GAACCCAATA ACTTTGOCTT AAATTCTCTA TATATCATTA ARAALTTACS
-240  CGTCTTECAT COTTCATTTT CACAARAAACT AAGTTCATGT ATTATTTTAC
-za0 TTGTGRCTIT ACAGACTIGE ACCARATTITT AGACATTARL ATCACHRAAT
=740  TTCCAGACTT CAGLAARTCC TACTGCCAGET ATATAGCACA GTTTGCAATT
-190 TAACACCACA TATTTTOOTT COACCACAGT AGTAALLATC TTCOMARATT
1176 1152
-140 GATGGATTAC ARAGTGCCAT GTCAACAAGA ACTAATGCTA ATARLETETT
1134
-50  GARRCCHSSN GARATTGTAR ATACAEATAT CATAARATAL GARCTCTTTC
40  AATCAATCOC m.um TTTALGOOCA ACAGACTACA TCACCACAAC

+11 TaACTTCTCT ATTACTTCAG CCATCARAAAL ACACTTCTTT CTCCTTATTA

+&1 MEC.::-;[ gatcocogoy tgutcagtoo cttatgttacs ghoctgtaga
; eri ol o=
+671 BamHl —
AACCCCaacc Cogtd
primer US55

Figura 3.2: Fusion del PromotorLhcb 1*2 de Nicotiana plumbaginifoliacon el
Gen ReporteroGusA

Se muestra un fragmento del promdibicb1*2 fusionado al gen reportero. L
sitios de inicio de la transcripcionlj-y de la traduccion (ATG) se resaltan
rojo. En rosa se resaltan los “CAAT y TATA boxesienmtras que en naranja
resaltan los tres “GATA box”. Las flechas azuleslican el inicio de la
deleciones descriptas (-453, -176, -15P34) y la finalizacion de las mism
(+67). Para la amplificacion y secuenciacién de dhistintos fragmentos
utilizaron los “primers” 1233 en el extremo 5’ (iimrer” universal del M13/pUC
y Gus5 en el extremo 3’ (hibridiza con el gen GUS) enzima utilizadas para
clonado de los fragmentos fueron Hindlll y Bam
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Los Motivos AAAATCT y GATA son Necesarios para losTres Modos de Accion

del Fitocromo

El promotor del tabacbhcb1*2 contiene un motivo “AAAATCT” entre -98 y
-92 que corresponde al sitio de unién del factaralescripcion Myb CCA1 (Wanet
al, 1997), que esta implicado en la regulaciéon dehaicircadiano de expresion
(Wang and Tobin, 1998). EIl promotor también tiengandem de tres “GATA box”
entre -55 y -52 (GATA), -65 y -62 (GATA), y -71 y -68 (GATA). El factor CGF-
1/GT-1 se une a los motivos “GATA” y es importami@a las respuestas agudas

frente a un pulso de R reguladas por phyA y phyBdgksoret al, 1997).

Para tener una primera aproximacion acerca deeswgdn las secuencias
regulatorias necesarias para la via de sefalizat@0los fitocromos, se realizaron
sustituciones que afectaban dichos motivos enrgkgto de un fragmento de -453 a
+67 del promotoiLhcb1*2 (Figura 3.3). Estas construcciones fueron fusionadas al

gengusAy finalmente se introdujeron en plantas de Arapéin

ATCT-mut GATAZ -mut GATAT -mut
=100 ATAEAAATC T AR O CAATGARATT G TAGATAGAGATATCATAAGATAAGAAC TCTTTC =41
BGABRTTC TCTAGR BGTALCC
EzoRI Zhal EpnI

Figura 3.3: Esquema de las Sustituciones que Afectdos Motivos AAAATCT

y GATAbox

En amarillo se marcan los motivos sustituidos werde se sefiala la secuer
por la cual fueron sitituidos (se utilizaron secuencias correspondéeateortes d
enzimas de restriccion que se indican en cada.casagalizaron sustituciones
los motivos AAAATCT (AAAATCT-M), GATA; (GATA;-M), y GATA; y
GATA3 (GATA2 +M).

Plantas transgénicas de Arabidopsis de tres @iaddd fueron sometidas a

los siguientes tratamientos luminicos: oscuridadsgs de RL, RL continuo, y pulsos
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de R. A las 24 horas fueron cosechadas y se madigtividad dgg-glucuronidasaa

partir de los extractos obtenidos.

e
L)

N
|

B Oscuridad

H Pulsos de RL
H RL continuo
H Pulsos de R

=
[S,]
|

-
|

Activicgld GUS [nmoles 4-MU / mg min]
)

o
|

Control ATCT-mut GATA1-mut GATA2-mut

Figura 3.4: Sustituciones que Afectan los Motivos AAATCT o GATA box
Reducen las Respuestas VLFR, LFR, y HIR

Las plantulas de Arabidopsis transformadas conragnfento de453 a +67 de
promotor Lhcb1*2 con las sustituciones descriptas anteriormentesiomado a
gen gusA fueron e@puestas a pulsos de RL, RL continuo, pulsos deo
permanecieron en oscuridad. El control se refiel@sglantulas de Arabidop:
que contienen la construccidicb1*2:GUS con el promotor sin sustituir. L
datos son los promedios £SE de cinco a ocho limaasgénicas independientes

Cada una de estas construcciones demostro tesraimdidas las respuestas
HIR, VLFR y LFR, respecto del control sin sustitde 520 pb (fragmento de -453 a
+67 del promotothcb1*2) (Figura 3.4). Esta observacién indica que la regiéon entre
-100 y -41 contiene los elementos que necesarislpa tres modos de accién del
fitocromo. Por otra parte, demuestra que no todasréducciones que tienen la
capacidad de responder a la luz, resultan en Haimi€ion selectiva de la respuesta
HIR, observacion que sera importante para la indéaipion de resultados presentados

en pérrafos siguientes.
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El Fragmento de -152 a -134 es Necesario para elfMl

Para investigar si la sefalizacion del fitocrobao condiciones de VLFR,
LFR, y HIR converge en la misma region promatbcb1*2, se realizaron deleciones
progresivas desde el extremo 5’ de dicho promatsiohadas al reportero GUS, las
cuales fueron usadas para transformar plantésatadopsis thaliana

Plantas transgénicas de Arabidopsis de 3 diasdde fieron sometidas a
pulsos de RL, RL continuo, y pulsos de R; a lash@rks fueron cosechadas y se
midié la actividad des-glucuronidasa Se estudid la respuesta de fragmentos del
promotorLhcb1*2de distintos tamafo§igura 3.5).

X 6 7

Lhchi*2 gusA

Figura 3.5: Esquema de las Deleciones dbacb1*2 Fusionadas al GergusA
X representa los extremosvariables utilizados en este conjunto de experiose
-453, -176, -152, -134.

Se encontro que la delecién de -134 a -31 dehptor Lhcb1*2 elimina la
respuesta HIR sin afectar las respuestas VLFR y (Edira 3.6). Esto indicaria que
luego de la activacién continua con RL, el phyAciaiuna cascada de sefializacion
que se desvia de la cascada de sefalizacion deyptgBa que el phyA inicia bajo

pulsos de RL, y que dicha divergencia se extieadéahel promotor del gerhcb1*2

Por otro lado, las respuestas a R y RL mediadaglpoagmento de 218 pb
(de -152 a +67) indican que el mismo es capaz déiip regulacion por los tres
modos de accion del fitocromo (HIR, VLFR y LFR)gadn reportergusA (Figura
3.6). Ademas, dejando de lado la delecion -134 (qeedpi totalmente el HIR), se
observa una disminucion lineal en el tratamiento B continuo a medida que

aumenta el tamafo de la delecion, discriminandaelspuesta HIR sobre las
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respuestas VLFR y LFR. Podria decirse que el HIRreporcional al tamafio del
fragmento del promotdchcb1*2 mientras que esto no parece influir a las VLFR o
LFR. Si el aumento de la delecion es simplemenseforma de reducir el nimero de
sitios de union disponibles a factores comunessdrés modos de accion, entonces
no tendria que existir dicha discriminacion haaiadspuesta HIR. Sin embargo, pese
a tener 18 pb mas del sitio donde se elimina lpuesta a RL continuo (-134), la

delecion -152 mantiene un considerable HIR.

1,8

B Oscuridad

B Pulsos de RL
B RL centinuo
H Pulsos de R

Actividad GUS
(Relativizada a los Pulsos de Rojo)

-453 -176 -152 -134

Figura 3.6: Actividad GUS de las Deleciones del Pnootor Lhcb1*2

Las plantas etioladasjue presentan las diferentes deleciones del pra
Lhcb1*2 fusionado al gemusA fueron expuestas a pulsos de R, continuo,
pulsos de R, o permanecieron en oscuridad. Los dato los promedios +SE de|6
a 10 lineas transgénicas independientes de AratigloPara cada linea,
actividad se relativizé s valores obtenidos después del tratamientopodsos
R. Los promedios +SE de la actividad de GUS (nmdUW¥mg min) bajo el
tratamiento de R fueron: -453 = 1.39 = 0.09; -176.67 + 0.07; -152 = 1.06 1
0.08;-134=1.08+ 0.0¢.

T

Por lo tanto, las secuencia de pares de bases-é6& y -134 ha resultado ser
esencial para la respuesta HIR mediada por phyfo H&imo indicaria que los
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elementos rio arriba del fragmento de -134 pb deiptor del gen_hcb1*2 son
necesarios para el modo de accion HIR, mientraslapieespuestas VLFR y LFR
necesitan de elementos que se encuentran dentdiclie fragmento. El objetivo
propuesto a partir de esta informacion es ideatifla secuencia involucrada con el

modo de accion HIR.

Identificacion de una Secuencia Especifica para HIR

Dado que se observa HIR con la delecion -152 garola -134, la zona de
busqueda de la secuencia responsable de la resmeeatoto entre -152 y -134. Se
realizaron sustituciones de secuencias de 4 pbetanotivo “CCCC” dentro del
contexto de un fragmento de -152 a +67 del pronidicb1*2 de tabaco desde -149
hasta -134Kigura 3.7).

Lhch1*2

=182 TCTTEEARRATTEATGEATTACAARGTECCATGT kS Control
TCTTCCCCARTTGATGEATTACAARGTGCCATGET -145
TCTTEECCCCTTGATGEATTACAARGTGCCATET -143
TCTTEEARNNCCCCTGEATTACRARGTGCCATGET =139
TCTTEEAAAATTEACCCCTTACRARGTGCCATET :lzz
TCTTEGARAATTGATGERACCCCARASTGCCATGET -131
TCTTECARRAATTGATGEATTACCCCCTECTATET =127
TCTTEEARAATTGATGEATTACARAGCCCCATET -123

Figura 3.7: Esquema de las Sustituciones Realizadantre -148 y 134 del
promotor Lhcb1*2 en el Entorno -152

En amarillo se resalta el sitio donde se realizdasnsustituones y en verde ¢
colocé la secuencia por la cual fueron sustitui@agla construcciéon se denom
segun la posicion de la primera base que fue $iusda desde el extremo 3'.

Cuando se realiz6 la comparaciéon entre el promadatrol (fragmento de -
152 a +67 del promotdrhcb1*2 sin sustituir) y aquellos que fueron sustituidodas
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zonas indicadas en Kgura 3.7, inicamente se observd una gran disminucién en la
respuesta HIR en la sustitucion denominada -B§uta 3.8). Dicha sustitucion
afecta la secuencia especifica de nucledtidos ebd® y -138, que corresponde al
motivo “TGGA”. Cuando dicho motivo se encuentra tguglo no se percibe
respuesta al RL continuo por encima de aquellaymidd por pulsos horarios de RL,
es decir, no se observa el modo de accion HIR. &hd los valores de HIR
obtenidos sustituyendo el motivo “TGGA” son menaés a los vistos previamente
con la delecion -134. El resto de las sustitucioreparecen afectar la respuesta HIR
ni ninguna de las restantes respuestas (VLFR y LEBR) lo menos bajo las
condiciones estudiadas.

1,2

1,

0,8
W Oscuridad

B Pulsos de RL
M RL continuo
H Pulsos de R

0,6 -

0.4 -

0,2 -

Actividad GUS
(Relativizada a los Pulsos de Rojo)

0_
Control -145 -143 -139 135 -131 -127 -123

Figura 3.8: Actividad GUS de las Sustituciones ddPromotor Lhch1*2 en el
Entorno -152

Las plantas etioladague presentan las diferentes sustituciones del qiam
Lhcb1*2 fusionado al gemusA fueron expuestas a pulsos de RL, RL contil
pulsos de R, o permanecieron en oscuridad. El aloserrefiere a las plantulas
Arabidopsis que contienen la construccidmcb1*2:GUS con el promotor si
sustituir. Los datos son los promedios +SE de 6 a 10 lineassdénica
independientes de Arabidopsis. Para cada lineactigidad se relativizd a Ic
valores obtenidos después datamiento con pulsos R. Los promedios +SE (
actividad de GUS (nmol BAU / mg min) bajo el tratamiento de R fueron: Coh
=0.97 £ 0.07; -145 = 0.95 £ 0.04; -143 = 0.95 @3).-139 = 0.82 + 0.07135 =
0.98 £0.04; -131=0.97 £0.12; -127=1.01 + 04023=0.89 £ 0.13.
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Por lo tanto, podemos inferir que el motivo “TGG#s necesario para inducir
una respuesta HIR dado que cuando se encuentrdanttduce la actividad de GUS
bajo el tratamiento con RL continuo y se observeessmente deteriorada la
dependencia de la tasa de fluencia tipica de WHiBufa 3.9). Una de las vias de
sefalizacion para el modo de accién HIR iniciadaghyA, independientemente de
la de los restantes fotorreceptores, finalizari@l#os factor/es de transcripcion con
sitio de union en el motivo “TGGA” del promotor rdgble por luzLhcb1*2 El
motivo “TGGA” que se encuentra entre -135 y -138ul® ser esencial para la
respuesta HIR mediada por phyA. Sin embargo, lditgc®n 145 que afecta
parcialmente otro motivo “TGGA” ubicado entre —1y#6149, no parece afectar la
respuesta HIRKiguras 3.7 y 3.8. Esto podria indicar que no soOlo es necesaria la
secuencia TGGA para inducir una HIR, sino que témleis importante el sitio donde

ésta se encuentre.

0,25
RLc

o
N
|

0,15 -

== Control

=i--135

o
-
1

0,05 -

Actividad GUS [nmoles 4-MU / mg min]

0,01 0,1 1 10

Figura 3.9: Dependencia de la Tasa de Fluencia Ti@ de HIR

Se observa la reduccion a la tasa de fluencia adRtinuode la actividad de
promotor Lhcb1*2 con el motivo TGGA mutado (-135). Los datesn los
promedios +SE de 3 réplicas de 1 control (promsetorsustituir) y 1 lineal35
(promotor sustituido) seleccionadas para sus giesilaivels de expresion en
oscuridac
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IDENTIFICACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION PARA HIR

Identificacion de la Proteina BLH1

El siguiente paso fue el estudio de los positdetfes de transcripcion que se
unieran al motivo “TGGA” responsable de la respaué¢#iR mediada por phyA; para
ello se recurrio a la técnica de simple hibridol@raduras. El primer paso para
realizar el “screening” por simple hibrido en leweas fue la construccion del
plasmido reportero pINT-HIS3 equipado con la secigetbait” predeterminada por
los experimentos bioquimicos. Puede inferirse didi@céor de transcripcion que vaya
a unirse al motivo “TGGA” entre -135 y -138 necesit las bases cercanas al mismo
para su reconocimiento. La comparacion de secuedeialistintos promotorascb
reveld que existen secuencias altamente conseryatksonservacion parcial entre -
141 y -119, zona que contiene el motivo “TGGA”, sincual no se tiene respuesta
HIR. Se eligio como “bait” la secuencia de 23 pbgtemotorLhcb1*2 entre -141 y
-119, a la cual se le dio el nombre de “secuenaia(Higura 3.11).

Hirl —-141 TEATGEATTACARAGTECCATET =115

Hir4 TEATEEATTACAAAGTHECCATET TGATGGATTACARAGTECCATGET
TEATGEATTACAANGTHGCCATET TGATGEATTACAAAGTECCATGET

Pal TEATGEGATTACAATARTCCATCA TEATGGATTACAATAATCCATCR

TEATEEATTACANTAATCCATCRA TGATGEATTACAATAATCCATCR

Figura 3.11: Secuencias “Bait” para el Ensayo de Siple Hibrido

En amarillo se resalta el motivo “T&A” en cada construccion. Hirl contiene 1
simple copia de la secuencia Hir, mientras que Higbenta cuatro copias de
misma. También se incluyé en el estudio un palimgrde la secuencia Hir (Pal)

Se disefiaron pares de oligos, complementariose esfy para las
construcciones descriptas en FRgura 3.11 Las secuencias “bait” fueron

flanqueadas por las bases correspondientes addsiqios de corte de las enzimas
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utilizadas para el clonado en el vector de dos corptes pINT (Notl y Xbal,
respectivamente). Los oligos fueron introducidoslaemeaccion de ligacion con la
cual se transformaron células He Coli competentes; mediante PCR de colonias y
posterior secuenciacion de los productos, se coafila correcta ligacion de las
construcciones en el vector pINT. Finalmente sesfamaron levaduras Y187 con
los plasmidos pINT que expresaban las distintastostciones para obtener las

levaduras llamadas Hirl, Hir4 y Pal.

Para el aislamiento de clones correspondientegosibles factores de
transcripcion de HIR, las levaduras Hirl, Hir4 yl Reeron transformadas con una
biblioteca de expresion de plantulas de Arabidopssidas en oscuridaden medio
minimo Leu /His— con 2mM de 3-AT (también se transformaron conlé&mido
pACTII como control negativo). Con la levadura Radlindrome) se identificé en
dos experimentos independientes un clon de 1.5ukblupgo de secuenciarlo y de
comparar su secuencia en el “BLAST” se determiné@ gorrespondia al gen
At2g35940 que codificaba para el factor de trapsain de Arabidopsis “BEL1-
LIKE HOMEODOMAIN” o0 BLH1 (pACT-BLH1).

Para verificar la especificidad de este factor lposecuencia Hir, todas las
levaduras (Hirl, Hir4, y Pal) fueron transformadan el clonBLH1 aislado y con el
plasmido pACTII vacio como control negativo. Lagdduras transformadas fueron
incubadas en medio minimo LefiHis~ en concentraciones crecientes de 3-AT
(Figura 3.12.
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Figura 3.12: Especificidad de BHL1 por la SecuencielIR
A) Esquema indicando lo sembrado en las placas: raitdd izquierda de la pla:
se encuentran los controles negativos y a la darelels levadure
transformadas con el clon del factor de transasip&HL1.
B) Control de viabilidad: todas las levaduteensformadas sembradas en mi
minimo Leu /His".
C) aF)Las levaduras transformadas se hicieron crecer egioominimo Leu
/His™ en concentraciones crecientes d&13-2 mM, 5 mM, 10 mM, y 2!
mM.

En laFigura 3.12 puede observarse que el factor de transcripcidhlBen
todos los casos reconoce la secuencia Hir, yalseéaq levaduras presenten una sola
copia (Hirl) o varias (Hir4 y Pal) de ella. Conlévadura Hirl, no puede verse
crecimiento a altas concentraciones de inhibidarembargo, a las levaduras Hir 4 y
Pal, esta condicibn no parece afectarles, ya quedepwerse crecimiento a
concentraciones de 25 mM de 3-AT. Esto podria ardigie la supervivencia de las
levaduras depende de la cantidad de sitios de uguénse encuentren disponibles
para el factor BHL1.
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El Homeodominio del Factor de Transcripciéon BLH1 sdJne a TGGA

Segun los experimentos de analisis de actividagrdenotorLhcb1*2 el sitio
de union de BLH1 responsable del modo de acciondéifa el motivo “TGGA”, ya
gue si el mismo se encuentra mutado no se obselRa Para corroborar esta
hipotesis mediante la técnica de simple hibrido lemaduras, se realizaron
sustituciones secuenciales de 4 pb con el motivGCC” sobre la secuencia Hir
usada como “bait” (similares a las que se hicigpama introducir en plantas de

Arabidopsis con el fin de medir las actividad ah geportero GUS)Higura 3.13).

Hit —-14& RRRATTGREEE&TTACRAAGTGCCRTGTAGAT =115
142 ARARCCCCTGEATTACARASTECCATETAGAT
iEE AR CTGRCCCCT TR CARDSTECCATETAGET
134 ARARCTGATGEACCCCARASTECCATETAGAT
130 ARRACTGATEEATTACCCCCTECCATETAGRT
126 ARRACTGATGEATTACARAGCCCCATETAGAT
122 AR CTEATGGAT TR CARDSTECCCOCCAGRT

Figura 3.13: Sustituciones con el Motivo “CCCC” ena Secuencia HIR.

En todos los casos, cada construccion se denoragianda posicion de la ba
gue fue sustituiddesde el extremo 5'. Cabe destacar que la conglrugue tien
sustituido el motivo “TGGA” es la llamada 1

En la Figura 3.14, se observa que Unicamente no hay crecimientcagn |
levaduras que integraron las construccion 138, exsr,den aquellas que tenian
mutado el motivo “TGGA”. Puede decirse que existeeraccion DNA-proteina
cuando el extracto de BHL1 esta en presencia dehdfimal (secuencia Hir que no
tiene el motivo “TGGA” sustituido) pero la mismagerde cuando esta en presencia
del Hir mutado (secuencia Hir que tiene el motiV&GA” sustituido). Por otro lado,
sustituciones en el entorno del motivo “TGGA” noquen afectar la union del factor

de transcripcion.
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LN

Figura 3.14: Reconocimiento de BHL1 del motivo “TG@&\".

A) Esquema indicando lo sembrado en las placas diglaasB) y C).

B) Las levaduras transformadas con pABIOH1 no pueden crecer en un me
Leu /His~ con 2 mM de 3-AT si el constructo tiene sustituglomotivo
TGGC entre -138 y -135 con la secuencia CCCC.

C) Control de viabilidad: levaduras transformadas p&€CT-BLH1 crecidas e
un medio Let/His".

D) Esquema indicando lo sembrado en las placas diglaasE) y F).

E) Las levaduras transformadas con el vector pACTovacipueden crecen un
medio Leu /His™ en presencia de 2 mM de 3-AT.

F) Control de viabilidad: levaduras transformadas ebwector pACT crecide
en un mediceu /His".

El Promotor Super Hir Muestra Mayor Unién de BLH1

Las mutaciones de cuatro pares de bases de lansgzudel promotor por
CCCC permitieron definir con precision la secuemeguerida para la respuesta HIR.
Sin embargo, en experimentos preliminares se habéatizado sustituciones

secuenciales de 6 pb con el sitio de corte paraimas de restriccion, segun se
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describe en “Materiales Y MétodosFigura 2.5), dentro del contexto de un
fragmento de -453 a +67 del promotdicbh1*2 de tabaco, desde -148 hasta -129

(Figura 3.15). Algunos resultados inesperados de estos expeidsieéesultaron de

gran utilidad para sustanciar la evidencia a fal@mpapel de BLH1.

-453
Xbal
KpnI
KpnI
KpnI
Hbal

-453 -X +67

N Lhebl*2 gusA

AATCTTEEARRARATTGATGEAT TACARMGTGCCATETCAR
ARTCTTTCTAGATTGATGEATTACRANGTGCCATGETCR
AATCTTGEAAGGTACCTGEATTACARAGTECCATETCR
ARTCTTGEARRATTGETACCTTACRARANGTGCCATGETCR
ARTCTTGGARRATTEATGEAGGTACCAGTGCCATGTCHR

AATCTTEGARRATTGATGEATTACRATCTAGARTGTCAR

Control
-143
-13%
-135
-129

-123

Figura 3.15: Esquema de las Sustituciones Realizasl@ntre -148 y 129 del
promotor Lhcb1*2 en el Entorno -453
En amarillo se resalta el sitio donde se realizdagnsustituciones y en verde
coloco la secuencia por la cual fueron sustitui@asla construccién se denom
segun la posicion de la primera base que fue gigstitlesde el extremo 3. A
izquierda se sefiala la enzima de restriccion qus&en cada caso.

Se observé que cuando la sustitucion que afeathbmotivo “TGGA” se

encontraba dentro un promotor de 520 pb (de -48373, habia una disminucién de

la respuesta HIR, aunque ésta no era eliminadaaena completaHgura 3.16).

Probablemente esto se deba a la presencia deectransia TGGA en -146 a -149,

cercana al motivo "TGGA" en -135 y -138.
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B Oscuridad

B Pulsos de RL
B RL continuo
H Pulsos de R

Actividad GUS
(Relativizada a los Pulsos de Rojo)
w

Control -143 139 135 129 123

Figura 3.16: Actividad GUS de las Sustituciones dé?fromotor Lhcb1*2 en el
Entorno -453

Las plantas etioladague presentan las diferentes sustituciones del qia
Lhcb1*2 fusionado al gemusA fueron expuestas a pulsos de RL, RL conti
pulsos de R, o permanecieron en oscuridad. El aloserrefiere a las plantulas
Arabidopsis que contienen la construccidmcb1*2:GUS con el promotor si
sustituir. Los datos son los promediosEtSle 6 a 10 lineas transgéni
independientes de Arabidopsis. Para cada lineactigidad se relativizé a Ic
valores obtenidos después del tratamiento con piRsd.0s promedios +SE de
actividad de GUS (nmol 4-MU / mg min) bajo el tratanto de Rueron: Contro
=1.7+£0.2;-143=1.0£0.2;-139=1.3+£0.235%= 1.3+ 0.3;-129=1.4 £ 0.2.

Por otro lado, la sustitucion -129 mostré un H&Ruwha magnitud de mas del
doble comparada con el HIR del promotor contfeiggra 3.16). Al estudiar la
sustitucion en -129, se observd que el sitio déecpara la enzima de corte Kpnl
incorpora una secuencia GGTACC entre -134 y -IEfufa 3.15), creando una
secuencia TGGAGGT entre -137 y -132, lo cual poedxjglicar la intensificacion de
HIR a través de una union mas fuerte del factotrdescripcion. A la secuencia
TGGAGGT que incrementa el HIR se la llam6 motivogsr Hir'. Para poner a
prueba esta interpretacion, se realizaron expetosenon la técnica del simple

hibrido en levaduras para estudiar el comportamiel®l factor de transcripcion
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nueva secuencia "bait" que contiene cuatro comaticho motivo super HifFigura

3.17)

Hirl =141 TEATEEATTACAAAGTECOCZATET -11%

Hir4d TEATGEATTACAAAGTECCATET TEATEEATTACAAAGTECCATET
TEATGEATTACAAPGTECCATET TEATGEATTACARAGTCECCATET

Fal TEATGEFATTACAATAATCCATCA TEATGEGATTACAATAATCCATCA
TEATGZATTACAATAATCCATCA TGATGGATTACARATAATCCZATCR

SHir TEATEEAGETCARAAGTECCATET TEATGEEAGETCAAAGTECOCATGT

TEATGEAGETCAANTHCCATET TGATGEAGETCARAGTECCATET

Figura 3.17: Secuencias “Bait” para el Estudio deMotivo Super Hir

En amarillo se resalta el motivo “TGGA” en cadastounccion. Hirl contiene ur
simple copia de la secuencia Hir, Hir4 presenta cuatraasogde la misma, P
presenta cuatro copias del palindrome se la seeuelic y la nueva secuenc
"bait" SHir se construy6 con cuatro copias de tasacia super Hir

Todas las levaduras disponibles (Hirl, Hir4, y&8Hir) fueron transformadas
con pACT-BLH1 y el vector pACT vacio, para luego secidas en un medio Leu
/His™ con concentraciones crecientes de 3-Kigra 3.18). Consistentemente con
lo visto en los experimentos de mediciéon de GUSolambinaciéon de pACT-BLH1
con la construccion que contiene la secuencia TGGRAGsuper Hir) permite un
mayor crecimiento de la levadura bajo concentr&sonrecientes de 3-AT en
comparacion con la secuencia TGGA (HiBigura 3.18) Con este resultado se
puede concluir que la unién del factor de transobip BLH1 se encuentra aumentada

con la presencia de la secuencia super Hir.
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Figura 3.18: Especificidad de BHL1 por la Secuenciblir

A) Esquema indicando lo sembrado en las placas.

B) Control de viabilidad: todas las levaduras tramefidas crecidas en mel
Leu /His".

C)aF) Las levaduras transformadas crecidas en medio /HBs en

concentraciones crecientes de 3-AT: 2 mM, 5 mMNM, y 25 mM.

HIR Normal Requiere de BLH1

Para investigar el significado fisiologico de BLHse obtuvieron plantulas
homocigotas mutanteblhl-1 y blhl-5 que muestran una expresion B&H1
severamente reducida, junto con sus correspondigraiees deBLH1 salvaje, que
muestran una expresion 8&H1 normal. A tal efecto se seleccionaron mutantes de
blhl de Arabidopsis thalianalecotipo Columbia) generados por inserciones de T-
DNA (ABRC), segun se describe erHgura 3.19.
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A 455 2017

LB I-DNA TB T-DNA
blhi-3 bihi-1
i -—

B WT  blhi-1 WT bihi-5

BLHI1

ACTINA

Figura 3.19: Obtencion de Mutanteslhl

A) Alelos blhl mutantes: posicion y orientacion del inserto delDINA en los
alelos blhl (At2g35940). La region gendémica alrededor de lasericione:
fueron secuenciadas para confirmar la posicion. llesas repremtan los
intrones y los rectangulos los exones. LB es aldmquierdo de la secuencia.

B) Expresion of BLH1 determinada por RT-PCR: las semillagprovenientes d
plantas de Arabidopsis salvajes (WT) y mutantesofuerecidas poB dias el
oscuridad seguido por 6 horas de tratamiento corcdtithuo antes de s
cosechadas. Las semillas homocigotas para lossdi#i@-1 o BLH1 fueron
seleccionadas de una poblacion segregante usariddneér’ LBbl (ABRC)
con los ‘“primers" 5-TTTCCAGCCGCTTAAGCATACA-3' y 5
AGCCCAATGGCGGACACTAAT-3' respectivamente. Del mismo modo,
semillas homocigotas para los aleldb1-5 o0 BLH1 fueron seleccionadas
un poblacién segregante usando el "primer" LBb1R&B con los "primers'
5-TACTAAGTTTTGCTTTCTTCATCTGTATTT-3' y 5'-
CAACTACTAATTATACATAGATGGCTGCTT-3', respectivamenteComo
controles se usaron los genes de actina.

Los mutante®lhl seleccionados fueron transformados con las cacstmnes
Lhcb1*2GUS que contienen el promotor de -453 a -67 pb sititsiurs(control) y
sustituido en -135 a -140 (-135) que fueron estiaiaanteriormente (véiguras 3.7
y 3.8). Se observo que dihl, la actividad del promotdrhcb1*2fue igual al control
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bajo las condiciones de oscuridad, pulsos de RIsopude RL; sin embargo, mostrd
una disminucioén significativa de la respuesta ald@htinuo, reduciendo entonces el

HIR de manera especifickigura 3.20)

1,8 -
1,6
1,4 1
1,2 - W Oscuridad

HIR M Pulsos de RL

M RL continuo
H Pulsos de R

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Actividad GUS
(Relativizada a los Pulsos de Rojo)

Control blhi =135 blh1-135

Figura 3.20: Actividad del promotor Lhcb1*2 enblhl

Las plantas etioladas que presentan el pronidtob1*2 sin sustituir y sustilido
en la posicion -135 fusionado al ggusA fueron expuestas a pulsos de RL,
continuo, pulsos de R, o permanecieron en oscuri@adontrol se refiere a i
plantulas de Arabidopsis normales que contieneroiestruccionLhcb1*2:GUS.
Las plantas etioladas fueron expuestas a puls&t.dBL continuo, pulsos de F
0 permanecieron en oscuridad. Los datos son losguims +SE de 6 &0 lineas
transgénicas independientes de ArabidopBmra cada linea, la actividad
relativizd a los valores obtenidos después dehrm@nto con pulsos R.os
promedios £SE de la actividad de GUS (nmol 4-MUfmg) bajo el tratamient
de R fueron: Controk 3.2 + 0.2;blh1 = 3.3 £ 0.1; -135 = 3.2 + 0.5lh1-135=
3.2+0.1.

Por lo tanto, podemos inferir que el HIR requideesun BLH1 normal para
inducir una respuesta HIR, dado que las mutdasitesreducen la actividad de GUS
bajo el tratamiento con RL continuo y presentan deendencia reducida a la tasa

de fluencia Figura 3.21).



80

0,7
RLc
0,6 -
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04 1 - -135
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o
w
I

o
N
I

L
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Actividad GUS [nmoles 4-MU / mg min]
o

o

Figura 3.21: Dependencia de la Tasa de Fluencia Tiga de HIR enblhl

La tasa de fluencia a RL continuo de la actividat gtomotorLhcb1*2 con el
motivo "TGGA" mutado (-135) ehlhl es nula. Los datason los promedios £S
de 3 réplicas de 1 control y 1 linea transgemitd-135 seleccionadagara su:
similares niveles de expresion en la oscuridad.

En concordancia con estos resultados de exprasbrgen fotosintético,
experimentos de medicion del hipocotilo en plarstutie Arabidopsis thaliana
salvajes y mutanteblhl mostraron una disminucion significativa en la tesga
(inhibicion del largo de hipocotilo) eblhl frente al tratamiento con RL continuo
(Figura 3.22) Asi mismo, no se observaron cambios en el lagjdighocotilo con
respecto a las plantas salvajes cuando las mutdolitds fueron sometidas a
tratamientos de oscuridad y pulsos de RL y R,. Estiza que emlhl las respuestas
mediadas por phyA presentan una HIR deterioradatra® que la VLFR y la LFR

son normales.
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0,8

0,7 -

0,6

0,5 1 B Oscuridad
M Pulsos de RL
M RL continuo

H Pulsos de R

04 -

0,3 -

0,2 -

0,1 -

Inhibicién del largo del Hipocotilo [mm]

wWT blh1

Figura 3.22: Inhibicion del Largo de Hipocotilo enblhl

Plantulas déArabidopsis thalianacon genotipo salvaje (WT) y mutantelhl de
un dia de edad fueron crecidas por 3 dias bajoidonds de oscuridapulsos de
RL, RL continuo y pulsos de R antes de procedrrisanediciones.
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ANALISIS FUNCIONAL DE OTRAS PROTEINAS BLH

Las proteinas BLH pertenecen a la superfamilidadeores de transcripcion
con homeodominios TALEThree-aa Loop Extensipncaracterizada por la presencia
de tres residuos aminoacidicos adicionales erep”lentre las dos primeras hélices,
mediante el cual forma complejos con el ADN (Boldetc al 2008). En esta
superfamilia se encuentran dos clases de protguposeen un papel fundamental
en la regulacion del desarrollo en plantas: la ecldsse denomina KNOX
(KNOTTED1-LIKE HOMEOBOX) vy la clase Il se denomirBELL (BEL1-LIKE
HOMEOBOX) (Hackbusclet al, 2005). EnArabidopsis thalianala familia de las
BELL estd compuesta por 13 proteinas: BLH1 — BLHBELL1 y ATH1. La
proteina BLH1 (At2g35940) en particular, carecelaie50 aa del extremo amino-
terminal y de los 168 aa del extremo carboxi-teatipero conserva el dominio Bell,
el homeodominio (HD) y secuencias de pobre sindlitespecto de otras proteinas
BLH (Beckeret al, 2002) Figura 3.23).

e VHD:

khkdhhkkhhhkhdhd & *k - kh-kkhdh: . Fhhkhdhhhhhkk

BLH1_homeo SDVD QTG! SQ
BLHE_homeo SD oTG; S
BLHS5_homeo "TGB 'S

** * & : i- * t * & H
.QSﬁGE Q 35 EQM@ﬁGSAN BMAL
‘ MSS e e ALAL
_-_-‘SﬁEE EAA? LGGAEIRTALA

Figura 3.23: Comparacién de Secuencias de Algunasd®inas BLH

A) Esquema de las secuencias de mayor similitud dertdsinas BLH: en verc
esta representado el dominio Bell y en rojo el aonHD.

B) Comparaciéon de secuencias del dominio HD de BLHH®By BLH6.

C) Comparacion de secuencias del dominio Bell de BIBLHS5 y BLH6.

n%%ﬁ

C

BLH5 bell ng
BLH6 bell 08
BLH1 bell mE

Cuando se realizd la comparacion de secuencidasdel proteinas BLH, se

observé que todas ellas presentaban el homeodoménionion a ADN altamente
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conservadoKigura 3.23B); sin embargo, presentaban ciertas diferenciasdmuae
comparaba el dominio Bell. Las proteinas BLH queiagie un dominio Bell con
mayor similitud de secuencias respecto de BLH1 BbH5 (At2g27220) y BLH6
(At4g34610) Figura 3.230).

Dado que las proteinas BLH6 y BLH5 presentanltimgrado de similitud a
nivel estructural con respecto a BLH1, se podrisspeque poseen un rol redundante,
lo cual suele verse en las proteinas TALE (Byhal 2002; Selleriet al, 2004). A
continuacion se muestran analisis funcionales ties egenes que indican que el gen
BLHG6 se expresa en respuesta a luz roja lejana contimeatras que el geBLH5
mostré una respuesta similarBAH1. Mutantes de ambos gend¥,H6 y BLH5,

mostraron una respuesta HIR reducida, como erselaa la mutantelhl.

Regulacion Mutua de la Expresion de Miembros de [&amilia BLH

Para estudiar si existe interdependencia entid1By BLH6, se llevaron a
cabo experimentos de induccién de HIR sobre plamb&socigotas dé\rabidopsis
thaliana salvaje (WT), deficientes dBLH1 (blhl), deficientes deBLH6 (blh6) y
doble mutante par@lhlblh§ que contenian las construccionB&H1:GUS y
BLH6:GUS (estas mutantes fueron obtenidas por Maria Re§goaapin como parte
de su Tesina de Licenciatura). Plantas transgédieasrabidopsis de 3 dias de edad
fueron sometidas a los tratamientos de oscurid@l gontinuo; a las 24 horas fueron
cosechadas y se midié la actividad glglucuronidasaa partir de los extractos
obtenidos Figura 3.24).
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2,5

BLH1

M Oscuridad
H RL continuo

Actividad GUS [nmoles 4-MU / mg min]

Control bihl blhoé bihl blho

0,4
BLH6
0,35 -

0,3
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M Oscuridad
H RL continuo
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0,1 -
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Actividad GUS [nmoles 4-MU / mg min]

Control bih1 bthoé bihl blhé6

Figura 3.24: Actividad GUS de las Mutantes Ihl, blh6 y blh1lblh6Bajo la
Regulacion de los Promotores dBLH1 y BLH6

Las plantas etioladas fueron expuestafila continuo o permanecieron
oscuridad. Los datos son los promedios +SE delingas transgeénici
independientes de Arabidopsis para cada genotipo.

A) BLH1:GUSen WT, ih1, blh6 y blh1blh6.

B) BLH6:GUSen WT, ith1, blh6 y blh1blh6.
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En primer lugar, se puede observar que en tamosdsos el tratamiento RL
continuo regula positivamente tanto al promdaH1 como alBLH6, dado que se
observa una mayor actividad de GUS en esta comdicidn respecto al control de
oscuridad. Por otro lado, analizando cada uno siéolados genéticos se obtiene una
mayor expresion para el correspondiente a la girgalvaje con respecto a las
plantulas mutantes. Analizando mas en detalleusdeobservar que la mutabtb6
presenta una mayor expresion con respecto a lantelhl y que la doble mutante

blh1 blh6 presenta expresion similabtnl (Figura 3.24).

En conjunto, los resultados obtenidos errigura 3.24, indican que existe
una regulacion mutua entre los miembros estudiaéokr familia BLH, dado que
BLH1 regula a@BLH6 del mismo modo quBLH6 regula eBLH1.

Funcién Aditiva de Miembros de la Familia BLH

Para estudiar el rol fisiolégico de las proteinakHB se realizaron
experimentos de medicion de hipocotilo en plantasantesblhl, blh5, blh6, doble
mutantesblhl blhg blhl blhg blh5 blhg y triple mutanteblhl blh5 blh6é Dichas
mutantes fueron obtenidas por cruzas por MariarRe§carpin como parte de su
Tesina de Licenciatura, pero su genotipeo e ideatifon fue realizada como parte de

esta tesis.

Plantas homocigotas deabidopsis thalianade un dia de edad con genotipo
salvaje y las mutantes mencionadas en el parraésian fueron crecidas por 3 dias
bajo condiciones de oscuridad y RL continuo anegbceder a sus mediciones
(Figura 3.25)
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Figura 3.25: Inhibicion del Largo del Hipocotilo enblhl, blh5, blh6, blh1blhg
blh1blh6, blh5blh6 y blh1blh5blh6
Plantulas etioladas de Arabidopsis fueron expuestasRL continuo o
permanecieron en oscuridad. Los datos son los mliose&SE de3 repeticione
independientes usando de 2 a 3 lineas mutantescigotas independientgmara
cada genotipo (P < 0,001)os alelos mutantes fueron identificados usanc
"primer" LBb1 (ABRC) con los "primers" correspondies para cada insercion:
Parablhl 5'- TTTCCAGCCGCTTAAGCATACA -3'
5'- AGCCCAATGGCGGACACTAAT -3
Parablh5: 5-TCTACTTGAAAGCGGCTCAAG-3'
5-TACCTTATCCAAATCCCTCGG-3'
Parablh6: 5'-GTGCTCTTTGCTATCATGCAG-3'
5-ATGCTAGCAAGACAAACGGG-3'
A) Foto comparando el fenotipo salvaje con el fenadbipd-blh5-blh6
B) Inhibicion del largo del hipocotilo de la plantukalvaje y las distinte
miiltinles mutantes estudian
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Comparando el genotipo salvaje con las multipegantes déblhl, blh5y
blh6, se observé una menor inhibicién del largo debbgtilo en las simplesb(hil,
blh5, blhg y las dobles mutanteblfil blh5, blhl blh6, blh5 blIh6que se hizo mas
evidente en la triple mutanb¢hl blh5 blh6(Figura 3.25).

El fenotipo de estas plantas mutantes no seimibao a las respuestas de
plantulas durante la des-etiolacién. En experineatoque se midio el diametro de la
roseta sobre plantulas adultasAt@abidopsis thalianade genotipo salvaje y de las
multiples mutante$lhl, blh5 y blh6, el diametro de la roseta de la triple mutante
blhl blh5 blh6se ve significativamente aumentado cuando se lopacancon la
planta salvajeKigura 3.26). Las mutantes simpldlfpl, blh5, blh$ y dobles klhl
blh5, blhl blh6, blh5 blhg también presentan un aumento en el diametroude s

roseta, aungue no es tan importante como en la triptante §lh1 blh5 blh6)

bilsl bIRS bil6

bik1 bIh5 DIRG
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Diametro de Roseta [cm]

A A
54
4
3
24
0

blkl bih5 blh6 blhi blkI blh5 blhI

blth> blh6 blh6 blh>
blh6

Figura 3.25: Didmetro de la Roseta en Plantas Adws blhl, blh5, blh6, blhl

blh5, blh1 blh6, blh5 blh6y blh1 blh5 blh6

Plantulas etioladas de Arabidopsis fueron expuesta®RL continuo ¢

permanecieron en oscuridad. Los datos son los gliosie&SE de3 repeticione

independientes usando de 2 a 3 lineas mutantescigotas independientgsara

cada genotipo (P < 0,001).

A) Didmetro de la roseta en plantas salvajpig blh5 blh6a los 14 dias de ed
(momento en el cual las plantulas comenzaron a rarostna evident
diferencia a nivel morfologico).

B) Diametro de la roseta en plantas salvajbth§ blh5 blh6a los 28 dias de ed
(momento previo a que comenzara a emerger eldalla plantula y a part
del cual se comenzd con la medicion del diametra deseta).

C) Diametro de la roseta de la plantula salvaje ydigsntas multiples mutante
estudiadas.

En base a los experimentos fisiolégicos y modiids llevados a cabo sobre
las multiples mutantes dah1l, blh5 y blh6 aqui estudiadas, se puede concluir que
BLH1, BLH5 y BLH6 actuan fisiologicamente de unameea aditiva sobre HIR

inducido por RL continuo y sobre la morfologia ds hojas.
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DISCUSION
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El Motivo "TGGA"

Las plantas poseen distintos niveles de serdakila la luz percibida por los
fitocromos, que se manifiestan en tres llamadosdosade accion” VLFR, LFR y
HIR. Estos son imprescindibles para poder respotdelenodo diferencial a la luz en
distintos contextos ambientales y de desarrolloséCat al 2013). El objetivo
principal de este trabajo era investigar la posédistencia de vias de sefializacion
especificas para las HIR respecto de las VLFR dépPRara ello se procedié a
determinar la ocurrencia de secuencias especiii@as HIR en el promotor del gen
Lhcb1*2 de tabaco, que es un blanco compartido por VLAR,HLFR previamente

estudiado por nuestro laboratorio (Cereéal, 2000).

Mediante el estudio de deleciones sucesivasrdehqtor Lhcb1*2 fusionado
al gen de Ig-glucuronidasase pudo determinar una zona de 18 pb, que ser@nezue
entre las posiciones —152 y -134, donde se pierdespuesta HIR pero se mantienen
tanto las VLFR como las LFRFigura 3.6). La realizacion de un estudio mas
exhaustivo mediante el uso de sustituciones cotisasude 4 pb dentro de dicha
region de 18 pb, permitié determinar que una setaale 4 pb, que corresponde al
motivo "TGGA", localizada entre —135 y —-138 en ebmotor Lhcb1*2 era
imprescindible para la respuesta HIR, mientras guenutacion no afectaba ni la
VLFR del phyA ni la LFR de phyBRigura 3.8).

El estudio comparativo de la secuencia de prorestale genethcb de
distintas especies, indica que las secuencias mAsewadas entre genéscb
corresponden a las denominadas "CAATbox", "TATAbgx" "GATAboxes" en
tandem Figura 4.1). Las mutaciones en los sitios "AAAATCT", sitio deion del
factor CCAL1 (Wanget al, 1997) y "GATAboxes", sitios de union del factoGE-1
(Andersonet al 1997), demostr6 que los mismos son necesarios laar tres

respuestas del fitocromo: la LFR del phyB y las RL{FHIR del phyA Figura 3.4),
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sugiriendo que los factores CCAl1 y CGF-1 podrianig@par de las respuestas de
phyA (VLFR y HIR) y phyB (LFR).

Por otro lado, se observé que el motivo "TGGA"esguentra altamente
conservado en las secuencias de los promotorediagits, en una posicion también
relativamente conservada respecto de los motive@ATbox" y "GATAbox"; lo cual
sugiere que el motivo "TGGA" o “motivo Hir" podriger un sitio de unidn

conservado por seleccion natunairgy et al, 2003).
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Figura 4.1: Comparacion de Regiones Reguladoras dd@versos Gened.hcb
Se muestra la presencia y la pdsicrelativa del motivo "TGGA" en promotor
de genesLhcb de Nicotiana plumbaginifolia(Np), Arabidopsis thaliana(At),
Petunia (Pe), Solanum tuberosur(St), Solanum lycopersicoflLe), y Nicotiana
sylvestris(NS).

La comparacion de secuencias se realizé con etgrayCLUSTAL.




92

De este modo, se puede concluir que mientrageexgecuencias consenso,
necesarias para multiples respuestas mediadasgfitdcromos, el motivo "TGGA"
es necesario y especifico para el HIR. Tambiérusdeinferir que existe mas de un
grupo de factores de transcripcion para phyA: wm @ responsable de la HIR, que
necesita la secuencia TGGA, y otro que es resptendabambas, VLFR y HIR, que
necesita de los motivos "CAATbox" y "GATAbox".

Identificacion de la Proteina BLH1 Como el Factor & Transcripcion que
Interactda con el Motivo Hir

Habiendo demostrado la existencia de un motiyeafco para HIR en la
zona regulatoria del promotbhcb1*2 (primer objetivo de esta tesis), se procedi6 a
buscar los factores de transcripcion que podiarseiral motivo Hir en cadena de
transduccion para phyA responsable para la resp@e&L continuo. Para ello se
realizaron ensayos en simple hibrido en levadursendo como "bait" varias
combinaciones del motivo Hir, junto a una bibli@@ede ADNc proveniente de
plantulas deArabidopsis thalianacrecidas en oscuridad. Utilizando una de dichas
secuencias se identifico el factor de transcripcBitH1, que pertenece a la
superfamilia de homeodominios TALE. Mediante pastes experimentos en el
sistema de levaduras se verifico la especificidadste factor BLH1 por la secuencia
Hir (Figura 3.14).

Cuando se realiz6 la comparacion de secuenciaasdkll proteinas BLH, se
observd que presentaban ciertas diferencias cusedmmparaba el dominio Bell,
mientras que todas ellas presentaban el homeodom&iunién a ADN altamente
conservado Kigura 3.23B). El sitio de unibn de BLH1 presenta una alta
correspondencia a la secuencia TGATXXATTA, la coalsido descripta como el
sitio de union de otros factores de transcripcion bomeodominio Wray et al,
2003).
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Cuando se realizaron los experimentos para l&row@ction de la interaccion
especifica entre BLH1 y TGGA, se observo que leestpencia de las levaduras
dependia de la cantidad de sitios de union dispemibara el factor BHL1Rgura
3.12) Esta observacion se vio reforzada con el heclgqudecuando se reemplazaron
las bases contiguas al motivo "TGGA", obteniendsdeuencia TGGAGGT (notese
gue esta secuencia suma otro sitio de union TGGAseatido 3' a 5'), denominada
motivo "super Hir" porque tiene una respuesta liigjca del tipo HIR mayor a la
normal EFigura 3.16), la misma manifesté conferir una unién para BLEd

levaduras también mayor a la nornféig(ra 3.18).

La fuerte interaccion de BLH1 con la secuencidcGR&GT (super Hir) es en
si misma interesante. Puede hipotetizarse queidm wie una molécula de BLH1 al
motivo "TGGA" con orientacién 5' a 3', promueveni@acion de un dimero con otra
molécula de BLH1, la cual termina uniéndose al waotT GGA" con orientacion 3' a
5'. De este modo, se conformaria un complejo BLHHBunido a la secuencia casi
palindrémica TGGAGGT, esta unidon cooperativa engreteinas BLH1 podria
explicar el aumento en la respuesta al RL cont{fiiggura 4.2). Esta idea se basa en
un sistema para animales, donde se ha propuestmagdelo similar para la
oncoproteina ETS-1, la cual transactiva el promad®restromelisina-1 de ratas a
través de la union a una region palindrémica: lidrude la primer molécula de ETS-
1 a la primera mitad del palindrome ayuda al poeemiento otra molécula de ETS-
1 en la segunda mitad del palindrome (Bai#iatal, 2002). Por otro lado, existe
evidencia de una posible homodimerizacién entreptateinas BLH1: modelos por
computacién sugieren que una secuencia de amimsa@d el N-terminal del
homeodominio BEL1 (BEL1-LIKE) puede formar uadnélice anfipatica que podria

estar implicada en las interacciones proteina-firtat@Reiseet al, 1995).
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TGGAGGT TGGAGGT TGGAGGT

Figura 4.2: Modelo Propuesto para la Unidbn Cooperativa de la®roteinas
BLH1 al Motivo "Super HIR"
Adaptado de Baillagt al, 2002

Funcién de BLH1

Conociendo que la HIR dehcb1*2 requiere el motivo Hir (TGGA) y que el
factor de transcripcion BLH1 se pega al promotoklieb1*2 de manera dependiente
de la presencia del motivo Hir, se procedié a éatwgl BLH1 era necesario para el
HIR. Para ello se realizaron experimentos fisialdgiy bioguimicos, induciendo las
respuestas LFR, VLFR y HIR en mutantdll de Arabidopsis thalianaBajo el
tratamiento con RL continuo, se observd que la esipn del genLhcbl*2 se
encontraba disminuida en las mutaripésl, respecto de la expresion en la planta
salvaje. Por otro lado, la mutartkéhl transformada con la construccion que tiene
mutada el motivo "TGGA", presenta una respuesta ptitticamente nula={gura
3.20. Es importante marcar el hecho de que cuandamésieron las mutantdshl
a los tratamientos de oscuridad, pulsos de RL yr&entaron valores normales tanto
para la expresion dencb1*2 como para las VLFR y LFR de ese g€ig(ra 3.20).

En conjunto, los datos proveen evidencia a favbindgacto de BLH1 sobre la HIR
del gen blanco a través del motivo "TGGA", no sido experimentos de pérdida de
funcién (mutaciones del promotor que reducen ehgegle BLH1 o mutaciones del
genBLH1 que reducen la respuesta HIR), sino también pgatancia de funcion
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(mutaciones del promotor que refuerzan el pegaddlddl al gen blanco que
aumentan HIR).

El presente trabajo fue realizado con el promdibcbl*2 de tabaco
expresado erabidopsis thalianaPara investigar si BLH1 tiene efectos sobre los
blancos propios dArabidopsis thalianase evalud la inhibicién del alargamiento del
hipocotilo, como una respuesta que no dependesdettero para su evaluacion. Las
mutantesblhl mostraron una menor HIR de inhibicidon del largb ldpocotilo pero
valores normales de crecimiento en oscuridad, VEERR (Figura 3.22). Con estos
resultados, se concluye que el HIR requiere BLHjodque plantas deficientes de
dicho factor tienen especificamente afectada lauessta HIR del phyA, sin presentar

alteraciones para las VLFR mediadas por phyA &.F® mediadas por phyB.

Como se habia dicho anteriormente, las proteBBEL, junto con las
proteinas KNOX (KNAT para Arabidopsis), perteneadas proteinas TALE. Dichas
proteinas son muy importantes para el desarrolidiversos organismos, interactian
entre ellas y su modo de accién ha sido muy estadégpecialmente en insectos y
animales (Banerjee-Basu S and Baxevanis, 2001; Bfygdrand Burglin, 2007).

En vegetales, la principal funcion de las prasiKNOX es la arquitectura de
la planta. En Arabidopsis existen ocho geK®&OX los cuales se dividen en dos
clases, basados en los patrones de expresion denigmsos. En la clase | se
encuentran los gené&TM (SHOOT MERISTEMLE$SKNAT1 (KNOTTED1-LIKE
ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX), IKKNAT2 y KNAT6, que se expresan
principalmente en los meristemas, mientras quéaked| esta formada por los genes
KNAT3 KNAT4 KNAT5y KNATY7, involucrados en el desarrollo de la raiz (Regter
al, 2000). Las proteinas KNOX se unen al ADN comoelzglimeros con las
proteinas BELL. Las proteinas BELL y KNOX comparten misma secuencia
consenso de union al ADN, y cuando éstas se diarersu afinidad por el ADN se

ve aumentada (Boldust al, 2008), indicando que esta interaccion sea prebaite
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necesaria para cumplir su funcion biolégica. Enbidapsis, BEL1 puede interactuar
solamente con algunas pocas proteinas KNOX, Igpqdéda indicar que la formacion

de los distintos pares estaria relacionado comettifes vias del desarrollo vegetal.

La familia de proteinas BELL se encuentra compuestArabidopsigpor 13
proteinas (BLH1 — BLH11), BELL1 y ATH1. Los gen&ELL se encuentran
expresados de manera relativamente general emngapkanto en meristemas como
en tejidos diferenciados. Las proteinas BELL tiedes motivos muy caracteristicos:
el homeodominio (HD) y el dominio Bell. EI HD, muwpnservado en las proteinas
TALE, esta representado por 90 aminoacidos que doro-hélices de unién al
ADN; mientras que el dominio Bell es el que le dacaracteristica principal a esta
familia de proteinas. Es un dominio de 90 amina&cidrmado por Zi-hélices, una
mayor y una menor, que les permite interaccionar les proteinas KNAT. La
formacion de heterodimeros afecta en forma mardadaniéon al ADN vy la
estabilidad de estas proteinas. Recientemente epbdado la interaccion de BLH1
con la proteina KNAT3; este complejo regula poaitiente las respuestas mediadas
por la acido abscisico (fitohormona que regularéepuestas al stress hidrico de la
planta, entre otras) al unirse y posteriormentevacel promotorABI3 (Kim et al,
2013).

Funcién de BLH5 y BLH6

La comparacion de las secuencias correspondientesotivo Bell de las
proteinas BELL de Arabidopsis indica que los maiBell de las proteinas BLH5 y
BLH6 resultaron ser los mas similares a los de BlL{Aigura 3.23. En los
experimentos de induccién de HIR sobre las simplesanteslhl y blh6y la doble
mutanteblhl blh§ que contenian las construcciori®sH1:GUSy BLH6:GUS se
pudo observar que existe una regulacion mutua éograniembros de la familia
BLH, dado queBLH1 regula a BLH6 del mismo modo gB&H6 regula a BLH1 bajo
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condiciones de RL continu&igura 3.24). Por otro lado, experimentos fisiolégicos y
morfologicos sobre las multiples mutantes bilel, blh5 y blh6, demostraron que
BLH1, BLH5 y BLH6 tienen una funcion aditiva sobti¢gR (Figura 3.25).

Integracion de BLH1 a la Cadena de Transducciéon dgdhyA en HIR

El proposito de esta seccion es incorporar lesltados sobre BLH1-motivo
"TGGA"-respuesta HIR presentados en esta tesisodelo actual de las respuestas
HIR. El phyA es el fotorreceptor mas abundante a&ndcuridad (Hirschfel@t al,
1996), lo cual hace que sea uno de los mas impestagn el proceso de la
fotomorfogénesis. En oscuridad, el phyA se encaegrirsu forma inactiva Pr, el cual
en presencia de la luz se activa a Pfr. Luegofrehteéractia con los factores FHY1 y
FHL, los cuales median su ingreso al nucleo (Hikimeret al, 2006, Genouet al,
2008). Dos factores de transcripcion, FHY3 y FAR&terminan la expresion de
FHY1y FHL (Kami et al, 2010). Una vez en el ndcleo, la luz RL producan |
fotoconversion del Pfr a Pr y la liberacion de didlorma inactiva del complejo
FHY1-FHL. La forma libre e inactiva cambia nuevameesu conformacion a Pfr
frente a un nuevo evento absorcion de luz (el terde la secuencia) (Rausenberger
et al, 2011).

Dentro del nucleo, la molécula de phyA, activdibye, interacciona con
diversos factores de regulacion de la fotomorfogisnd.a interaccion con el factor
PIF3 permite la fosforilacion rapida del mismo yp&sterior degradacion a través del
sistema ubiquitina-proteosoma (Al-Sadi al, 2008). Por otro lado, el factor HY5
tiene un importante rol en la respuesta de lastgdaa la luz. En oscuridad, HY5
interacciona con COP1, lo cual produce la degradade HY5 en el proteasoma
(Osterlundet al, 2000). De este modo, el phyA media la salida @ T desde el
nacleo hacia el citoplasma y permite la abundadeidlY5 en el nucleo (Osterlund

and Deng, 1998). Este factor promueve la fotomeénfiegis interaccionando, de
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forma directa o indirecta, con promotores de geegalados por la luz y con otros
factores de transcripcion (Osterlund and Deng, L99&as serian dos vias de accion
centrales del phyA durante las HIR, pero no exeasside phyA ni de HIR. Sin
embargo, ademas de contribuir de manera direca HIR y a otras respuestas a la
luz, al menos HY5 también contribuiria de manera regpecifica a las HIR via
BLH1. En efecto, el promotor del g&LH1 es un blanco directo de HY5 (Leéal,
2007) y recientemente se ha encontrado que enugntashy5 esta disminuida la
expresion deBLH1 (Dr Roberto Staneloni, comunicacion personal),Ual éndicaria
gue es necesaria la presencia de HY5 para la édprsBLH1. En consecuencia, se
podria inferir que también es necesaria la preaateiphyA en el nucleo para inducir
la expresion d8LHL

Al final de la cadena de transduccién de phyAHRLlinteractlia con el motivo
"TGGA" del genLhcb1*2y asi induce la respuesta HIR, ya sea por unitplsi 0
formando dimeros con otros factores de transcmpciBn conclusion, existe
suficiente evidencia que permite integrar a BLH1la&mradena de transduccion de
sefales iniciada por phyA bajo condiciones de HIRUra 4.3). Cabe destacar que
dicha integracién por lo menos es parcialmenteradiie de la VLFR regulada por
phyA y de la LFR regulada por phyB. De este moéopisede concluir que algunos
miembros de las proteinas TALE son reguladorescésmes de las respuesta HIR

mediadas por phyA en plantas.
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