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Resumen

El gen hahb-4 de girasol pertenece a la familia Hd-Zip. Este tipo de genes codifica factores
de transcripcion que contienen un dominio de union a ADN llamado homeodominio asociado a
un cierre de leucinas y se ha postulado que estarian involucrados en procesos del desarrollo i
gados a factores ambientales. La expresion de hahb-4 esta regulada a nivel transcripcional por
la disponibilidad de agua y la presencia de la hormona ABA. Con el objeto de determinar la fun
cion de este gen se plantas de idopsis thaliana de forma tal que
las mismas lo sobreexpresen. Estas plantas presentan un fenotipo particular en condiciones de
crecimiento normal: germinan mas rapido, tienen hojas mas redondeadas y tallos mas cortos.
La produccion de semillas no se ve afectada. En condiciones de estrés hidrico estas caracteris
ticas se acentiian y las plantas presentan una tolerancia pronunciada durante todo el periodo
germinativo y vegetativo a la sequia, sobreviviendo a condiciones adversas extremas en las
cuales los controles sin transformar mueren.

Introduccion

De todos los factores que afectan el crecimiento normal y la produccion de las plantas, la
escasez de agua es uno de los que tienen consecuencias mas graves. El efecto indeseado
mas serio producido por la sequia es la baja productividad. Por este motivo es que se han de
sarrollado estrategias para disminuir la baja de rindes en la produccion agropecuaria. Entre es
tas estrategias esta el riego artificial y el cruzamiento con genotipos que presentan tolerancia
aumentada, pero no siempre es factible aplicarlas. La Ingenieria Genetica ha aportado la posi
bilidad de incorporar genes de otras o de la misma especie que demuestren aumentar la tole
rancia a condiciones desfavorables. Para poder hacer esto es necesario identificar este tipo de
genes y evaluar seriamente que efectos beneficiosos puede generar su sobreexpresion y que
efectos adversos puede tener la misma. Un grupo importante de genes reguladores del desa
rrollo en vegetales justamente involucrado en la respuesta a factores ambientales y nutriciona
les es la familia de genes Hd-Zip que codifica proteinas que contienen un homeodominio aso
ciado a un cierre de leucinas. Nuestro grupo ha aislado un numero de genes de girasol
pertenecientes a esta familia, entre los cuales se encuentra hahb-4. La expresion de hahb-4
esta regulada por la disponibilidad de agua y la hormona ABA a nivel transcripcional (Gago et
al., 2002). La existencia de esta regulacion nos llevo a pensar que la funcion de este gen po
dria estar relacionada con la respuesta de la planta al estres hidrico. En este sentido decidimos
sobreexpresar este gen en plantas heterologas de Arabidopsis thaliana con el objeto de
"exagerar" su funcion. En el presente trabajo mostramos la obtencion de las plantas transgeni
cas y el analisis del fenotipo resultante en condiciones normales de crecimiento y en condicio
nes en que las plantas se encuentran sometidas a la falta de agua.

Objetivo

El objetivo fundamental de este trabajo es determinar cual es la funcion del gen hahb-4 de
girasol. Siendo que la expresion de este gen esta regulada por la disponibilidad de agua, que
remos determinar si hahb-4 esta involucrado en la respuesta a la sequia y si es capaz de con
ferir tolerancia a esta condicion adversa, lo cual lo convertiria en una herramienta biotecnologi

Materiales y métodos

Material biologico: el cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana se realizo en una camara
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tas se utilizo el metodo de inmersion (floral dip) descripto por Clough y Bent (1998)

El ADNc completo correspondiente al gen hahb-4 fue clonado bajo el control del promotor
CaMV35S en el vector pBI121.

Las preparaciones de ARN total de Arabidopsis thaliana se realizaron segun el metodo des
cripto por Carpenter y Simon (Carpenter and Simon, 1998). Para el analisis de northern, se ha
seguido esencialmente procedimientos descriptos (Ausubel et al, 1989).

Los analisis de fenotipo se hicieron en placas de Petri 0 en macetas. En el primer caso las
semillas fueron esterilizadas. Para los ensayos en tierra se utilizaron potes de 12 cm de diame
tro y 10 om de altura. Dieciseis macetas fueron puestas en hileras de a cuatro en bandejas
plasticas cuadradas de 45 cm de lado. Para realizar los ensayos de estres hidrico, la bandeja
fue suplementada desde la germinacion con 1, 1,5 0 2 | de agua total. En todos los casos no se
volvio a agregar agua hasta el final del ciclo reproductivo. Estas condiciones de riego, mante
niendo la camara de cultivo un muy bajo porcentaje de humedad, genera en las plantas un es
tres hidrico cuando estas tienen 2 pares de hojas, roseta completa o flores formadas, respecti
vamente. El estres hidrico puede observarse por la sequedad y resquebrajamiento de la tierra,
perdida de turgencia en las hojas y finalmente la muerte de las plantas.

Resultados

Se obtuvieron muchas lineas independientes de plantas, aunque solo cuatro de ellas so
breexpresaron el gen. En las demas lineas, si bien el gen fue incorporado, la expresion del mis
mo no se produjo a causa del fenomeno de silenciamiento. En la Figura 1 se puede observar
un experimento de northern blot donde se aprecian los niveles de expresion del gen en las l
neas obtenidas.

Figura 1- Expresion de hahb-4 en plantas transforma
das de Arabidopsis thaliana.

Se muestra un experimento de northern blot donde en
la primera calle se sembraron 20 mg de ARN total extra
idos de un conjunto de plantas sin transformar, y en las tres
siguientes la misma cantidad de ARN de tres lineas inde
pendientes . En el panel su
perior la sonda utiizada corresponde a la region codificante
de hahb-4 y en el panel inferior se utiizo una sonda riboso
mal como control de la similitud entre las cantidades sem
bradas y transferidas.

Las plantas fransgenicas germinan mas rapido que las no iransformadas. En la Figura 2A
se pueden observar las ias en el % de germi en condiciones normales. A su vez,
Ia longitud de las raices es mayor en las plantas transformadas que en las sin transformar (Fi
qura 2B). La segunda caracteristica notoria en el fenotipo causado por el transgen es el acorta
miento de la longitud del tallo que emerge de la roseta una vez iniciada la fase reproductiva.
Las plantas transformadas elongan el tallo mas lentamente y llegan a una altura maxima equi
valente al 85% de la altura de una planta salvaje crecida en las mismas condiciones (Figura
20). Las hojas de las plantas transformadas son mas redondas y menos alargadas (Figura
2C). Sin embargo, el numero de vainas formadas no varia significativamente entre las plantas
salvajes y transgenicas, siendo levemente mayor en las transgenicas a pesar del acortamiento
del pedunculo floral. Este acortamiento del tallo genera una inflorescencia mas compacta, se
gun se puede apreciar en la Figura 2D.

“la Figura 2- Fenotipo de plantas transformadas con
" 355-hahi4 en condiciones control

- A: % de germinacion a distintos tiempos de

“ plantas transformadas (verde) o sin

» transformar (naranja). Las tiempos se cuentan

una vez que las plantas fueron puestas en
camara de cultivo después de romper la
dormancia por tratamiento de 48 hs a 4°C (n:
22 plantas por ensayo)
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B:largo de las raices de plantas transformadas y
salvajes de 5y 10 dias.

C: forma de las hojas y el tallo de plantas
transformadas y salvajes adultas

D: forma de la inflorescencia de plantas
transformadas adultas

Siendo que el producto del gen hahb-4 actua como factor de transcripcion, y que su expre
sion a nivel transcripcional esta regulada por la presencia de agua, nos resulto interesante exa
minar que tipo de respuesta ofrecian las plantas transformadas en condiciones de escasez de
agua. En ensayos de tolerancia a la sequia hechos en forma independiente y de forma tal que
el estres hidrico se produzca en distintas etapas del desarrollo de plantas cultivadas en tierra
se observa claramente una mayor tolerancia de las plantas transgenicas a las condiciones ad
versas.

Figura 3- Tolerancia al estrés hidrico en plantas
transformadas con 358-hahbd
Porcentaje de supervivencia alcanzado por plantas
salvajes (barras verdes) o transgénicas (barras
naranjas) en tres ensayos independientes. En el
primer ensayo el estrés se produjo cuando las
plantas eran adultas (estadio reproductivo) en el
segundo las plantas estaban en period
vegetativo avanzado (roseta completa) y en el
Gltimo el estrés se produjo desde la germinacion
Fenotipo de plantas transgénicas (1* y 2*fila) 0 no
transformadas (3* y 4 fila) somefidas a estrés
hidrico cuando las plantas son adultas y regadas
nuevamente al final del ciclo de vida
 Fenotipo de plantas transgénicas (izquierda) o no
transformadas (derecha) sometidas a estrés
hidrico cuando las plantas estan en periodo
vegetativo
: Fenotipo de plantas transgénicas (derecha) o no
transformadas (izquierda) sometidas a estrés
hidrico desde la germinacion y regadas
nuevamente.
Plantas transgénicas sometidas a extrema sequia
en estadio de desarrollo vegetativo.
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En la Figura 3A se ilustran tres ensayos de este tipo y las diferencias que se producen en la
supervivencia de las plantas sometidas a tratamientos muy drasticos de sequia. De la misma
forma, en la Figura 3 (B-F) se puede apreciar el estado de las plantas sometidas a este trata
miento y el grado de recuperacion de las mismas. Ademas, las plantas transformadas germi
nan mas rapido y mejor en medios que contienen manitol o NaCl, mostrando de esta forma que
en el periodo germinativo presentan una tolerancia aumentada al estres osmotico o causado
por altas concentraciones salinas (Figura 4).
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Figura 4- Tolerancia al estrés salino y osmbtico en plantas transformadas con 35S-hahbd

A: Porcentaje de plantas salvajes (celestes) o transgénicas (violeta) gevmlnadas alos distintos
tiempos luego de rota la dormancia en presencia de manitol

B: Porcentaje de plantas salvajes (celestes) o transgénicas (wolsta) germinadas a los distintos
tiempos luego de rota la dormancia en presencia de manitol 200 mM.

C: Porcentaje de plantas salvajes (celestes) o transgénicas 1viole!as) germinadas a los distintos
tiempos luego de rota la dormancia en presencia de NaCl 50 mM

D: Porcentaje de plantas salvajes (celestes) o transgénicas 1v|ule(as) germinadas a los distintos
tiempos luego de rota la dormancia en presencia de NaCl

Discusion

En el presente trabajo describimos la obtencion de plantas de Arabidopsis thaliana transfor
madas de forma tal que sobreexpresan el gen hahb-4 de girasol bajo el control del promotor
35S del virus del mosaico de la coliflor. Las plantas transformadas que expresan el gen hahb-4
presentan caracteristicas particulares que nos indican cual seria el rol que juega este factor de
transcripcion en girasol. Las plantas que portan el transgen tienen en promedio un tallo mas
corto, hojas redondeadas y germinan mas rapido en condiciones normales de crecimiento. El
acortamiento del tallo se debe principalmente a una inhibicion de la expansion celular. Estas
caracteristicas en conjunto parecen indicar que el producto del gen estaria actuando como un
inhibidor de la elongacion y expansion celular. Esta observacion nos llevo a pensar que este
podria ser un mecanismo de la planta para soportar la escasez de agua. Cuando se observa lo
que sucede con las raices pareciera haber un efecto en cierto modo contrario al observado en
hojas y tallos. Las raices se elongan mas en las plantas transgenicas que en las no transforma
das. Esto podria servir para que la planta utilice sus recursos energeticos para elongar raices y
obtener la mayor cantidad de agua disponible. Todo esto, junto con la observacion primaria de
que la expresion de este gen aumenta considerablemente cuando las plantas sufren estres hi
drico, nos llevo a analizar el comportamiento de las plantas transgenicas frente a diversas con
diciones que reducen la disponibilidad de agua.

En numerosos ensayos en los cuales se sometieron las plantas a estres hidrico se observo
una tolerancia e las plantas. n distintos
periodos del desarrollo, tanto en la germinacion como en periodo vegetativo temprano y tardio,
y en periodo reproductivo. EI porcentaje de supervivencia de las plantas transformadas es no
toriamente alto con respecto al de las plantas salvajes sometidas a sequia. Ademas, las trans
genicas germinan mejor y alcanzan mejor desarrollo de las raices en medios salinos y con alta
oosmolaridad.

Todos estos resultados en su conjunto nos permiten concluir que hahb-4 es un gen involu
crado en la respuesta de la planta al estres hidrico, y que su funcion especifica seria la de ge
nerar cambios fenotipicos favorables a la tolerancia a esta condicion adversa. Nalonaman(e
ninguno de estos cambios afecta la de semillas ni la de
las mismas.

Siendo el producto del gen hahb-4 un factor de transcripcion, se puede suponer que el mis.
mo regula la expresion de un conjunto de genes involucrados en la produccion del fenotipo ob
servado. La determinacion de los genes cuya expresion se ve modificada al sobreexpresar
hahb-4 permitira inferir que mecanismos utiliza la planta para aumentar su tolerancia al estres
hidrico. EI conjunto de resultados hace vislumbrar un uso biotecnologico de este gen para la
produccion de plantas de interes comercial con tolerancia a la sequia.
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