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Regulacion de la expresion génica en plantas

Las plantas han adquirido evolutivamente la capacidad de modificar eventos
especificos del desarrollo como respuesta a los cambios en las condiciones ambientales y de
este modo optimizar la utilizacion de nutrientes disponibles. Esta plasticidad representa una
ventgja significativa ya que el programa de expresion de genes que gobierna el desarrollo
puede ser variado de acuerdo alas condiciones externas.

Las plantas perciben las sefiales del medio ambiente y las transmiten a la maquinaria
celular. De esta forma activan procesos utilizando mecanismos variados y complegos que les
permiten adaptarse a las nuevas condiciones de crecimiento. La respuesta consiste, en general,
en cambios en € tipo, cantidad o actividad de determinadas proteinas de la planta, generando
proteinas Utiles para las nuevas condiciones y eliminando las superfluas. Esto implica la
activacion o inactivacion de los genes a partir de los cuales estas proteinas son sintetizadas,
procesos que suelen estar gobernados por un lado, por factores de transcripciony por otro por
la presencia de elementos presentes en las regiones promotoras de los genes regulados.
Ademés de este nivel de regulacién de la expresién génica que podemos llamar
transcripcional, existen otros puntos de regulacion que incluyen las vias de procesamiento de
los ARN mensgjeros, € transporte de los mismos una vez maduros, su traducibilidad y por
altimo el procesamiento y transporte, cuando ha lugar, de las proteinas codificadas. Mas
recientemente se han descripto mecanismos de silenciamiento de genes mediados por micro
ARNSs ya sean estos codificantes 0 no, como un punto importante de regulacion de la

expresion génica (para unarevision ver Balcoumbre, 2004).

L osfactores de transcripcion



Los elementos bioquimicos que actlan en trans son factores de transcripcion,
proteinas capaces de reconocer secuencias especificas de ADN localizadas en determinados
genes (elementos que actlan en cis), dterando de esta manera la expresiéon de los mismos. La
regulacion de la expresion génica estd gobernada en gran medida por la interaccion de estos
factores con las secuencias de ADN presentes en |las regiones promotoras de los genes blanco
en forma positiva o negativa, 0 sea induciendo o reprimiendo especificamente la expresion de
otros genes.

En plantas, se hanidentificado y caracterizado numerosos genes que codifican factores
de transcripcién. La comparacion de las secuencias aminoacidicas con las identificadas y
caracterizadas en animales indica que estas proteinas estan compuestas por segmentos o
dominios presentes en ambos reinos. Esto sugeriria que los mecanismos fundamentales de
regulacion de la expresion génica serian similares. Sin embargo, la idea més aceptada
actualmente es que s bien los dominios funcionales de los factores de transcripcion estén
conservados en especies muy distantes, no necesariamente éstos estan involucrados en la
regulacién del mismo tipo de evento.

Este hecho se puede ejemplificar con la familia de factores de transcripcion que
contienen homeodominios La mutacion puntual o expresion ectopica de este tipo de proteinas
en Drosophila melanogaster, genera € fendmeno de homeosis, que es € cambio de un
segmento corporal por otro (Gehring, 1987; Gehring et al., 1994). Sin embargo, las proteinas
encontradas en plantas que tienen un homeodominio en su estructura, no se han comportado
como homedticas. Son otros, los factores de transcripcion llamados MADS, 1os que en plantas
podrian asimilarse funcionalmente a los homedticos de animales. Las proteinas codificadas
por los genes MADS estan involucradas principalmente en los procesos asociados al
desarrollo floral (Dezar et al., 2003; Moore et al., 2005).

Por su lado, los factores de transcripcién de plantas que tienen un homeodominio en su
estructura, intervienen en procesos del desarrollo vegetal asociados a respuestas especificas a
las condiciones medioambientales. Las proteinas codificadas por decenas de genes de este tipo
en cada especie vegetal fueron divididas en distintas familias y subfamilias de acuerdo a la
conservacion de la secuencia de aminoacidos dentro y fuera del homeodominio, a su tamafio, a
la presencia de otros motivos proteicos y a la composicion estructural de los genes que las
codifican que incluyen la presencia 'y ubicacion de intrones y exones Estos grupos se pueden
identificar como: HD-Zip (subdividida en tres subfamilias), Glabra, FWA, Wuschel, PHD-

finger, Knotted y Bell. Ademas de las caracteristicas estructurales que las definen, los



miembros de cada una de estas familias parecen estar relacionados funcionalmente (Schenay
Davis, 1992; Schenay Davis, 1994; Chan et al., 1998; Henriksson et al., 2005).

¢Cual esla contribucion de nuestro grupo al conocimiento en este campo?

Nuestro grupo de trabgjo se ha dedicado a investigar la estructura de genes que
codifican factores de transcripcion de girasol, la interaccion de las proteinas codificadas con
sus secuencias blanco de ADN, la regulacion de su expresion, su funcién especifica en €l
desarrollo vegeta y la respuesta adaptativa a las condiciones externas. El objetivo genera de
nuestro proyecto es aunar los conocimientos estructurales y funcionales, de forma de poder
contestar a preguntas basicas como: £ud es la funcion especifica de cada uno de estos
genes? ¢Como interaccionan con las regiones promotoras de otros genes? fUué genes estén
regulando? ¢;Cudles inhiben y cuéles activan?

Planteandonos estas preguntas bésicas es que iniciamos nuestro trabajo aisando genes
pertenecientes a las distintas familias de genes con caja homedticay de tipo MADS de girasol,
determinamos su secuencia nucleotidica (el genoma de girasol no esta secuenciado),
estudiamos los patrones de expresién de cada uno de los genes aislados y los factores
abioticos que influyen en los niveles de expresion, obtuvimos las proteinas codificadas en
forma recombinante en bacterias y estudiamos sus formas de interaccion con e ADN. Los
resultados de esos estudios se han volcado en forma detallada en publicaciones cientificas que
se listan al fina de este documento (Gonzdlez y Chan 1993; Chan y Gonzédlez, 1994,
Gonzélez et al., 1997; Valle et al., 1997; Palena et al., 1997, Chan et al., 1998; Palena et al.,
1998; Palena et al., 1999; Palenaet al., 2001; Tron et al., 2001: Tron et al., 2002; Dezar et al.,
2003; Tioni et al., 2003; Zanetti et al., 2004; Tioni et al., 2005).

Una vez cumplida esa etapa de conocimiento basico a ritmos dispares segun los genes
en cuestion, nos propusimos indagar en la funcionalidad de estas proteinas y en la forma en
gue los elementos presentes en sus secuencias promotoras influian en estas funciones. Para
esto fue necesario por un lado, aidar las regiones promotoras de los genes y transformar
plantas de formatal que estas regiones dirijan la expresion de un gen reportero (Dezar et al.,
2005b). Por otro, expresamos las proteinas bajo € control de un promotor constitutivo de
formatal de exagerar su funciony asi, poder determinarla. En una primera etapa elegimos
como modelos dos genes pertenecientes a la familia HD-Zip, Hahb-4 (subfamilia l) y Hahb-
10 (subfamiliall).



¢Por qué este tipo de proteinas resulta particularmente interesante? La respuesta es que
siendo que tanto homeodominios como cierres de leucina han sido identificados en proteinas
de todos los organismos eucariotas en los cuales se buscaron, la combinacion de estos dos
dominios proteicos en una sola molécula se hallé sdlo en vegetales. Existen entre 20 y 30
proteinas de este tipo en cada especie, y desde su identificacion en el afio 1992 se ha sugerido
gue tendrian funciones en procesos vinculados al desarrollo que son exclusivos de las plantas,
como por gjemplo en el desarrollo en respuesta a distintas sefiales del medio ambiente (Schena
et al., 1993; Schena y Davis, 1994). Los dos genes elegidos, habian sido aislados y
caracterizados estructuralmente con cierto detalle en trabgjos previos por integrantes de
nuestro laboratorio (Gonzalez et al., 1997; Gago et al., 2002).

¢Qué sabemos ahora sobre la funcion de las proteinasHD-Zip?

Los genes de la familia HD-Zip se expresan en diferentes érganos de la plantay alo
largo de estadios de desarrollo muy variados. La mayoriade los estudios han sido hechos enla
planta Arabidopsis thaliana, que ha sido elegida como modelo experimental por los bidlogos
moleculares vegetales. El primer gen de la familia HD-Zip estudiado con cierta profundidad
desde e punto de vista funciona fue HAT4/Athb-2 de Arabidopsis thaliana. La
sobreexpresion de este gen produce ateraciones en € desarrollo y en la velocidad de
crecimiento. Las plantas transgénicas son més altas y se desarrollan més rapidamente, tienen
menos hojas y de menor tamafio. En la oscuridad no germinan bien y cuando se hacen crecer
en luz muestran un color verde més oscuro que las plantas de genotipo salvaje (no
transformadas). Todas estas observaciones llevaron a la conclusion de que HAT4 tendria un
pape en la regulacion del desarrollo de Arabidopsis en respuesta a las condiciones de
iluminacion, promoviendo la elongacién del hipocotilo e inhibiendo la expansion de las
células de las hojas (Carabelli et al., 1993; Schena et al., 1993). Es importante recordar que
estos efectos son similares a los observados a crecer una planta de genotipo salvaje en
oscuridad. También se describié que la expresion del gen aumenta en presencia de luz roja
lgjana en plantas crecidas en luz, y disminuye en presencia de cualquier tipo de luz en plantas
crecidas en oscuridad. Debido a que las condiciones de iluminacion ateran significativamente
el desarrollo de las plantas, es posible que la funcion de este gen sea mediar €l efecto de laluz
en determinados procesos, particularmente en el fendmeno por e cua las plantas que crecen a
la sombra de otras aumentan en atura para lograr captar la luz solar. Hahb-10 de girasol

guarda bastante homologia en secuencia aminoacidica con HAT4/Athb-2, a menos en los



dominios funcionales. Los estudios de tipo northern blot indicaron que este gen se expresa
mayoritariamente en tegjidos fotosintéticamente activos. Ror otro lado se obtuvieron plantas
transgénicas de Arabidopsis thaliana que lo sobreexpresan bajo e control del promotor 35S
del virus del mosaico de la coliflor. Estas plantas presentaron también, como las que
sobreexpresan HA T4, respuestas ateradas a las condiciones de iluminacion. Sin embargo, el
tipo de respuesta difiere en algunos puntos importantes con € observado en las plantas que
llevan & gen homologo. Més especificamente las plantas que sobreexpresan HAT4/Athb-2
presentan un defecto de germinacion en oscuridad, mientras que las que expresan Hahb-10
germinan y toleran la oscuridad mucho meor que las salvajes. Estas Ultimas presentan
hipocotilos més cortos mientras que las primeras mas largos. Los fenotipos de ambas
transgénicas se asemejan en € hecho de que ambos tipos de plantas presentan un tiempo de
floraciéon acelerado que acorta € ciclo de vida total (Rueda et al., 2005). El conjunto de
observaciones nos lleva a contestar a la pregunta de si estos genes son ortdlogos, con un No.
Si, son genes relacionados estructuralmente y ambos tienen implicancias en la respuesta a las
condiciones de iluminacion, pero tal vez existan otros en ambas especies que respondan a la
denominacion de ortdlogos. Todavia €l conocimiento es muy escaso para afirmar esto y seran
necesarios estudios mas profundos para sefidar s este tipo de genes presenta alguna
caracteristica responsable de las diferencias genéricas En e mismo sentido, seguimos
estudiando funcionalmente otros genes pertenecientes a la familia HD-Zip de girasol y
relacionando |as observaciones experimentales con las realizadas por otros grupos sobre genes
homélogos de la planta modelo y también de otras plantas.

En trabajos posteriores se describid la obtencién de plantas transgénicas que
sobreexpresan Athb-7, perteneciente a la subfamilia | de Arabidopsis thaliana. Estas plantas
presentan cambios fenotipicos, pero éstos no tienen incidencia en la respuesta adaptativa a
estrés hidrico, factor que regula positivamente la expresién del gen(Olsson et al., 2004).
Nuevamente, este gen junto con Athb-12 son los mas semeantes en € genoma de la planta
modelo al Hahb-4 aislado y caracterizado en nuestro laboratorio. Hahb-4 produce cambios
fenotipicos muy similares a los generados por |os dos miembros de Arabidopsis thaliana que
incluyen un retardo en la velocidad de desarrollo, inflorescencias compactas, tallos y peciolos
mas cortos y hojas més redondeadas que las de plantas salvajes. Sin embargo, € gen de girasol
confiere a las plantas transgénicas una fuerte tolerancia a condiciones de estrés hidrico
mientras que la sobreexpresiéon de los homdélogos no o hacen (Dezar et al., 2005a).

Ademés de la implicancia que pueda tener esta observacion en e campo de la

Biotecnologia, también nos genera la pregunta de ¢Cudles son los mecanismos fisioldgicos y



moleculares responsables de esta tolerancia? y ¢Cudles son las diferencias funcionales entre
estos genes pertenecientes a distintas especies que presentan tanta homologia estructural?
Aparentemente, ninguno de los cambios habituales de adaptacion a la sequia (cierre de
estomas, produccién de proteinas de defensa ante €l estrés, etc.) se produce en nuestras plantas
transgénicas. No solo esto, sino que ademas las plantas transformadas parecen transpirar més e
intercambiar gases con la misma tasa que lo hacen las plantas salvgjes, tanto en condiciones
normal es de crecimiento como cuando son sometidas a estrés hidrico. Por otro lado las plantas
son més compactas y poseen hojas mas pequefias, 10 que les permitiria sobrevivir con menores
cantidades de agua durante € periodo vegetativo de desarrollo. Otra caracteristica fenotipica
sobresdliente de las plantas transgénicas es que en condiciones en las que €l agua escasea
vuelven mas lento su crecimiento, desarrollan hojas alln més pequefias y tallos méas cortos.

Esto también se observa en las plantas normales, pero en menor mediday en forma més tardia.
Se puede decir que la sobreexpresion del transgen de girasol hace que las plantas estén
preparadas para un periodo de sequia. Cuando se les agrega agua nuevamente, estas plantas
aceleran su crecimiento y alcanzan el tamafio de una planta control que no ha sufrido estrés.
La produccion de semillas de la planta transformada es igual a la de la planta control. Ningan
evento fundamental del desarrollo se ve afectado seriamente o de forma irreversible.
Simplemente pareciera que la planta siente que no tiene e agua suficiente y espera a que la
situacion mejore. Considerando esta hipdtesis como una respuesta probable a la pregunta
planteada, transformamos plantas con una construccién que expresa € gen bgjo e control de
su propio promotor, inducible por estrés hidrico y salino (Dezar et al., 2005b), y también bajo
el control de otros promotores indwcibles mas estudiados en detalle. En forma paraela,

hicimos un estudio detallado de |as secuencias en cis presentes en este promotor, responsables
de la induccién. Las plantas transgénicas obtenidas con esta construccién no presentaban un

fenotipo alterado en condiciones normales de crecimiento, ni tampoco en apariencia cuando
fueron sometidas a estrés hidrico. Sin embargo, resultaron ser muy tolerantes en condiciones
de escasez de agua, presentando valores intermedios de supervivencia entre los obtenidos con
plantas salvajes y transgénicas con € promotor constitutivo (manuscrito en preparacion). La
diferencia de tolerancia con una planta sin transformar se incrementé notablemente, dando
valores de 100% de sobrevivientes contra 0% para €l genotipo salvagje, cuando en lugar de
utilizar latierra fertilizada del laboratorio, pasamos a usar suelos salinos gentilmente donados
por productores agropecuarios. Estos experimentos nos indicaron que la tolerancia a la sequia
no es producto del cambio morfoldgico observado en las plantas transgénicas, ya que las que

llevan e promotor inducible presentan una muy buena tolerancia y ningin cambio



morfolégico. En funcidn de estos resultados decidimos hacer experimentos de microarreglos
para poder analizar a nivel molecular los cambios producidos a causa de la presencia del
transgen. El resultado de los microarreglos no es simple de interpretar. Casi tres mil quinientos
genes de Arabidopsis thaliana cambiaron sus niveles de expresion entre las muestras tomadas
de plantas salvgjes y transformadas, crecidas en condiciones normales o sometidas a estrés
hidrico. Utilizando programas informéticos adecuados pudimos seleccionar aquellos cuyo
nivel de expresion cambiado era responsabilidad Unica de la presencia del trangen. Aln asi €l
panorama siguié siendo complgjo y hasta e momento, pudimos sacar algunas conclusiones
parciales. Entre éstas, que toda la biogénesis de cloroplastos, particularmente la de
componentes de la membrana tilacoide que participan en e transporte de electrones
fotosintético esta fuertemente inhibida. Este fendmeno también es observable en menor
medida, en plantas salvajes sometidas a estrés hidrico. Encontramos inducida la expresion de
genes responsables de la sintesis de osmoprotectores, asi como muchos involucrados con la
respuesta a estrés hidrico, calérico o salino. También pudimos observar que muchos genes
involucrados en la biosintesis de etileno se encuentran fuertemente reprimidos, 1o que
indicaria un alargamiento del periodo de senescencia o un retardo del mismo causado por la
disminucién de los niveles de esta hormona explicando en parte, la mayor supervivencia de las
plantas transformadas en condiciones de estrés. Dentro de todos estos grupos pudimos
identificar los posibles blancos directos por tener en su secuencia promotora el
pseudopalindromo reconocido por la proteina Hahb-4 in vitro (Pdena et al, 1999). Nos es
dificil en esta etapa experimental armar un modelo de la/s via/s de transduccion de sefiales
disparada/s por este factor de transcripcion. Sin embargo pudimos aclarar algunas ideas sobre
los mecanismos fisiol6gicos involucrados en la tolerancia. En resumen, la tolerancia conferida
por Hahb-4 parece ser producto de la combinacién de una fuerte induccion de la sintesis de
compuestos osmoprotectores, un ahorro de energia en la sintesis de compuestos involucrados
en la fotosintesis, sin disminucion acoplada de la tasa de fijacion de CO, y una fuerte
inhibicién de la biosintesis de etileno (resultados no publicados). Seguiremos trabajando en el
andlisis de estos ensayos de microarreglos y en la caracterizacion de los genes blanco de
Hahb-4 para poder, en un futuro, responder con més certidumbre alas preguntas planteadas.
En otro orden, estamos caracterizando funcionalmente otros genes perterecientes a la
familiaHD-Zip de factores de transcripcion de girasol y hemos avanzado razonablemente con
algunos de ellos. Como se deduce més arriba, |as regiones promotoras que dirigen la expresion

de estos genes en plantas transgénicas son de vital importancia para obtener los resultados



deseados en el campo de la Biotecnologia. Conocer estas regiones en detalle es otro de los

desafios que nos hemos planteado, pero esto ya seria objeto de otro articulo.

Relaciones complgas

El titulo de este escrito surge de la idea de la serie que se publica en la pagina web de
la SAFV, con la cual fui invitada a contribuir gentilmente por la Comisién Directiva

¢Quién es quién en Fisiologia Vegetal ? Es € titulo de esta serie.

Nuestro grupo empez0 y sigue trabajando en aspectos basicos de la Biologia Molecular
del desarrollo. Nos hemos centrado durante afios en estudios moleculares y funcionales de
factores de transcripcion de plantas y hemos eegido como modelo € girasol, por la
importancia econémica que tiene este cultivo en nuestro pais. Fueron estos estudios bésicos
los que cruzaron nuestro camino con la Biotecnologia. Los factores de transcripcion
estudiados, y sus secuencias promotoras resultaron ser herramientas biotecnol 6gicos con ato
potencial de aplicabilidad. Pero tenemos en claro, que nada de esto hubiese sido posible ni 1o
seriaahora s no sigue acompafiado de experimentacion en estudios bésicos.

Plantas transformadas tolerantes a estr és hidrico
Alaizquierda se muestran plantas salvajesy a la derecha transformadas con la construccién
en la que la expresion del ADNc de Hahb-4 es dirigida por su propio promotor. Todas las
plantas fueron sometidas a un estrés hidrico severo en estado vegetativo avanzado (plantas
adultas) y regadas después de observar pérdida notoria de turgencia en las hojas. La foto fue

tomada dos dias después de regar.
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